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Efectos de la prostaglandina E; en la
formacion de los capilares sanguineos
en musculo esquelético de ratas:
analisis ultraestructural

Dorival Moreschi Jr., Djalma José Fagundes, Luzmarina Hernandes y Edna
Freymuller Haapalainen, Parand, Brasil

El objetivo del presente trabajo consisti6 en estudiar los aspectos ultraestructurales en la
formacion de capilares sanguineos en el musculo esquelético de las extremidades
posteriores de ratas sometidas a isquemia y a la acciéon de la prostaglandina E; (PGE;)
administrada por via intramuscular o intravenosa. Se usaron 12 ratas Wistar-UEM,
distribuidas aleatoriamente en tres grupos de cuatro animales cada uno, redistribuidos a su
vez en dos subgrupos, observados a los 7 y 14 dias del modo siguiente: el grupo sélo
sometido a isquemia se considero el control (1), grupo con isquemia e inyeccion intramuscular
de PGE; (IM) y grupo con isquemia e inyeccion intravenosa de PGE; (IV). Los resultados se
analizaron mediante microscopia electronica de transmision (MET). El analisis MET reveld
pruebas de formacion de nuevos capilares. Este andlisis nos permitid identificar estructuras
morfolégicas y fendmenos en la neoformacion vascular que podrian haber tenido lugar a
través de la angiogénesis y/o vasculogénesis.

INTRODUCCION

La angiogénesis es un término que expresa los pasos a
través de los que se desarrollardn nuevos vasos
sanguineos a partir de una estructura endotelial
preexistente, por ejemplo, la formacion de vasos
en individuos adultos como respuesta a las
demandas de los tejidos' ™.

El objetivo primario del tratamiento angiogénico
es favorecer la induccién y formacion de nuevos
vasos para suprimir la isquemia de los tejidos™®.
En su induccién y/o mantenimiento se han usado
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diversas sustancias: por ejemplo, factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor
de crecimiento fibroblastico (FGF), y factor de
crecimiento hepatocitico (HGF). La limitacion en el
uso de estos farmacos se asocia con la tendencia
del estimulo angiogénico artificial a desvanecerse a
menos que se estabilice el proceso de remodelado
y su maduracién”-®.

Entre las substancias que estimulan Ila
angiogénesis, destaca la prostaglandina E; (PGE,)
una molécula de elevada actividad bioldgica que
ya se utiliza con uso clinico para el tratamiento de
la isquemia cronica de extremidades, como
vasodilatador e inhibidor de la agregacién
plaquetaria’”®'!. Ademads, la PGE; actia en la
activacion de la fibrindlisis, modulacion de la
proliferacién celular, actividad hemorreolégica en
el hematie, inhibicién y activacion de neutrofilos y
mejora de la distribucion de oxigeno y glucosa en
los tejidos'' *°.

Ademas de estos efectos, se dispone de pruebas de
que la PGE, estimula la angiogénesis en situaciones
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de isquemia miocardica''®'”. Sin embargo, en

isquemia periférica aguda o crénica, no se han
publicado estudios experimentales o clinicos que
hayan usado esta molécula con dicho objetivo.

Por esta razén, el objetivo del presente trabajo
experimental consistié en estudiar los aspectos
ultraestructurales en la formaciéon de los capilares
sanguineos en musculo esquelético de pata trasera
de ratas sometidas a isquemia y a la accion de
PGE, administrada por via intramuscular o
intravenosa.

METODOS

El protocolo experimental fue aprobado por el
comité de investigacibon con animales de
experimentacion de la Maringa State University
(UEM, Parana, Brasil).

Todos los procedimientos siguieron estrictamente
las regulaciones existentes sobre experimentacion
en animales.

Todos los procedimientos quirtirgicos y obtencién
de muestras se efectuaron con anestesia general
administrando ketamina (60 mg/kg) y xilacina (5
mg/kg) por via intramuscular.

