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RESUMO

A formacédo da rede vascular € regida, principalmente, por dois processos, a
vasculogénese e angiogénese. Na vasculogénese, os angioblastos que sédo os
precursores das células endoteliais, surgem na camada germinativa (mesoderma)
do saco vitelinico (fora do corpo do embrido). Estes angioblastos organizam-se para
formar ilhotas sanguineas, diferenciando-se nos vasos sanguineos primordiais onde
os tubos endoteliais exibem tamanhos relativamente uniformes. Posteriormente, as
células endoteliais e as células musculares lisas irdo crescer em resposta a fatores e
sinais especificos, assim 0s vasos sanglineos de diametros menores sédo gerados a
partir dos vasos preexistentes, permitindo a estruturacdo de uma rede vascular
complexa e mais estavel, com vasos de diferentes diametros. Esse processo €
denominado de angiogénese. A membrana corioalantéide (MCA) de codorna como
de galinha € um bom modelo experimental animal para o estudo da formacéo dos
vasos, por ser uma estrutura extra-embrionaria bastante vascularizada. Estudos
recentes tém mostrado que os campos eletromagnéticos (CEMs) de 50/60 Hertz,
normalmente geradas pelas redes elétricas, sdo capazes de produzir diversos
efeitos adversos em humanos e animais, isto inclui alteragdes no sistema de vasos e
capilares sanguineos. Neste trabalho foi analisado, com base na teoria dos fractais,
o processo de formacdo da rede vascular sanguinea da membrana corioalantoide
dos embrides de codorna japonesa (Coturnix japonica) exposta ao campo
eletromagnético (CEM) de frequéncia extremamente baixa (60 Hz) em diferentes
tempos sobre a rede vascular. Os resultados deste estudo mostram, com base nos
calculos dessas dimensdes fractais, que dependendo do tempo de exposicdo ao
CEM pode ocorrer um efeito inibitério ou ndo haver nenhuma alteracdo sobre o
processo de vasculogénese e angiogénese da rede vascular extra-embrionaria de

embrides de codorna japonesa.

Palavras-chave: membrana corioalantéide, rede vascular, vasculogénese,

angiogénese, fractal, campo eletromagnético.



ABSTRACT

The formation of vascular network is governed mainly by two processes,
vasculogenesis and angiogenesis. In vasculogenesis, the angioblastic which are the
precursors of endothelial cells arising in germ layer (mesoderm) of the yolk sac
(outside the embryo body). These angioblastic organize themselves to form blood
islands, differing in blood vessels where the primordial endothelial tubes exhibit
relatively uniform sizes. Subsequently, endothelial cells and smooth muscular cells
will grow in response to factors and specific signals, so the blood vessels of smaller
diameters are generated from the preexisting vessels, allowing the structuring of a
complex vascular network and more stable, with vases of different diameters. This
process is called angiogenesis. The chorioallantoic membrane (CAM) of quail and
chicken is a good experimental animal model for studying the formation of blood
vessels, as a structure extra-embryonic that is enough vascularized. Recent studies
have shown that electromagnetic fields (EMFs) from 50/60 Hertz, typically generated
by power lines, are able to produce adverse effects in humans and animals, that
includes changes in the system of vessels and blood capillaries. This work was
analyzed, based on fractal theory, the process of formation of the blood vascular
network of chorioallantoic membrane of Japanese quail embryos (Coturnix japonica)
exposed to electromagnetic field (EMF) of extremely low frequency (60 Hz) at
different time on the blood vascular system. The results of this study show, based on
calculations of these fractal dimensions, depending on what time of exposure to EMF
may be an inhibitory effect or there is no change on the process of vasculogenesis

and angiogenesis of extra-embryonic vascular network of Japanese quail embryos.

Keywords: chorioallantoic membrane, vascular network, vasculogenesis,

angiogenesis, fractal, electromagnetic field.
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CEM RF - Campos eletromagnéticos de radio-freqiéncia
Dy — dimenséo de contagem por caixas

Dint — dimensé&o de informacao

EGF — fator de crescimento epidérmico

EGFR — receptor para o fator de crescimento epidérmico
Erk — quinase regulada por sinal extracelular

FGF — fatores de crescimento fibroblastico

G-CSF - fator estimulador de colénia de granulécito
HB-EGF — fator de crescimento epidérmico ligado a heparina
HGF — fator de crescimento de hepatdcito

HIF — fator induzido por hipoxia

ICAM — molécula de adeséo intercelular

IGF — fator de crescimento semelhante a insulina

Inf — interferon

IL — interleucina

MAPK — proteina quinase ativada por mitdbgeno

MCA — membrana corioalantéide

MCP — proteina quimiotatica de mondcito
MEC — matriz extracelular
MEK — (quinase extracelular mitégeno ativada)

MIP — proteina inflamatodria de macrofago



PDGF — fator de crescimento derivado de plaqueta
PDGFR — receptor para o fator de crescimento derivado de plaqueta

PEDF — fator derivado do epitélio pigmentado

PGE — prostaglandina

PHD — dominio de prolil-hidroxilase

PI3K — fosfatidilinositol 3 quinase

PKA — proteina quinase A

PLCyl — fosfolipase Cyl

PLGF — fator de crescimento placentario

PRL — prolactina

SDF - fator derivado de células do estroma
TGF — fator de crescimento de transformacao
TNF — fator de necrose tumoral

TPA - 12-O-tetradecanoil forbol-13-acetato
VCAM — molécula de adeséo de célula vascular
VEGF - fator de crescimento endotelial vascular

VEGFR - receptor de fator de crescimento endotelial vascular



SUMARIO

CAPITULO | ottt sttt sttt ne e ne e 9
1. INTRODUGAO ..ottt ettt e e eeenen, 9
1.1 Membrana corioalantdide do embrido de codorna............cccceeeeeeieeeieeeeeeeeee. 9
1.2 FOrmacao doS Vas0S SANQUINEOS .......uuuiieeeeeereeeeiiiiiaaeeeeearessssnnnaeaeaasaeennnnes 11
1.2.1 Vasculogénese € angIOQENESE. ......uuuuiiieeeeeieeeiiiiiiaaaeeeeeeeeeeettiaa e e e e aeaeeenenes 11
1.2.2 Alguns estimuladores da formacao dos vasos sanguineos....................... 15
1.2.3 Alguns inibidores da formagdo dos vasos sanguineos..............ccccceeeeenn.. 23
1.2.4 Moléculas responsaveis pela adeSa0 ............ccuvvveiiiiieeieiiieiiiiiiie e eeeeeeeieens 24
1.2.5 Apoptose das células vasculares..........cccceeeeeeeee 26
1.3 Geometria fractal .........coooveiiieiii 27
I 0 I 0] o o7 =T (o J TP SUPPPPPPUPRRN 27
1.3.2 Exemplos de fractais e fractais ha nNatureza ..............ccceevevevvviiiinieeeeeeeeeinnns 29
1.3.3 Aplicacdes da geometria fractal na rede vascular ...........ccccccceeeiiiiiiiinnninns 32
1.4 Campo eletrOmMagNELiCO.......i e eeeeeeeeic e e e e e e e e e e eeaaae 34
1.4.1 Influéncia do campo eletromagnético na biologia: efeitos prejudiciais e
DENETICOS. ... 34
1.4.2 Acao de campo eletromagnético em vasos sanguineos.............cccceeeeenn... 38
2. OBJIETIVOS .. 40
2.1 ODJELIVO QEIAL ... i i et e e e e e e aaaanaaa 40
2.2 Objetivos eSPECIfICOS ....ccoveieeeeeieeee 40
3. MATERIAIS E METODOS .......coiiiiitecee ettt ettt sttt sae st an 41
3.1 INCUBAUOIA. ... 41
3.2 Incubacéo, preparacao das amOSLrasS...........uuuiiieeieeeereeriiiiiiee e e e e eeeeeen 41
3.3 Exposi¢cdes ao campo eletromagnético (CEM) .........euvvveivieivieieiiiiiieieeeeeeeeeen. 42
3.4 Tratamento de IMAGEM ........covveuiiiiiiee e eeee e e e e e e e e e ee e e e e e e e e eearana s 43
3.5 ANAIISE fraCLAl .....evveeieiiiiiiiiiiiieeeeeee ettt 44
3.6 ANAIISE ESTALISHICA ... .evveeeiiiiiiiiiiiiiiiiiii ittt e e e aee e eeeees 45
4.REFERENCIA BIBLIOGRAFICA ...t 46
CAPITULO I 1ttt sttt sttt st se st e neene st enesnenens 62
RESUMIO. ..o e e e e 63
INETOTUGEID ... 64
MaALEriAIS € METOUOS ... uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiit b 66
RESUIBIAOS ... e et e e e e e 69
DISCUSSAD ...ttt 70
(0] o Tod U 57= Lo IR URPPPRPRPPRRIN 74
Referéncia Bibliografia.............oevviiiiiiii e 74

ANEXOS . e 79



CAPITULO |

1. INTRODUCAO

1.1 Membrana corioalantbéide do embrido de codorna

O ovo é uma estrutura complexa quimica e fisicamente, que redine em seu
interior substancias essenciais ao completo desenvolvimento do embrido (REIZIS et
al., 2005). Esta estrutura de alto valor biol6gico tem origem no aparelho reprodutor
feminino das aves, ovario e oviduto esquerdos. No ovario surgem os foliculos, que
posteriormente originardo os ovocitos. Estes sdo captados pelo infundibulo e depois
passardo para o magno onde havera a formacdo da clara, logo apés estardo no
istmo (local onde ha formacado da casca). Por fim seguira para o utero, onde se dara
a formacao do restante do albume (clara) e finalizacdo da casca. Na cloaca, havera
0 revestimento de muco sobre a casca, cuja funcdo € antimicrobiana. Os
componentes estruturais do ovo sdo: casca (cuticula, casca, membrana externa da
casca, camara de ar, membrana interna da casca), clara, que também é conhecido
por albume (ligamentos de albume, calazas, camada calazifera, clara fina interna,
clara de média espessura, clara fina externa) e o 6évulo o qual compreende a gema
(blastodisco “néo fertilizado” ou blastoderma “fertilizado”, nacleo de Pandar, latebra,
membrana vitelina, vitelo) (GILBERT, 1988).