Se asigné aleatoriamente a ratas macho Wistar
(n = 12), de 280-300 g de peso, a uno de tres
grupos, igualmente distribuidos en dos subgrupos,
observados hasta el dia postoperatorio (PO) 7 o 14,
respectivamente: grupo I (n = 4), ratas sometidas a
isquemia (I), I-7 (n = 2) y I-14 (n = 2); grupo II
(n = 4), animales sometidos a isquemia y a
inyecciéon intramuscular de PGE; (IM), IM-7
(n =2), e IM-14 (n = 2); y grupo Il (n = 4), en
los, tras el periodo de isquemia, se administro
PGE, intravenosa (IV), IV-7 (n =2), eIV-14 (n = 2).

El modelo isquémico de extremidad posterior de
rata' >'%22 se llevo a cabo mediante la diseccién y
excision de la arteria femoral desde su origen
proximal en la arteria iliaca externa hasta su
porcion distal en su bifurcaciéon en las arterias
safena y poplitea. Se diseco la arteria iliaca externa
y se interrumpié con una ligadura de algodén 4-0.
Por lo tanto, el flujo sanguineo hasta la pata
dependia de los vasos colaterales desde la arteria
iliaca interna.

Después de este procedimiento y antes suturar la
piel, usando jeringas de 1 ml y agujas de calibre
30G1/2, se inyect6 cuidadosamente PGE;
(Prostavasin®; Biosintetica, Sao Paulo, Brasil) en
una dosis de 5 pug/kg (un frasco, 20 pg diluidos en
5 ml de suero fisiologico) del modo siguiente: en el
grupo II, se aplicé por via intramuscular en puntos
equidistantes directamente en el musculo vasto
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medial y recto interno de la pata trasera; en el
grupo III, la PGE; se inyectd por via intravenosa a
través de la vena dorsal del pene.

Durante el seguimiento de 7-14 dias, los animales
se examinaron a diario en relacion con los aspectos
siguientes: 1) herida quirtrgica, presencia de
hematoma, dehiscencia o infecciéon; 2) presencia
de necrosis cutanea en la extremidad posterior,
necrosis o gangrena de los dedos; 3) en el aspecto
funcional de la pata, presencia de claudicaciéon —
“marcha arrastrando la extremidad’’— o paralisis.

En los dias de observacion 7 y 14, se disecé y aislo
el area de donde se habia extirpado la arteria femoral
y se obtuvo una muestra de tejido muscular para
analisis microscopico electronico. Después de
procesar el material, se observaron y fotografiaron
cortes ultrafinos en un microscopio electrénico de
transmision (MET) JEOL 1200 EXII (80 KV; JEOL,
Peabody, MA).

RESULTADOS

En la evaluacion macroscopica de las extremidades
posteriores operadas, se observé una dehiscencia
parcial de la herida tan sélo en tres de 60 animales.
En este modelo, no se verificaron pruebas
inmediatas de isquemia, como cianosis o
hipotermia distal de la extremidad. No se observd
ningin caso de claudicacion con ‘“‘marcha de
arrastre’”’ ni de necrosis de y tampoco se produjo
ninguna muerte entre los animales estudiados.

No observamos alteraciones morfoldgicas de las
células endoteliales de los animales del grupo I (sin
administraciéon de PG,), incluso en PO 7 o0 14 (fig. 1).

En los grupos II (IM) y I (IV), que recibieron la
inyeccion de PGE,, solo identificamos alteraciones
morfoldgicas en PO 14.

En las figuras 2 a 4, se muestran las pruebas de
formacion de capilares a partir de un conjunto
de células endoteliales que iniciaron la formacion
de la luz capilar debido al espacio existente entre
ellas. También fue frecuente la apariciéon de
filopodios en la cara luminal de los capilares de los
animales de estos subgrupos (fig. 5y 6).

En esta investigacion, se observo otro dato
sugestivo de angiogénesis: la aparicion de brotes
(sprouting) laterales debido a la desorganizacion de
la membrana basal (fig. 6) y la division luminal
debida a los procesos densos (puentes), que se
extienden a través de la luz para unirse con la
membrana de la cara opuesta, creando capilares de
doble luz a través de un proceso de division
longitudinal (fig. 7).
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Fig. 1. Electromicrografia del musculo esquelético de
una rata del subgrupo isquémico examinado en el dia
14. Se observa un capilar con un hematie (H) en su luz
capilar (L), con el ntcleo denso de la célula endotelial
(N) y un pericito (PE) en su borde superior. C: fibras de
colageno; M: células musculares.