Apos fecundado, no momento da postura, 0 ovo passara pelo processo de
clivagem e formacdo dos territdrios presumiveis do blastoderme (ectoderme de
revestimento, ectoderme neural, notocorda, mesoderme, endoderme, mesoderme
extra-embrionario). Desta forma, no proceder da formacdo do embrido, sera
necessaria a incubacdo para que ocorra a gastrulacdo, com formacédo da linha
primitiva, neurulacdo e modelacdo do embrido; assim como o surgimento dos
anexos embrionarios, do qual faz parte a membrana corioalantéide (GARCIA;
FERNANDEZ, 2001).



A membrana corioalantéide (MCA) de embrides de codorna, como de galinha,
€ uma estrutura extra-embrionario que se forma com a fusdo do epitélio ectodermal
(corio) e o epitélio endodermal (alantéide). Na verdade, ha uma juncdo do
mesoderma esplancnico da alantdide com o mesoderma somatico do corio, tendo a
camada epitelial externa do coérion, que é derivada do trofoblasto, se opondo a
alantéide (DIMITROPOULOU et al., 1998; BORGES et al., 2003; LENG et al., 2004).
A MCA é responsavel pelas trocas gasosas entre 0os poros da casca e a sua rede de
capilares subjacentes; tem importante papel na mobilizacdo do calcio que se
encontra na casca, funcdo regulatéria no transporte de agua e eletrolitos da
cavidade alantdica e na homeostase acido-basica do embrido (GABRIELLI; ACCILI,
2010).

A membrana corioalantéica (Figura 1) é constituida das trés camadas
germinativas. As células epiteliais coribnicas externas, que estdo arranjadas de uma
a trés camadas, estdo conectadas por um maior nimero de desmossomos,
apresentando assim interdigitacbes frequentes. O mesénquima intermediario
consiste de uma substancia intercelular fiborosa amorfa com células mesenquimais
dispersas nele, esta camada contém vasos sanguineos, no caso veias e artérias
alantéicas. Por baixo do mesénquima, o alinhamento da parede alantéica é
representada por 2 a 4 camadas de células epiteliais que estdo conectadas por
junc@es ocludentes e desmossomos (ADAM, et al., 2002). A alantdide do embrido de
codorna deve surgir em torno de 3,5 dias de incubacdo, tempo estimado para a
espécie Gallus domesticus. Esta estrutura se origina como uma evaginacao da
parede ventral do intestino posterior endodermal. Em galinha, a vesicula alantdica
amplia muito rapidamente do quarto ao décimo dia de incubacdo. Neste processo a
camada mesodermal da alantoide fusiona com a camada mesodermal da corion
para forma a MCA. A dupla camada do mesoderma é formada a medida que uma
rica rede vascular se desenvolve e se conectada com a circulagdo embrionéria por
veias e artérias alantoicas. A artéria umbilical apos emergir da parede abdominal
embrionaria, ramifica em duas artérias alantoicas primarias e a MCA é drenada por
uma veia corioalantéica (CIMPEAN et al., 2008).

Cérnea e retina de coelho, camundongo, hamster, rato, peixe zebra e a
membrana corioalantdide de galinha e codorna tém sido empregados em ensaios

para analise dos mecanismos da angiogénese normal e patologica. A MCA passa a
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ser um oOtimo modelo experimental na pesquisa de vascularizacdo de tumores
implantados, bem como sobre atuacdo de substancias promotoras e inibidoras da
angiogénese (DERYUGINA; QUIGLEY, 2008). A MCA é um modelo experimental
animal com maior vantagem quando comparado aos modelos mamiferos, pois ela é
mais acessivel a observacdo e experimentacdo, além de ndo possuir influéncias

hormonais e metabdlicas externas (maternal) (LARGER et al. 2004).

Membrana
A .. ! .
Cario Corioalantdide

Amnio

Membrana
da casca

Saco Alantdide

vitelinico

Figura 1. A. Mostra como algumas estruturas estdo o rganizadas no ovo, 0 quadrado
pequeno representa o esquema B. B. Trés camadas da membrana corioalant6ide sao
indicadas de forma esquematica junto com a membrana da casca e cavidade alantdica:
membrana da casca (MC), epitélio coribnico (EC), ca mada mesodermal intermediaria (M)
gue contém o0s vasos sanguineos, epitélio alantéico (EA), cavidade alantoica (CA) e vasos
sanguineos (VS). llustragdo de Gabrielli and Accili (2010).

1.2 Formacao dos vasos sanguineos

1.2.1 Vasculogénese e angiogénese.

No saco vitelinico das aves, estrutura extra-embrionaria envolvida na fungéao
nutricional do embrido e transferéncia de imunoglobulinas (TESAR et al., 2008), ha a
formacao dos primeiros vasos sanguineos (vasculogénese) assim como das células
sanguineas (hematopoese) que se da a partir do surgimento de ilhotas sanguineas
na fase embrionaria (SENEGAGLIA et al., 2009). Nos capilares, o fluxo sanguineo
sera regulado em fungdo da necessidade de nutrientes nos tecidos, além de estar

envolvido no processo de transmigracdo de leucécitos durante a infecgcdo e no
11



processo da coagulacdo sanguinea. Embora relativamente pouco se saiba sobre a
biologia celular endotelial, progressos ndo obstante estdo sendo realizados no
sentido de se compreender a formacao vascular (BISCHOFF, 1995).

Durante a formacdo da rede vascular, ilhotas sanguineas sdo formadas a
partir do agrupamento de células mesodérmicas. As células encontradas no interior
do conjunto de células mesodérmicas tornam-se células hematopoiéticas enquanto a
populacao de células periféricas diferencia-se em células endoteliais que irdo formar
as primeiras estruturas vasculares. Esses dois processos concomitantes marcam o
inicio da hematopoese e vasculogénese (Figura 2). A associagdo das células
endoteliais prematuras com as células do sangue nas ilhotas sanguineas tem
levantado a hipdétese de que os dois tipos de células sdo provenientes de
precursores celulares denominados de hemangioblastos (FLAMME et al., 1995;
FLAMME et al.,, 1997). No entanto, as células hematopoiéticas do saco vitelinico
contribuem para uma populagéo transiente de células do sangue. Aos mecanismos
de determinacdo e diferenciacdo de células hemangioblastos, assim como ao
conjunto destas células organizadas no plexo capilar primitivo, designa-se de
vasculogénese (FLAMME et al., 1997). Depois da formacdo do plexo capilar
primitivo, uma subsequiente remodelagem desta rede vascular dara ascensédo a uma
microvasculatura, havendo o brotamento e a proliferagdo dos capilares dos vasos
pré-existentes, processo denominado de angiogénese (Figura 2), acompanhando
assim o crescimento e a forma do embrido. Entdo, a vasculogénese pode ser
compreendida como o processo de formacdo de vasos sanglineos na fase
embrionaria, quando células do mesénquima, chamadas de angioblastos,
provenientes da parede do saco vitelino, que se diferenciam em ilhotas sanguineas
se fusionam formando plexos capilares primitivos. Com o desenvolvimento do
sistema vascular, ocorre a angiogénese, que se caracteriza pela ramificacdo e
remodelagem da rede capilar primaria, onde os vasos de maior calibre dao origem a
um sistema mais ramificado, com vasos de menor calibre, formando uma estrutura
cada vez mais complexa (BUSCHMANN; SCHAPPER, 1999). Vasculogénese e
angiogénese estao relacionadas, competindo a estes dois processos promover o

surgimento e estabilizacdo da rede vascular durante a fase embrionéria.
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A Yasculogénese 5
Formagdo do mesoderma

l

%g Hemangioblasto

Formagéo dailhota
l sanguinea

Células Células
hematopoéticas endoteliais

l

® Plexo capilar primario

(S Vaso sanguineo

B Angiogénese l

Vaso
pré-existente

Vaso
pré-existente

Novos vasos

Figura 2 - llustracdo sumarizada da vasculogénese e angiogén ese, retirada de
Lamalice et al., 2007.

Na galinha, por volta do quarto dia, todos os vasos da MCA tém capilares nao
diferenciados, suas paredes consistem de uma monocamada de células endoteliais
sem uma lamina basal. Durante o oitavo dia, a MCA mostra pequenos capilares de
parede fina com um diametro do limen de 10 — 15 um abaixo do epitélio coribnico e
outros vasos com diametro 10-115 um em camada mesodermal, cujas paredes tém
uma camada de células mesenquimais ao redor do endotélio e sdo completamente
envolvidas por uma lamina basal junto com as células endoteliais. Nos dias 10-12,
os capilares se assemelham aqueles que se encontram no oitavo dia e estao
proximos a superficie do epitélio coribnico. Os vasos mesodermais sdo agora

vénulas e arteriolas distintas. Além disso, para o endotélio, as paredes das arteriolas
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contém uma ou duas camadas de células mesenquimais e aumenta a quantidade de
tecido conectivo ao redor dele. Vénulas estdo envolvidas por um investimento
incompleto de células mesenquimais e o tecido conectivo € acumulado dentro de
sua parede. Presume-se que as células mesenquimais estejam diferenciando em
células musculares lisas e as paredes das arteriolas da MCA também desenvolve
uma adventicia distinta contendo células como fibroblasto. As arteriolas e vénulas
sdo acompanhadas por um par de vasos linfaticos interconectados (CIMPEAN et al.,
2008).

A construcdo dos vasos é resultado da interacdo das células endoteliais com
as células mesodérmicas, no caso, as células musculares lisas e 0s pericitos
(células murais). Esta interacéo € favorecida e articulada pela atuacédo dos fatores
de crescimento, como o VEGF (fator de crescimento endotelial vascular), dos seus
respectivos receptores além de outras moléculas (AMBLER et al., 2003; FUJIMOTO
et al., 2004).

A formacéo dos novos vasos envolve varias etapas: degradacao proteolitica
da matriz extracelular (MEC), migracdo quimiotatica, adesédo, proliferacdo e
diferenciacdo das células endoteliais; finalmente, a formacdo e maturacdo de uma
nova estrutura tubular para o fluxo sanguineo (RISAU, 1997; DING et al., 2006). Os
principais mecanismos de inducdo da neovascularizagdo podem ser simplificados
em trés grandes categorias: fatores mecanicos, quimicos e moleculares. Com
respeito aos fatores mecéanicos, podem-se citar os processos hemodinamicos no
organismo, como por exemplo, o aumento do fluxo sanguineo decorrente do
exercicio pode estimular o processo de surgimento de novos vasos, assim como a
tensdo de cisalhamento (pressdo sanguinea mecanica a que 0S vasos devem
resistir). Quanto a influéncia quimica, podem ser citados os mecanismos de hipoxia
e gradiente de tensdo de oxigénio. A hipoxia excita os macréfagos a liberarem
fatores incluindo o PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas) e FGF-1 e
FGF-2 (fator de crescimento fibroblastico 1 e 2); a hipoxia também esta envolvida na
auto regulacdo do VEGF (fator de crescimento endotelial vascular). No que diz
respeito a influéncia molecular, a liberacdo de citocinas pelas células inflamatérias
(macréfagos, mondcitos e plaquetas), é capaz de estimular as expressdes do FGF e
do VEGF (TABIBIAZAR; ROCKSON, 2001). Um dos mecanismos de estimulacdo do

VEGF seria em situacdo de hipoxia, em resposta o HIF-1 (fator induzido por hipoxia
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— 1) aciona centenas de genes das células submetidas a baixa concentracdo de
oxigénio, sendo um desses genes 0 que expressa proteina VEGF (QUTUB; POPEL,
2009). O HIF-1a, ndo somente regula a transcricdo do gene para VEGF-A, mas
também para eritropoietina. As células endoteliais estdo sujeitos a hipoxia em
processos como desenvolvimento embrionario, isquemia cardiaca e crescimento
tumoral. O aumento da atividade metabdlica na rapida expanséo tissular ou por
reducdo do fluxo sanguineo no tecido isquémico, leva ao acumulo dos produtos do
gene induzido por hipoxia (notavelmente, o VEGF-A) e consequentemente havera o
aumento da proliferacdo de células endoteliais. Uma vez havendo a angiogénese
havera elevacdo do aporte sanguineo e assim o aumento da tensdo de oxigénio
local que leva a ativacdo de PHDs (dominios de prolil-hidroxilase) levando a
supresséao da atividade das células endoteliais (TAKEDA; FONG, 2007).

A angiogénese € um processo ndo apenas inerente ao estagio embrionario,
sendo também de significativo valor em outras condi¢fes fisiologicas e mesmo nas
patologias. Com relacdo as condicdes fisiologicas, o processo de neovascularizagao
ocorre durante o desenvolvimento do individuo, nos 6rgaos reprodutivos femininos
(periodicamente), crescimento do cabelo, cicatrizagdo e inflamagéo. Concernente as
patologias, a angiogénese ocorre nas condi¢cdes inflamatorias sistémicas
(endometriose, psoriase e artrite reumatdide), doencas oculares (retinopatia
diabética proliferativa, retinopatia de prematuridade, degeneracdo macular
relacionado a idade), aterosclerose, isquemia miocardica, crescimento tumoral e
metdstase. A angiogénese patologica €é resultado da quebra do balanco
homeostéatico, que se baseia no equilibrio entre os mediadores endbégenos
excitatorios e inibitérios da angiogénese (DIAS et al., 2002; SCHWARTZ et al., 2008;
MELO-REIS et al., 2010).

1.2.2 Alguns estimuladores da formacgéo dos vasos sa  nguineos

Véarios peptideos tém sido reconhecidos como participantes da
angiogénese, estimulando, inibindo ou modulando a formagdo de novos vasos
sanguineos. Tem-se atribuido também importancia na vasculogénese para alguns
destes peptideos. Fator de crescimento fibroblastico acido e basico (aFGF e bFGF);
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fator de crescimento endotelial vascular (VEGF); fator de crescimento placentario
(PLGF); fator de crescimento de transformacéo a e B (TGF-a e TGF-B); fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF); fator de crescimento epidérmico (EGF);
fator-1 de crescimento semelhante a insulina (IGF-1); fator de necrose tumoral (TNF-
a); fator de crescimento de hepatdcito (HGF); fator estimulador de col6nia de
granulécito (G-CSF); interleucinas; efrinas (efrina - B2); angiopoietinas (Ang-1 e Ang-
2), angiogenina e alguns lipidios como as prostaglandinas (FOLKMAN;
KLAGSBRUN, 1987; YANCOPOULOS et al., 1998; TABIBIAZAR; ROCKSON,
2001).

O FGF (fator de crescimento de fibroblasto) estimula tanto a proliferagdo de
células endoteliais in vitro como previne a apoptose delas; promove a migracao
dessas células e 0 aumento das proteinas que participam na dissolucdo da matriz
extracelular. O FGF também regula a adesao das células endoteliais modulando a
expressao de receptores de integrinas além de poder aumentar a expressao do
VEGF e outros peptideos angiogénicos. Mesmo ausentes de peptideos
sinalizadores, o FGF-1 e FGF-2 sado ativos no ambiente pericelular e se ligam com
alta afinidade aos receptores tirosina — quinase especificos (SAHNI et al., 1999).
Durante o desenvolvimento dos vasos da MCA de embrido de galinha, o FGF-2 esta
envolvido na maturacdo dos vasos sanguineos, ainda existe a hipétese de que ele
pode interferir além da proliferacdo e migracdo, também na redistribuicdo e
comportamento invasivo das células endoteliais (CONCONI et al., 2004). Ensaios
realizados por Sahni e colaboradores (2006) com vasos de placenta, MCA de
embrido de galinha e Matrigel mostraram que o FGF-2 em presenca de
fibrina/fibrinogénio promovia maior crescimento de novos vasos, indicando que a
habilidade do FGF-2 de ligar a fibrina € essencial para formacdo das estruturas
vasculares na matriz de fibrina. De acordo com Walmsley et al.(2008), a sinalizacéao
do FGF controla o tempo de expressao dos Scl, Lmo2 e Runx1l nos hemangioblastos
de embrides de Xenopus. Estes fatores de transcricAo sdo essenciais para o
desenvolvimento de células tronco hematopoiéticas (LANDRY et al., 2008).

O VEGF foi isolado pela primeira vez em 1983 como um importante indutor da
permeabilidade vascular; em 1989 foi identificado como agente mitdtico em células
endoteliais vasculares. Este fator pro-angiogénico € liberado por macréfagos,

linfocitos T, células tumorais e células do epitélio pigmentado da retina (DAMICO,
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2007). A familia VEGF assim como 0s seus receptores € importante para
estimulacdo do surgimento dos primeiros vasos como a formacdo de novos vasos
sanguineos. Auséncia do receptor VEGFR-2, designado também de Flk-1 em
camundongos e KDR em humanos, resulta em problemas nas linhagens
angioblasticas e hematopoiéticas. A inducdo de VEGFR-2 pode iniciar a
diferenciacdo angioblastica enquanto que os niveis de VEGF parecem ser
importantes para manter esta diferenciacdo, além da sua quantidade e atividade
serem necessarias para sobrevivéncia dos angioblastos (RISAU, 1997). O VEGFR-3
(FIt-4) tem sido encontrado em células endoteliais linfaticas nos estagios avangados
do desenvolvimento de camundongo e em linfangioma humano (WILTING et al.,
1997).