Fig. 3. Electromicrografia del musculo esquelético de
una rata del subgrupo IM tratada con PGE, examinado
en el dia 14. Se observa un capilar sanguineo formado
por tres células endoteliales (ECI, S2 y S3); estan unidas
por la union celular (UC), con un nicleo denso (N) sélo
en una de ellas. H: hematie; M: membrana muscular;
PE: pericito.

Fig. 2. Electromicrografia de musculo esquelético de una
rata del subgrupo IV tratada con PGE; examinado en el
dia 14. Se observa un capilar sanguineo en formacién a
partir de dos células endoteliales (ECI y S2), con un
ntcleo denso (N) s6lo en una de ellas y un espacio
abierto entre ambas para formar la luz capilar (L). C:

fibras de coldgeno; M: células musculares; MB:

membrana basal; UC: union celular.

DISCUSION

Una caracteristica importante de un farmaco que se
utilice en la angiogénesis terapéutica es su capacidad
para estimularla, manteniendo una accién a largo
plazo®*. Ademas, necesita dirigirse especificamente
a los tejidos isquémicos y no dar lugar a efectos
adversos ni a una angiogénesis patolégica®*.
También son importantes otras caracteristicas,
como la de que alcance una elevada concentracion
local, que presente un tiempo de exposicion
suficiente, de re-aplicacion simple, administraciéon
por via oral o parenteral, y bajo coste?**°.

La via de administraciéon es un punto decisivo
porque el farmaco ha de alcanzar una
concentraciéon que permita la exposicion suficiente

Fig. 4. Electromicrografia del musculo esquelético de
una rata del subgrupo IM tratada con PGE; examinado
en el dia 14. Se observa un capilar sanguineo en
formacion a partir de dos células endoteliales (ECI y
§2), con un nucleo denso (N) solo en una de ellas. M:
membrana muscular; MO: células mononucleares en
proceso de vacuolizacion; P: pericito; UC, union celular.

de los tejidos para su acciéon. Aunque presenta las
limitaciones de la disponibilidad del farmaco en un
lugar isquémico, debido a la circulaciéon sanguinea
insuficiente en esta drea, las vias sistémicas,
intramuscular  (IM), intravenosa (IV) e
intraarterial, son las mas usadas en los estudios
tanto experimentales como clinicos. Ambas se
asocian a ventajas y efectos adversos®2’.

La angiogénesis es modulada por factores de
crecimiento localizados en las células endoteliales
y en la matriz extracelular’®?°. El VEGF*’ se
asocia con el inicio del proceso de neoformacioén
vascular y se considera un control fiable de ésta.
En los tejidos cardiacos isquémicos, la
administracion exdgena de PGE; puede estimular
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Fig. 5. Electromicrografia del musculo esquelético de
una rata del subgrupo IV tratada con PGE,; examinado
en el dia 14. Se observa un capilar sanguineo formado
por tres células endoteliales (ECI, S2 y S3); la unién
celular (UC) asegura la cohesion entre ellas; se observan
pequenos filopodios (flechas) en la superficie luminal.
Cerca del capilar estdn presentes un pericito (PE) y
diversas partes de otros. C: fibra de colageno; H:
hematie; M: membrana muscular.

Fig. 6. Electromicrografia del musculo esquelético de
una rata del subgrupo IM tratada con PGE; examinado
en el dia 14. Se observa un capilar sanguineo en
formacién a partir de dos células endoteliales (ECI y
S2), con un ntcleo denso (N) sélo en una de ellas,
probablemente al término del proceso de mitosis, y
diversos filopodios (flechas) en la superficie luminal.
Probablemente es un brote (V) del capilar con la
membrana basal difusa en el borde superior. M:
membrana muscular; ME: matriz extracelular; PE:
pericito; UC: union celular.