Em especial, o VEGF-A estad envolvido na regulacdo do processo de ativacao,
proliferacdo, migracdo das células endoteliais e formacgdo tubular. O receptor
Tirosina-quinase VEGFR-2 (FIk-1/KDR) € o maior receptor responséavel pelos efeitos
bioquimicos do VEGF-A sobre as células e € indispensavel no desenvolvimento
vascular normal. A ativacdo do VEGFR-2 leva o recrutamento e ativacdo de
multiplas moléculas de sinalizacdo, entre esses estdo duas MAPK (proteina quinase
ativada por mitégeno): p42/44, Erkl/2 (quinase regulada por sinal extracelular)
envolvidas na regulacédo de proliferacdo endotelial e o p38, um dos moduladores
criticos da remodelagem do citoesqueleto de actina requeridos para migracao celular
(CHRZANOWSKA-WODNICKA et al., 2008). De fato, a ativagado do VEGFR-2 efetua
um papel importante na mediagéo do crescimento da angiogénese, provocando uma
resposta pleiotrépica como crescimento, sobrevivéncia, diferenciacdo, migracdo de
células endoteliais e tubulogénese. A autofosforilacdo da tirosina Y1173 do receptor
VEGFR-2 é uma regido para ativacdo da transmissao dos sinais angiogénicos do
VEGFR-2, envolvido no recrutamento de proteinas de sinalizagdo multiplas incluindo
a subunidade regulatéria p85 da fosfatidilinositol 3 — quinase (PI13-K), fosfolipase Cy1l
(PLCyl), proteina adaptadora Shc relacionada e Sck, além da transmissao de uma
variedade de sinais biologicos que controlam as funcdes das células endoteliais e da
angiogénese. Outro dominio tirosina quinase Y1057 do VEGFR-2, esta envolvido na
proliferacdo de células mediadas por VEGFR-2 (MEYER, et al., 2008). Ratos que
expressam isoformas individuais de VEGF-A apresentaram perturbacfes na

morfogénese vascular devido as isoformas possuirem afinidades distintas pela
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matriz extracelular. Os embribes de ratos que expressam VEGF 120 tém 0s vasos
de diametros mais largos que ramificam menos frequientemente que o normal,
enquanto que os embrides que expressam a isoforma VEGF 188 tém os vasos de
diametros menores que ramificam mais que o normal (JAMES et al., 2009)

A familia VEGF é composta por: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,
VEGF-E além do PLGF. Na placenta, o fator de crescimento placentario estimula o
crescimento de células musculares vasculares, recrutamento de macréfagos nas
lesGes aterosclerdticas, regula a producdo de TNF-a e da proteina quimiotatica de
monadcito-1, estimula a angiogénese patolégica e atua sobre o receptor Flt-1
promovendo uma amplificacdo da resposta do VEGF durante algumas desordens
patologicas (CARMELIET et al., 2001; HEESCHEN et al., 2004). O PLGF também é
sintetizado por algumas células tumorais, como exemplo, coriocarcinomas humano
(CAO et al., 1996). Além disso, o PLGF-2 € importante na promocéao da angiogénese
e crescimento tumoral, uma vez que induz a expressdo de genes antiapoptoticos
nas células endoteliais de tumores (ADINI et al., 2002).

TGF-a € um polipeptideo de 50 aminoacidos que pertence a familia do fator
de crescimento epidérmico (EGF). E um fator de crescimento paracrino e autocrino
gue apresenta uma massa molecular heterogénea pesando de 5 a 20 kDa. Ele
expressa seus efeitos quando ligado ao receptor tirosina-quinase do fator de
crescimento epidérmico (EGFR, também conhecido como c-erbBl). Um desses
efeitos € focado sobre a proliferacdo e migracdo de ceélulas de origem epidermal
(CHENG et al., 2008). Assim como o EGF, o TGF-a estimula a proliferacdo de
células endoteliais de microvasos, porém com mais magnitude in vivo (FOLKMAN;
KLAGSBRUN, 1987).

Ja o TGF-B (familia composta por 5 isoformas) € uma proteina que regula o
crescimento, diferenciacdo, adesdo e apoptose de alguns sistemas biolégicos. O
TGF-B inicia seus sinais através dos receptores do tipo | e Il (TBRI, TBRII) que s&o
receptores de atividade quinase serina-treonina. TGF-p se liga ao TBRII, entdo TRRI
€ recrutado ao complexo heteromérico, seguido pela fosforilagdo de proteinas Smad
2 ou Smad 3 que se ligam a Smad 4 e juntos se movem para o nucleo celular onde
regulam a transcricdo de genes alvos pela interacdo com outros fatores
transcricionais (YAMANE et al.,, 2003; STRZALKA-MROZIC et al.,, 2010). Desta

forma, o TGF-B regula a angiogénese atuando em genes alvos de outros fatores
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angiogénicos, como o VEGF, pelas proteinas Smards via TGF-B. Também este fator
angiogénico promove a maturacdo e deposicdo da membrana basal além do
aumento da interacdo entre as células endoteliais e as células murais (Ma et al.,
2007). Estudo realizado com carcinoma hepatocelular, revelou que as células
endoteliais deste tumor apresentam uma glicoproteina de membrana chamada de
endoglina ou CD105 (co-receptor do TGF- e modulador de sua sinaliza¢do), sendo
o CD105 e o TGF-B importantes na regulacdo da angiogénese deste carcinoma
(BENETTI et al., 2008).

PDGF normalmente esta relacionado a manutengcdo dos vasos sanguineos
(SUN et al., 2005). O fator de crescimento derivado de plaquetas C, quando ligado
ao seu receptor (PDGFR) se torna importante para o desenvolvimento de tecidos
conectivos e para cicatrizacdo. Este fator esta envolvido no estimulo da angiogénese
de embrides de galinha e cérnea de camundongos, também na revascularizagéo de
tecidos isquémicos (CRAWFORD et al. , 2009).

EGF possui varios efeitos bioldgicos, incluindo efeito mitogénico, estimulando
a proliferacdo de varios tipos de células, dentre elas estdo células endoteliais de
microvasos humanas e células endoteliais linfaticas (MOLLER et al., 2001). Seu
receptor EGFR é expresso em muitos tipos de células com excecdo de células
hematopoiéticas. A homodimerizacdo de moléculas de EGFR como a
heterodimerizacdo com outra familia EGFR incluindo o HER-2/neu induz a ativagao
ligante-especifica de um nimero de cascatas de transducao de sinal intracelular tais
como a fosfolipase Cy, fosfatidilinositol-3-quinase, proteinas G, Ras, proteina
ativadora de Ras GTPase, proteina 2 ligante receptor de fator de crescimento, a
familia quinases Src, STAT e Akt. A ativacdo de EGFR exerce um papel chave na
adesao, locomocéo, sobrevivéncia, invasao celular e angiogénese (HIRATA, et al.
2002). A familia do EGF inclui o HB-EGF (fator de crescimento epidérmico ligado a
heparina) que se liga ao EGFR-1 e EGFR-4, ele é um potente mitdbgeno e fator
quimiotético para fibroblastos e células musculares lisas (ONGUSAHA et al., 2004).

IGF-I1 é um fator angiogénico que esta envolvido na modulagdo da formacéao
de vasos no trato nervoso no individuo adulto e estd correlacionado com a
neovascularizagdo da retina devido a diabete (HELLSTROM et al., 2002; LOPEZ-
LOPEZ et al., 2004). Pesquisa realizada com uso de plasmideo verificou que o IGF-I

mediado por plasmideo estimula a expressédo de receptores Flk-1 e Flt-1. Também
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pode promover a angiogénese nos membros de diabéticos, tanto atuando como fator
de sobrevivéncia para os vasos pelas vias antiapoptética e antioxidante, como pela
ativacdo da via Akt. O IGF-I protege as células endoteliais da apoptose induzida pelo
alto nivel de glicose (RABINOVSKY; DRAGHIA-AKLI, 2004).

A TNF-a ativa as respostas inflamatérias e assim tanto pode influenciar a
angiogénese como afetar a proliferacdo de células endoteliais e assim induzir a
apoptose dessas células. O efeito inibitério da TNF-a depende em parte de uma
baixa regulacdo dos genes regulatérios do ciclo celular, incluindo o da ciclina A
(KISHORE et al., 2005). O TNF-a é uma das citocinas envolvidas na angiogénese
associada ao macroéfago, entretanto essa superexpressdo nas células endoteliais
acaba por ser inibitorio e citotoxico para essas ceélulas; ao contrario do TNF-a
exdgeno que promove a neovascularizagdo em varios modelos in vivo (LEE et al.,
2006).

HGF também conhecido como fator de dispersdo (SF), foi descoberto
independentemente ser um mitégeno para hepatocitos e fator derivado de fibroblasto
que induz a dispersao de células epiteliais polarizadas. Ele se liga ao seu receptor
tirosina quinase MET e tem implicagdo na angiogénese. Estudos tém mostrado que
o HGF/SF é um fator angiogénico em retinopatia diabética proliferativa, em artrite
reumatdide e 6ssea; como também pode atuar sinergicamente com VEGF na
inducéo e amplificacdo da angiogénese (SENGUPTA et al., 2003). O HGF também é
importante para a migracdo de células endoteliais na neovascularizacdo do tecido
adiposo (BELL et al., 2008).

G-CSF é um fator de crescimento utilizado na mobilizacdo de células-tronco e
progenitoras em doencas malignas e ndo malignas. O efeito angiogénico do G-CSF
€ mediado pelo aumento da mobilizacdo de neutrofilos e células endoteliais jovens e
maduras, e ainda pela ativacdo das rotas de sinalizacdo VEGF/VEGFR-1 (OHKI et
al., 2005). No modelo isquémico de membro pélvico de camundongos foi provado
que a sinalizacéo de G-CSF e IL-6 induzem a capacidade angiogénica de mondcitos
residentes em medula 6ssea (GREGORY et al., 2010).

Varias interleucinas medeiam ou possuem acdo angiogénica direta. Uma
delas é Interleucina-1la (IL-1a), que € uma citocina pro-inflamatoria capaz de gerar
angiogénese em ensaios in vivo, entretanto ndo possui capacidade de gerar a

angiogénese em ensaios in vitro, sendo a causa mais provavel que IL-1a precise das
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atividades mediadoras de células acessorias que estdo ausentes nos ensaios in vitro
(SALVEN et al., 2002). Ja a interleucina 6, que esta envolvida em varios processos
fisiolégicos (imunidade, hematopoese e inflamacédo), € capaz de promover a
angiogénese de células progenitoras endoteliais (migracdo e proliferacdo dessas
células) no ensaio in vitro (FAN et al., 2008). A interleucina-8 (IL-8, CXCL-8) exerce
efeitos angiogénicos sobre células endoteliais interagindo com seus receptores
CXCR1 e CXCR2, tanto in vitro como in vivo, além de ter efeitos quimiotaticos em
células endoteliais de microvasos da derme mais pronunciado do que as células
endoteliais de macrovasos (HEIDERMANN et al., 2003). A interleucina 10 atua
sinergicamente com a hipoxia induzindo atividade pro-angiogénica dos macréfagos
(DACE et al., 2008). A interleucina 18 € uma citocina pro-inflamatoéria que induz a
secrecdo de fatores angiogénicos em fibroblastos do tecido sinovial na artrite
reumatoide, sendo estes fatores o SDF-1a/CXCL12 (fator derivado de células do
estroma 1a), MCP-1/ CCL2 (proteina quimiotatica de mondcito 1) e VEGF (AMIN et
al., 2007).

Tanto as efrinas como seus receptores Eph estdo envolvidos na morfogénese
embrionaria, no desenvolvimento do sistema nervoso e vascular. Algumas destas
moléculas participam também na vascularizagdo tumoral (efrina-Al, EphA, efrina-B2
e EphB). A familia das efrinas correspondem a 9 integrantes, enquanto que 0s
receptores tirosina quinase transmembranas das efrinas compreendem a 16
receptores que estdo divididos em dois grupos: EphA e EphB. As efrinas-A se ligam
ao grupo de receptores EphA, estas efrinas estdo ligadas a propria membrana
celular por um acoplamento glicosil-fosfatidilinositol. Enquanto que as efrinas-B se
ligam ao grupo EphB, estas efrinas normalmente estdo ancoradas a membrana por
seu dominio transmembrana. Os receptores possuem um dominio extracelular com
um grupo N terminal e uma porcao citoplasmatica com dominio tirosina quinase. A
interacdo entre as efrinas e seus receptores requer contato célula-célula, pois ambos
ligantes e receptores estdo ligados a membrana citoplasméatica. A ligacdo ao
receptor EphB4 amplia a habilidade da efrina-B2 de elaborar a transducdo dos
sinais através de seu dominio citoplasmatico, esta sinalizagdo da efrina-B2 em
células endoteliais é importante para o desenvolvimento vascular do embrido porém
sua expressao esta restrita as celulas endoteliais apenas de estruturas vasculares

arteriais (células musculares lisas vasculares), enquanto seu receptor EphB4 é
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expresso em células endoteliais venosas. Auséncia do gene para efrina-B2 causa
falha na interconexdo dos vasos do plexo arterial do saco vitelinico extra-
embrionario com os vasos do plexo venoso; falha semelhante ocorre para a
auséncia do gene para EphB4 e também a delecdo para EphB2 e EphB3
simultaneamente (HUYNH-DO et al.,, 2002; NOREN et al., 2004; BRANTLEY-
SIEDERS et al., 2006; DAVIES et al.,2009 ).

NA angiogénese, a Ang-1(angiopoietina-1) esta envolvida na estabilizacéo e
maturacdo da rede vascular, efetuando o recrutamento de células periendoteliais
(pericitos e células musculares lisas); o contato da Ang-1 com o Tie-2 esta envolvido
na interacao das células endoteliais e células periendoteliais de apoio. (PENG et al.,
2003; MACHEIN et al., 2004; TAIT; JONES, 2004). O receptor Tie-2 € importante no
processo angiogénico e na remodelagem vascular enquanto o outro receptor para
angiopoietinas Tie-1 é direcionado a manutencdo da integridade vascular
(NAKAYAMA et al. , 2005).

Angiogenina € uma ribonuclease angiogénica de 14 kDa inicialmente isolado
de cultivo de células de adenocarcinoma de cdOlon humano. Sua expressao esta
correlacionada em varios tipos de cancer, incluindo colorretal, pancreatico, figado,
rim, ovariano, linfoma, melanoma, osteosarcoma. Angiogenina contribui para
angiogénese de carcinoma gastrico e cancer de prostata além de promover o
crescimento desses dois tipos de células tumorais (CHEN et al., 2006; YOSHIOKA et
al., 2006). Angiogenina ativa as células musculares lisas e endoteliais dos vasos
quando ligada as proteinas de membrana e que resulta na sua translocagéo nuclear
acarretando uma ampla variedade de respostas celulares incluindo migracao,
invasdo, proliferacédo das células e formacao de estruturas tubulares (ZHANG et al.,
2008).

Alguns lipidios também possuem efeito angiogénico, como as
prostaglandinas PGE-1 e PGE-2. Estudos com prostaglandinas tém revelado um
papel importante destes na angiogénese patologica como na terapia angiogénica,;
em cicloxigenase-2 pode estimular fatores pro-angiogénicos tais como o VEGF, que
provocara a angiogénese associada ao tumor (WANG; DUBOIS, 2004). De acordo
com o trabalho de Moreschi Jr. et al. (2007), a PGE-1 tem capacidade de promover

o0 aumento de capilares em musculo esquelético de ratos submetido a isquemia.

22



1.2.3 Alguns inibidores da formac¢éo dos vasos sangu ineos

As angiopoietinas Ang-1 e Ang-2 sdo moléculas reguladoras da remodelagem
e estabilizacdo vascular. A Ang 3 (expressa em camundongo) e sua contraparte
humana Ang 4 ndo possuem funcbes bem esclarecidas, apesar da Ang 3 competir
com a Ang-1 pelo receptor Tie-2, conferindo a Ang 3 uma fungcdo antagbénica da
ativacdo da Ang-1 (MATSUMOTO et al., 2002) Entretanto, tem sido mostrado que a
Ang-3 inibe a angiogénese e promove a apoptose das células de carcinoma
pulmonar de Lewis. Este fator anti-angiogénico inibe a proliferacdo e sobrevivéncia
das células endoteliais, blogueando a ativacédo das quinases Erk1l/2 e Akt induzida
por Ang-1 (por se ligar ao Tie 2) e pelo VEGF (XU et al., 2004). A Ang-2 bloqueia a
ativacdo do receptor Tie-2 pela Ang-1, impedindo a estabilizagcdo promovida pela
Ang-1, o que possibilita a acdo angiogénica do VEGF ou regressdo dos vasos
devido a auséncia do VEGF (MACHEIN et al., 2004). A Ang-4 € capaz de inibir a
migracdo de células endoteliais in vitro e a angiogénese induzida por cancer de
pulm@o de pequenas células in vivo, contribuindo na regulacdo da remodelagem e
maturacdo vascular (OLSEN et al., 2006).

Angiostatina € um fragmento proteolitico do plasminogénio com propriedade
antiangiogénica (ALBINI et al.,, 2009). Atua sobre as células endoteliais ativas
inibindo a atividade ATPase destas células, através da ativagdo das rotas
apoptoticas extrinsecas e intrinsecas e pela interacdo com ligantes de superficie tais
como a,B3; (BECKER; D"AMATO, 2007).

Endostatina € um produto da clivagem proteolitica do C-terminal da cadeia-a
de colageno XVIII, uma multiplexina da matriz extracelular codificada no
cromossomo humano 21g22.3 (WIGMORE, 2005). E um fator anti-angiogénico com
capacidade de alterar a vascularizacdo de tumores, inibindo a proliferacdo e a
migracdo de células endoteliais. In vitro, ele é capaz de induzir a apoptose dessas
células (MUCCI et al., 2009).

Interferon-a (IFN-a) € uma citocina antiangiogénica, cujo efeito sobre a
vascularizacdo tem sido atribuido a inibicdo da producdo do bFGF pelas células
tumorais ou uma baixa regulacdo da expressdo dos genes da interleucina-8 e do
VEGF (PERSANO et al., 2009).
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Interferon-B (IFN-B) faz parte da familia interferon que sdo glicoproteinas com
habilidades de influenciar a proliferagéo e diferenciagdo celular bem como o sistema
imune. Estudos comentam que tanto IFN-B como o IFN-a podem especificamente
efetuar uma baixa expressdo tanto na producdo da proteina bFGF como na
expressdo de seu mMRNA (HONG et al., 2000; NOGUCHI et al., 2003). O IFN-B tem
capacidade para atenuar a proliferacao de células musculares lisas in vitro e impedir
a arteriogénese em camundongos (SCHIRMER et al., 2008).

A prolactina (PRL) é uma familia de horménios protéicos que possui
habilidade de regular a angiogénese. Fragmentos de PRL de 14 e 16 kDa interagem
com os receptores de células endoteliais, inibindo a proliferacdo, migracdo de
células endoteliais e formacéao tubular. Um fragmento amino-terminal da PRL inibe o
desenvolvimento da microvasculatura da membrana corioalantéide (DUENAS et al.,
1999).

Vasostatina € o fragmento NH,-terminal da calreticulina humana que
seletivamente inibe a proliferacdo de células endoteliais e angiogénese em resposta
aos fatores de crescimento, além de suprimir o crescimento tumoral (YAO et al.,
2000; LANGE-ASSCHENFELDT, et al., 2001).