la angiogénesis evaluada a través de la expresion de
VEGFE''"'®. La PGE, no estimula directamente el
crecimiento endotelial. Su efecto angiogénico
parece estar mediado por la acciéon paracrina de los
factores angiogénicos liberados por otras células®®,
por ejemplo mediante la estimulacion de
macrofagos para que secreten factores de
crecimiento, tal como el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) y la adenosina,
entre otros> ">,

Fig. 7. Electromicrografia del musculo esquelético de
una rata del subgrupo IM tratada con PGE; examinado
en el dia 14. Se observa un capilar sanguineo formado
por una célula endotelial (ECI), con un ntcleo denso
(N), y una luz (L), dividida en dos partes por un puente
citopldsmico (CP) de células endoteliales. C: célula
muscular; H: hematie; PE: pericito; UC: union celular.

La MET fue el método de evaluaciéon que mejor
permitié la identificacion de algunas estructuras y
fendmenos a los que se hace referencia en los
estudios biomédicos publicados como
“caracteristicas angiogénicas’’>>>>. Existen trabajos
de investigacion documentan las alteraciones
morfologicas asociadas a la angiogénesis, tales
como la degradacion de la membrana basal,
proliferacion de células endoteliales, brotes
laterales, formacion de filopodios, o aparicion de
puentes citoplasmicos dentro de los capilares, asi
como vacuolizacién de las células endoteliales®®>”.

Otro trabajo de investigacion sobre la
angiogénesis describe la apariciéon ultraestructural
de una desorganizacion parcial de la membrana
basal capilar seguido de migracion de las células
endoteliales durante este proceso>®. Esta parece ser
la primera prueba de formacion de capilares
sanguineos y permite que las células endoteliales
migren externamente para formar brotes. A
medida que se desarrolla este proceso, es probable
que los brotes recién formados se unan a los vasos
preexistentes creando anastomosis y una red
compleja’®. Durante este proceso, aparecen
espacios entre las células endoteliales, lo que
permite que los hematies alcancen el espacio
intersticial’”. Consideramos que los brotes laterales
de nuevos vasos, a partir de los preexistentes, se
producen debido a la division de las células
endoteliales®®?®. Los brotes laterales fueron
evidentes en el dia 14 de seguimiento en animales
que recibieron el farmaco por via intramuscular
(fig. 5), observando una desorganizacion de la
matriz celular y proliferacion de las células
endoteliales.
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En este trabajo de investigacion, células similares a
los macrofagos (fig. 4) se presentan en diversas formas
que con frecuencia contienen grandes vacuolas con
material electrodenso en su interior. Este hecho fue
sugestivo de neoformacion vascular, una vez se
considerd que la participacion de los macrofagos en
la induccién de la angiogénesis es importante en la
produccion de factores humorales que serian
responsables del crecimiento de nuevos vasos
debido a la degeneracién de la matriz celular®®>?*°
y la estimulaciéon de otras células, como las
endoteliales y los fibroblastos, ademds de otros
factores angiogénicos®®. Los macréfagos siguen
siendo responsables de la migracién y mitosis de las
células endoteliales®".

En presencia de un estimilo angiogénico en la
cara luminal, se genera una respuesta endotelial a
través de la produccion e invasion de los filopodios
que cruzan la luz preexistente para unirse a la
pared opuesta de la célula endotelial, por lo que
crean una segunda luz vascular®®. En el dia 14 de
seguimiento, fue frecuente la presencia de
filopodios en animales que recibieron el farmaco
tanto IM como IV (figs. 4 y 5). Puesto que este
hallazgo no se verifico en el grupo de control, se
podria concluir que el farmaco es responsable del
efecto estimulante de la angiogénesis.

El “puente” citopldsmico caracteriza la
angiogénesis a través de una intususcepcién que, a
diferencia de los brotes de angiogénesis, es un
concepto relativamente nuevo en biologia
vascular. Describe la formacién de una zona de
contacto entre las células endoteliales de las caras
opuestas, o puente transcapilar. En esta estructura
endotelial se observan pericitos, lo que sugiere que

probablemente estas células contractiles se
relacionan con el inicio del proceso de
intususcepciéon®**>.  Ademds de un soporte

estructural, estos pericitos, proximos a los capilares,
participarian en la secrecion de componentes de la
matriz extracelular*?. También se ha sugerido la
posibilidad de que los pericitos faciliten los
movimientos migratorios que se producen durante
la neoformacion capilar*®. El analisis del material
permiti6 la identificacibon de un puente
citoplasmico caracteristico de este proceso de
intususcepcion (fig. 7) y la presencia de pericitos
alrededor de los capilares que manifestaron una
actividad proliferativa (figs. 3, 4, 6 y 7).