O PEDF (fator derivado do epitélio pigmentado) é uma proteina de 50 kDa
com propriedade anti-angiogénica, isolada primeiramente das células epiteliais
pigmentadas da retina fetal humana e posteriormente encontrada em outros tecidos
como nas células epiteliais ciliares ndo pigmentadas, cérebro e medula espinhal
(PANG et al., 2007). Estudos recentes tém apontado o PEDF como inibidor da
sinalizacdo VEGFR-1 e VEGFR-2 (ABLONCZY et al., 2009).

1.2.4 Moléculas responsaveis pela adesao

A adesdo € um processo intrinseco na formagdo dos vasos sanguineos.
Algumas moléculas de adesdo podem participar no processo de formacdo dos
vasos. As selectinas sdo moléculas que participam do processo de adeséo durante o
processo inflamatorio (SCHON, 2005). Esta familia € composta de L-selectina, E-

selectina e P-selectina, sendo as duas Ultimas expressas na superficie do endotélio
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quando estimulada por citocinas inflamatoérias (TNF-a, interleucina-1 e 10) (NASTRI
et al., 2008). A e-selectina € uma molécula que promove a adesédo de leucdcitos no
endotélio vascular durante uma situacao inflamatoria tal como a artrite reumatoide.
Sua forma clivada (e-selectina sollavel) induz a angiogénese em cornea de rato e
estimula a quimiotaxia e formacdo de microvasos de células endoteliais da derme
humana (OH et al., 2007), ainda exerce uma funcao importante no recrutamento de
células progenitoras endoteliais para facilitar a neovascularizacdo de tecidos
isquémicos in vitro e in vivo (NISHIWAKI et al., 2007). A glicoproteina p-selectina é
responsavel pela amarracdo e rolamento de leucdcitos ao longo do endotélio, uma
etapa imprescindivel para o extravasamento dos leucocitos. Além de poder estar
envolvida na modulacdo da angiogénese induzida por isquemia (EGAMI et al.,
2006).

A molécula de adeséo intercelular do tipo 1 (ICAM-1) e a molécula de adeséao
de célula vascular do tipo 1 (VCAM-1) séo induzidos nas células endoteliais depois
da estimulacdo com citocinas inflamatorias (interferon-y, IL-1, TNF-a, ou
lipopolissacarideos). A VCAM-1 pode estimular a angiogénese uma vez interagindo
com a integrina a4f1, porém ndo promove a proliferacdo de células endoteliais
(ELICEIRI; CHERESH, 1998). A ICAM-1 é uma proteina produzida pela célula
endotelial importante na indugcédo e retencdo de células pro-inflamatorias, além de
mediar a interacdo de varias células com a matriz extracelular (TEXEIRA et al.,
2007).

Durante a formacgdo dos vasos, a interacdo célula com célula e célula com
matriz extracelular passam ser fundamentais. Os vasos recém formados sé&o
estabilizados pela sintese de uma nova membrana basal e de células murais
(pericitos e células musculares lisas), esta etapa envolve tanto alteracdes na adesao
endotelial quanto de pericitos (SILVA et al., 2008). A adesao de células endoteliais a
MEC ¢é mediada por integrinas, que sao glicoproteinas transmembranas
heterodiméricas compostas de subunidades a e B que promovem a ligacdo e
migracao pela matriz extracelular (AVRAAMIDES et al., 2008). A ligagéo da integrina
induz a varios eventos de sinalizacdo intracelular, como a fosforilagcdo tirosina das
proteinas quinases de adesédo focal e outras proteinas associadas ao contato focal,
elevacdo do pH e dos niveis de calcio intracelular, sintese de lipidios inositol, sintese

de ciclina e expressdo de genes. As mdultiplas integrinas sdo expressas sobre as
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células endoteliais mediando a adesdo para uma variedade de proteinas da MEC
incluindo fibronectina, vitronectina, laminina, colageno tipo | e IV, fibrinogénio. A
angiogénese envolve interacdes multiplas entre a MEC e as células vasculares. A
remodelagem da matriz extracelular ao redor dos vasos facilita varias etapas durante
a angiogénese, incluindo a degradacéo da matriz e a deposi¢cdo nos componentes
da MEC (ELICEIRI; CHERESH, 1998).

1.2.5 Apoptose das células vasculares

O desenvolvimento da rede vascular é regulado tanto pela proliferacdo quanto
pela apoptose das células endoteliais e musculares lisas, certamente a apoptose
contribui para a regresséo dos vasos em desenvolvimento. A forca hemodinamica,
os fatores de crescimento e a matriz extracelular dirigem as rotas de sobrevivéncia
das células vasculares, além de ter a participacdo do oxido nitrico como importante
regulador da morte de células vasculares. Quando o sistema vascular chega ao
desenvolvimento completo, ele passa pelo um processo de remodelagem. ApGs os
vasos primitivos se formarem e reorganizarem, a circulagdo se acomoda as
exigéncias do desenvolvimento e adaptacdo dos O6rgdos para vida apos o
nascimento. O crescimento dos tecidos é uma caracteristica do desenvolvimento
vascular, no entanto, alguns vasos embrionarios e pés-embrionarios regridem ou
sao deletados (FISHER et al., 2000).

O VEGF e o bFGF, séo fatores de sobrevivéncia para as células endoteliais
que ativam duas vias de sinalizacdo distintas que levam a angiogénese. O bFGF é
capaz de ativar a fosforilacdo de serinas 338 e 339 da proteina quinase A -1 (PKA-1)
ativada pela via p21 (inibidor de quinase dependente de ciclina) da Raf-1(quinase
especifica para aminoacidos serina e treonina) , isso resultara na translocacdo
mitocondrial da Raf-1 e protecdo de células endoteliais da rota intrinseca da
apoptose. J4 o VEGF ativa a via quinase Src da Raf-1, levando a fosforilacdo das
serinas 340, 341 e protecdo da MEK-1 dependente da apoptose mediada
extrinsecamente (ALAVI et al., 2003).
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O endotélio é um local critico para o controle da apoptose durante 0s
processos tais como, inflamacéo, remodelagem vascular e angiogénese. Embora a
supressdo da apoptose das células endoteliais é requerida para manutencdo da
integridade dos vasos sanguineos e para angiogénese, a ativacao da apoptose tem
sido sugerida para contribuir na destruicdo dos tecidos patolégicos durante a injuria
vascular, inflamacao e aterosclerose (WILLIAMS et al., 2006). As células endoteliais
apoptoticas liberam mediadores que inibem a apoptose e aumenta a proliferacédo
das células musculares lisas dos vasos. A liberacdo de mediadores anti-apoptoticos
pelas células endoteliais apoptoéticas ocorre por meio da ativagdo das caspases,
resultando na fosforilagdo da ERK 1/2, aumento da expressao da Bcl-xl e inibi¢cdo da
expressao da p53 (proteina supressora tumoral) nas células musculares vasculares

(RAYMOND et al., 2004).

1.3 Geometria fractal

1.3.1 Conceito

No decorrer do desenvolvimento das Ciéncias, as formas irregulares dos
objetos da natureza tém sido descritas pela associacdo de diferentes formas
regulares da geometria euclidiana tais como: circulo, esfera, parabola, elipse, curva,
reta, etc. No entanto, seriam estas formas as mais apropriadas para representar as
inumeras formas da natureza, inclusive aquelas mais irregulares e multifacetadas?
Como medir o comprimento da Costa Brasileira? Esta pergunta de aparente
simplicidade traz consigo a complexidade inerente as medidas de estruturas fractais.

A costa de um pais € bastante acidentada, caso fosse contornada uma linha
poligonal entre dois determinados pontos onde se inicia e finaliza a costa, o
comprimento exato da costa dependeria da escala usada na sua medida. Para
realizacdo dessa medida pode-se usar um compasso de uma determinada abertura
l, iniciando cada passo no ponto em que finalizou o anterior. O valor de | multiplicado

pelo nimero de passos n resultard num comprimento aproximado L(n) =nl. Caso se
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repita 0 método com abertura cada vez menor, € observado que L(n) tende
aumentar sem limite definido. Na verdade, o método descrito para mensurar o
comprimento da costa € uma tentativa de regularizar um objeto que é
demasiadamente irregular. Quanto menor o valor de |, mais detalhes s&o
observados e com isso mais irregularidades aparecerédo. Entdo, pode-se deduzir que
o comprimento da costa vai depender da escala utlizada para medi-la
(MANDELBROT, 1991).

Ao se avaliar uma peninsula em um mapa com escala cartografica de
1/100.000, em seguida, observando em escala de 1/10.000, é notéria a presenca de
detalhes ndo observados na escala anterior que é 1/100.000, ou seja, poderiam ser
verificadas inimeras subpeninsulas no decorrer do contorno. Quando examinada na
escala de 1/1000, surgem subpeninsulas menores do que na escala de 1/10.000.
Assim, cada vez que for aumentada a escala, a imagem do mapa sera obviamente
mais detalhada e tracos semelhantes a imagens anteriores poderdo vir a ser
observadas (menores subpeninsulas). A descricao estatistica de parte de uma costa
gerada com o aumento da escala é auto-similar a toda costa (MANDELBROT,
1991).

Um estudo da costa oeste da Gra-Bretanha foi realizado pelo fisico Lewis Fry
Richardson (1881-1953), que constatou que as fronteiras e litorais tinham
propriedades surpreendentes. Utilizando um divisor (instrumento parecido com um
compasso) para demarcar as distancias, ele observou que as irregularidades
sempre apareciam quando a escala era alterada. Como também era notado que
pequenas baias e peninsulas eram determinadas quando se reduzia a abertura do
divisor, de modo que o comprimento total da linha costeira apresentou um valor
maior que o comprimento no qual utilizou uma abertura maior do divisor.

Essas duas propriedades, auto-similaridade e dependéncia de escala (scaling) séo
caracteristicas de estruturas espaciais ou processos no tempo que sao fractais
(BASSINGTHWAIGHTE et al., 1994).

O termo fractal foi criado por Benoit Mandelbrot na década de 70, cuja
acepcao etimoldgica procede do radical fractus proveniente do verbo frangere, que
significa “produzir pedacgos irregulares”, “quebrar”. Ele introduziu esta palavra para

designar estruturas que sao caracterizadas pela forma extremamente irregular ou
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fragmentada e que repete estaticamente a mesma estrutura em diferentes escalas
(SILVA et al., 2003; CUNHA JUNIOR et al., 2004).

Esses objetos sdo caracterizados por algumas propriedades: 1) auto-
similaridade, a qual significa que partes de um objeto ou processo sdo semelhantes
ao objeto ou processo todo; 2) dependéncia de escala (scaling), que significa dizer
gue a medida da grandeza depende da escala na qual foi medida; 3) dimenséao
fractal, a qual prové uma descricdo quantitativa da auto-similaridade e dependéncia
de escala e 4) as propriedades estatisticas anbmalas das grandezas fractais, que se
caracterizam pela inexisténcia de medidas de centralidade e dispersao dos objetos e
processos fractais (BASSINGTHWAIGHTE et al., 1994).

Assim para um fractal, quando mais dados s&o inseridos no célculo da meédia
esta continuard a aumentar ou diminuir, pois na auto-similaridade significa que existe
um grande numero de pedacos pequenos que se assemelham a pedagos maiores.
Portanto, ao se determinar a média dos pedagos, ou ela se reduz com a insercéo de
um numero mais frequente de pequenos pedacos, ou ela aumenta com a inclusao
de um pequeno numero de grandes pedacos. Enquanto que para os objetos néo
fractais, quanto mais dados sdo incluidos, a média dos dados alcanca um valor
limite estavel. J& a variancia, para os objetos fractais, aumentara a medida que mais
dados forem analisados, pois existe um numero maior de flutuagdes auto-similares
(LIEBOVITCH, 1998).

E importante observar que a dimens&o fractal pode apresentar, ao contrario
da dimensao euclidiana, valores fracionarios variando entre: a dimenséo do ponto e
da reta 0<D<1; entre dimensao da reta e do plano 1<D<2 e entre a dimensao do
plano e do espaco 2<D<3. Este valor € uma medida proporcional do espaco
realmente ocupado por um sistema desordenado ou estrutura irregular (SILVA et al.,
2003).

1.3.2 Exemplos de fractais e fractais na natureza

A auto-similaridade da forma geométrica € especificada por meio de um
algoritmo que instrui como construir 0 objeto fractal. A curva de Koch € um exemplo

padrdo usado para ilustrar que a curva pode ter uma dimensao D>1. Iniciando a
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partir de uma reta, dividi-se esta em 3 segmentos de igual medida. O terco médio da
reta é substituido por dois segmentos de 1/3 da reta resultando em 4 segmentos de
1/3 da reta. Assim, sucessivamente, cada segmento vai substituindo seu terco meédio
por dois segmentos de mesma medida (Figura 3).

A dimenséao fractal, definida como dimenséo de auto-similaridade, descreve quantos
novos pedacos geometricamente similares ao objeto s&o observados quando a
resolucao é aumentada. Assim, se reduzirmos a escala por um fator F, encontramos
gue existem N pedacos similares ao original, entdo a dimensao de auto-similaridade
é dada por: N = FY, onde d é a dimensdo de auto-similaridade. Aplicando-se
logaritmo neperiano: d = In N/In F. Quando esse conceito é aplicado ao perimetro da
curva de Koch pode ser observado que uma reducéo do fator de escala de 3 (F = 3),
4 novos pedacos sdo encontrados (N=4). Desta forma, a dimenséao fractal de auto-
similaridade, d =In 4/ In 3 = 1,2628 € um numero fracionario (FEDER, 1988).
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Figura 3. Construcdo da curva de Koch

Outro exemplo classico de objetos fractais € o conjunto de Cantor. No qual o
procedimento usando se baseia nas seguintes etapas: um segmento de reta é
dividido em trés segmentos iguais, no qual é retirado o seguimento intermediario. Os
dois segmentos restantes sdo divididos em trés segmentos novamente e seus
segmentos intermediarios sdo novamente removidos (Figura 4). Este processo
segue ad infinitum. O conjunto de Cantor € o conjunto de pontos restantes apos

infinitas operacdes terem sido realizadas. A dimenséo fractal do conjunto de cantor é
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calculado de acordo com a interagéo: dividindo a reta em F=3 pedacos, sao gerados
N=2 pedacos, logo d=In2/In3 =0,63 (MANDELBROT, 1983).
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Figura 4. Formacéo do Conjunto de Cantor

Na natureza, podem ser encontradas estruturas com hierarquias de repeticéo
dos padrdes geradores, entretanto esse numero de hierarquias é limitado. Por
exemplo, o brocolis (Figura 5) possui em torno de 3 hierarquias de repeticdo
(COSTA; BIANCHI, 2002). Outros exemplos de fractais naturais: a rede vascular
sanguinea da retina, ramificacdo de arvores, arvore brénquica do pulméao, estados
conformacionais das proteinas, meandros de rios, linhas costeiras, contornos
topograficos de montanhas, distribuicdo da galaxia no universo, nuvens (projecao do
perimetro), aglomerados de metal em catodo, brocolis (Figura 5), rede vascular
extra-embrionaria do embrido de pinto (Figura 6), entre outros (NUSSENZVEIG,
1999).
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Figura 5. Brocolis Figura 6. Rede vascular da
membrana corioalantdide do
embrido de galinha. Imagem
de Vico et al., 1998.

1.3.3 Aplicacbes da geometria fractal na rede vascu lar

A geometria fractal tem aplicagbes nas mais diversas areas da ciéncia:
tecnologia de fabricacdo de antenas; medida da densidade dos minerais, evolugao
dos terrenos e descontinuidade das rochas; analise da rugosidade de corais;
deteccdo automatica de falhas de produtos téxteis; no solo; na chuva; na economia;
na ecologia (ASSIS et al., 2008).

A anadlise fractal tem se mostrado uma técnica objetiva para detectar
modificacdes em diversos sistemas biologicos (SCHULZE et al., 2008). Colbnias de
fungos, por exemplo, podem ser quantificadas através dos métodos de calculo da
dimenséao fractal. Golinski et al. (2008) utilizaram o método de dimensao de box-
counting (contagem por caixas) para avaliar o impacto da infecgdo por micovirus no
crescimento de colbnias de fungos filamentosos, observando as diferencas das
dimensdes fractais entre o grupo néo infectado e o grupo de fungos infectados pelo
hipovirus.

Uma aplicacdo interessante da teoria dos fractais seria de promover
diagnésticos ou prever patologias graves. Os métodos de box-counting e de
espectro de energia de Fourier foram capazes de oferecerem uma descricdo mais
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eficiente da anatomia e patologia da rede sinusoidal hepéatica comparada a
geometria classica, apresentando assim um valor potencial para diagnéstico futuro
de doencas do figado (GAUDIO et al., 2005).

A vascularizacdo de tumores tem uma aparéncia cadtica em comparagao a
vascularizagdo normal. Sendo a angiogénese um evento importante na evolugao dos
tumores e potencial alvo para o tratamento, surge assim a necessidade de
compreender o comportamento da arquitetura vascular anormal dos tumores,
colocando a geometria fractal como uma anélise promissora na mensuracdo de
estruturas vasculares (BAISH; JAIN, 2000), como também, habil a realizar uma
descricdo quantitativa da migracdo de ceélulas cancerigenas (SULLIVAN et al.,
2010). O sistema vascular sanguineo € uma rede complexa de estruturas tubulares
ramificadas e de tamanhos diferentes que estédo irregularmente distribuidas nos
diversos tecidos que constituem os 6rgaos. Podendo ser considerado um objeto
fractal devido a sua auto-similaridade, irregularidade, dimensao fracionaria e
dependéncia de uma escala de observacgao (GRIZZI et al., 2005). A dimenséao fractal
pode representar um parametro rapido e confiavel para avaliacdo da angiogénese,
servindo assim para o diagnostico vascular, permitindo o monitoramento da eficicia
no tratamento anti-angiogénico tumoral, além do uso de terapias anti-proliferativas
nas sindromes auto-imunes, retinopatias e para analise do desenvolvimento tumoral
(MANCARDI et al., 2008). No entanto, Avakian et al. (2002) mesmo apresentando a
analise fractal como possivel ferramenta para pesquisas na retina humana, lancam a
incerteza como método de quantificagdo para alteragbes vasculares no
monitoramento clinico de doencas da retina. Discrepancias na estimacdo da
dimenséo fractal podem ser justificadas com base em procedimento experimentais
nao cautelosos (MASTERS, 2004). Além disso, os distintos métodos de
segmentacdo e de estimacdo da dimensdo fractal geram dimensdes fractais
diferentes para um mesmo objeto (MENDONCA et al., 2007). Assim como, 0 nhumero
de pontos pixels utilizados no céalculo da inclinacdo da reta do grafico log-log vai
depender da resolugcéo da imagem da estrutura analisada (KUNICKI et al., 2008).