Otro mecanismo descrito en los estudios
publicados**¢ es la formacién de capilares a
través de la vasculogénesis a partir de células
desconocidas presentes en la  circulacion
sanguinea. Estas células progenitoras circulantes
podrian ser células endoteliales, células madre
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hematopoyéticas o células madre del
conjuntivo®.

Aunque no se ha caracterizado la presencia de
estas células progenitoras, fue posible identificar la
vasculogénesis como fendémeno global en el
material estudiado (figs. 2-4). Esto podria
verificarse por la presencia de conjuntos de células
endoteliales insertadas entre los capilares de la
region del tejido conjuntivo y entre las células
musculares, favoreciendo la abertura de un espacio
entre estas células e iniciando la formacion de la
luz capilar. Estos conjuntos de células son similares
a los islotes sanguineos que aparecen en el saco
vitelino*” y también se identifican en el interior
del reticulo estrellado proximo al estrato
intermedio®®. La presencia de grupos de células en
esta region sugiere que, ademas del proceso de
angiogénesis, también tiene lugar un proceso de
vasculogénesis*2. Al igual que los ya observados en
otros tejidos estos agregados de células serian
responsables de la formaciéon de nuevos vasos a
partir de células progenitoras endoteliales o
angioblastos.

Estos hallazgos sugieren la presencia de una angio
y vasculogénesis en el tejido estudiado, que se
atribuyen a la PGE,;, con independencia de la via
de administracion.

Durante una década se ha estudiado Ila
angiogénesis terapéutica aplicada a la arteriopatia
periférica y ofrece un enorme potencial en un
futuro inmediato. Los estudios experimentales han
demostrado una mejora del flujo sanguineo; sin
embargo, a pesar de describir cierto grado de
eficacia, los primeros estudios clinicos efectuados
en seres humanos todavia estan lejos de poder
extraer conclusiones definitivas®?®*°. La dosis de
factor de crecimiento, duraciéon de su accién, via
de administracion, los diversos lugares donde los
fdrmacos pueden actuar, la seleccion 'y
heterogeneidad de pacientes, los inhibidores
endogenos de la angiogénesis y el potente efecto
placebo son factores limitantes*>?°>. El uso
continuo de algunos farmacos (aspirina, isosorbida,
nitratos, espironolactona, furosemida, captopril,
bumetamida, lovastatina e inhibidores de la
ciclooxigenasa y claritromicina), al igual que la
edad avanzada, dislipemia, tabaquismo y diabetes
también pueden afectar a los resultados de los
estudios clinicos, una vez que estos preparados
acttien como inhibidores de la angiogénesis®°.

No se ha alcanzado un consenso sobre el factor
angiogénico ideal, o si seria necesario el uso de
una combinacion de factores de crecimiento para
potenciar y mantener la angiogénesis’'. El aspecto
mas importante en el ciclo vital de estos vasos

tejido
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sanguineos y la clave para el desarrollo de
tratamientos que estimulen e inhiban la
angiogénesis pueden ser los procesos celulares y
moleculares bdsicos sobre la maduracion de los
vasos sanguineos®>?. Los rapidos avances en este
campo y en los sistemas de liberacién de farmacos
hardn que la angiogénesis terapéutica sea de
eleccion como tratamiento de referencia para las
enfermedades isquémicas’®>>*.

Por consiguiente, el modelo de isquemia de
extremidad posterior de rata podria permitir que se
emprendieran otras investigaciones sobre
angiogénesis. La identificacion con MET de las
estructuras morfologicas y fendmenos aqui
descritos, asi como los hallazgos de otros estudios
publicados con anterioridad, son congruentes con
la hip6tesis expuesta en este trabajo experimental.
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