No estudo com membrana corioalantéide (MCA) de embrides de galinha, Vico
et al. (1998) demonstraram que a dimenséao fractal da rede vascular da MCA possui
valores crescentes a medida que o embrido se desenvolve. A partir das 100 horas

em diante, a dimensdo fractal ficou constante D=1,7 correspondendo a um
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cessamento da remodelagem vascular. PARSONS-WINGERTER et al. (1998)
calcularam a dimenséo fractal da rede vascular da MCA de embrides de codorna
obtendo um valor de 1,49 para o nono dia de vida do embrido. Estes autores
avaliaram através da dimensao fractal que houve aumento da rede vascular das
MCAs tratadas com o fator de crescimento de fibroblasto (bFGF) e quando tratadas
com angiostatina resultou em uma dimensao fractal de baixo valor para rede

vascular, confirmando o efeito inibidor da angiostatina sobre a vascularizacéo.

1.4 Campo eletromagnético

1.4.1 Influéncia do campo eletromagnético na biolog ia: efeitos prejudiciais e

benéficos.

O aumento do namero de aparelhos elétricos e eletrbnicos nos mais variados
locais (residéncias, hospitais, escolas, empresas, laboratorios) faz com que a
pessoas convivam com a poluicdo eletromagnética com variaveis niveis de poténcia
e freqUiéncia. Tem sido sugerido que campos eletromagnéticos (CEMs) de 50 a 60
Hz sdo capazes de produzirem diversos efeitos adversos em humanos e animais,
por exemplo: cancer; doencas neurodegenerativas; disturbios na reproducéo; efeitos
psiquiatricos e psicologicos; alteracdes citogenéticas, alteracdes no sistema
cardiovascular, nervoso, neuroenddcrino e imunolégico; distlrbios do crescimento e
desenvolvimento; variacdo dos perfis hematologicos e bioquimicos (ANSELMO et
al., 2005).

O CEM é a combinacédo do campo elétrico e magnético, que se interceptam
em um angulo de 90° sobre suas posicdes vetoriais. Ele € gerado ao redor de um
condutor quando uma corrente o atravessa (ERDOGAN, 2007). A tabela 1 classifica

0S campos eletromagnéticos quanto a frequéncia.
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Tabela 1. Classificacdo do campo eletromagnético com relacao a frequéncia

Tipo de CEM Frequéncia Comprimento de onda no ar Exemplo

Muitos processos

Extremamente baixa 0—-300 Hz > 1000 Km ) )
biologicos
) ] Radio e controles
Baixa, média e alta 30 KHz — 30 MHz 10 Km-10m
remoto
Muito e ultra alta 30 — 300 MHz 10-1m Radios e TV
Comunicacéo via
Super alta 300 MHz - 30 GHz 1m -10cm .
satélite
Extremamente alta 30 — 300 GHz 10-1cm Radar
Infra — vermelho 300 GHz — 300 THz 1cm—100 um Radar
Luz visivel 429 — 750 THz 700 — 400 nm Luz

Informacdes baseadas em Funk et al., 2009

Os CEMs néao exercem efeitos apenas sobre 0s seres vivos. Biosubstratos
(soro fisioldgico, soro fisiologico glicosado e agua para injecéo) utilizados nas UTI de
hospitais podem apresentar alteragbes nos parametros fisico-quimico como pH e
absorcdo, devido a estarem proximos de aparelhos que geram CEMs como,
eletroencefalograma, eletrocardiograma, bomba de infusdo e cabos de forca
(Dewes; Mendes, 2006)

A acédo de CEMs de 900 MHz (valor de emissao do telefone celular) afeta o
fluxo sanguineo cerebral e a atividade neuronal em humanos (HUBER et al., 2002;
WOLF et al, 2006; AALTO et al., 2006). Campos eletromagnéticos de
radiofreqiéncia (CEMRF) emitidos por telefone celular tém efeitos sobre a fisiologia
do cérebro. Mudancas em perfis eletroencefalograficos sdo observadas quando
individuos s@o expostos a radiagdo durante o sono. Simulagdes da distribuicdo da
taxa de absorcdo especifica no cérebro apoiam a hipétese de que a regiao
subcortical esteja envolvida nos efeitos observados no eletroencefalograma durante
o sono (HUBER et al., 2003). Além disso, ha uma relacdo dose resposta entre a
intensidade de CEM e seus efeitos sobre a fisiologia cerebral (REGEL et al., 2007).

Existem evidéncias que apdiam os efeitos de CEM de baixa freqiiéncia em

células do sistema imune, assim como a participacdo dos mecanismos de
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transducéo do sinal dependente de célcio na mediacdo dos efeitos CEMs fracos
nestas células (WALLECZEK, 1992). Exposicdo ao CEM de 81 mGauss a curto-
prazo parece ter influéncia na ativacdo da imunidade adquirida e inata, que pode ser
evidenciado pelo aumento sérico de TNF-a e do teor de glutationa cerebral.
Enquanto, que a mesma intensidade ao longo prazo acarreta alteracoes
comportamentais como agressividade, hiperatividade e modificagbes na funcdo
visual de ratos (EL-SWEFY et al., 2008). Campo magnético estatico de 6 mT induz
alteracdes na membrana plasmatica de linfécitos fazendo com que fiquem similares
aos linfécitos apoptoticos, consequentemente sendo removido do organismo por
fagocitose hepética. Também atua sobre a maturacdo de macrofagos, interferindo
na diferenciacio TPA — induzida (12-O-tetradecanoil forbol-13-acetato) de
monaocito/macrofago. Além de afetar a concentragdo intracelular do célcio, que é
importante na transducao de sinais no processo de diferenciacdo TPA — induzida e
alteracao do citoesqueleto durante a fagocitose (DINI, 2010).

Modelos biofisicos tém sido elaborados para tentar explanar a acdo CEM nas
células. Um dos mecanismos seria a vibracdo que o CEM pode realizar nos ions
intra e extracelulares promovendo um desequilibrio no balanco eletroquimico da
membrana (JIMENEZ-GARCIA, 2010). Apesar de existir outras provaveis formas de
atuacdo do CEM sobre a célula como na bicamada lipidica ou na interacéo proteina
e DNA (WANG et al., 2009). Em geral, efeitos n&o-ionizantes do CEM causam
alteracdo na estrutura e funcdo celular além dos componentes subcelulares
(membranas, enzimas, sistema de transporte, entre outros), enquanto que os efeitos
ionizantes induzido pelo CEM na matéria viva estd relacionado ao dano ou
destruicdo do tecido ou da célula (SYLVESTER et al., 2005)

O CEM pode influenciar no crescimento celular e modular a producéo das
quimiocinas IL-8, MCP-1 (proteina-1 quimiotatica de mondcito), MIP-1a (proteina -1
inflamatoéria de macréfago) assim como o fator de transcricdo NF-kB. A reducédo dos
niveis do fator NF-kB apodia a hipotese que a exposicdo ao CEM possa favorecer a
cicatrizacdo através do aumento do crescimento de queratinécitos e reducdo da
producdo de moléculas pro — inflamatérias (VIANALE et al., 2008).

A expressdo de genes apoptoéticos bcl-2, bax, p53 e hsp70 podem ser

modulados pela exposicdo ao CEM. CEM aumenta tanto bax quanto p53 e reduz
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bcl-2 e hsp70, tendo potencial repercussdo na clinica, como uma alternativa de
eliminar células indesejaveis no organismo (TENUZZO et al., 2009).

Apesar de alguns trabalhos relatarem que CEM pode gerar efeito
carcinogénico, os resultados ainda séo inconsistentes em termos de dados
epidemiologicos e trazem incerteza nos achados gerados de experimentos
laboratoriais (HEATH, 1996). Estudos epidemioldgicos consideraram uma fraca
relacdo entre CEM de baixa freqiéncia e a leucemia linfoblastica aguda em criancas
(PELISSARI et al., 2009). Schiiz et al. (2006) tém observado que baixos niveis de
exposicdo ao CEMRF nédo séo capazes de gerar tumores cerebrais. Estudos
apresentam que efeitos ndo térmicos de CEM de radiofreqiiéncia ndo possuem
efeitos diretos no DNA (mutagenicidade e genotoxidade) e pouca evidéncia de
efeitos indiretos, como alteracdo génica, proliferacdo celular e apoptose
(TAKEBAYASHI et al., 2008).

Experimentos com CEMs fracos em modelos biolégicos produzem
informacdes que permitem a compreensdao de sua influéncia nos processos
bioldgicos, gerando resultados que mostram ndo apenas seus efeitos prejudiciais,
porém também aqueles de cunho terapéutico (FREY, 1993).

InvestigagBes clinicas fornecem varios beneficios da terapia com campo
magneético (HENRY et al., 2008). O CEM pulsado ja vem sendo utilizado ou sugerido
como tratamento de algumas desordens fisiologicas: ndo unido Ossea,
pseudoartrose congénita, osteotomias, osteoporose, artroplastia do quadril, doenca
de Legg Calvé Perthes, artrite reumatdide, osteoartrite, fusdo espinhal, tendinite da
coifa do rotador, fusdo lombar, Ulceras venosas da perna, lesdo no nervo, dor
pélvica, esclerose multipla, desordens auditivas (zumbido), desordens psiquiatricas
(através da estimulacdo magnética transcranial), cancer (associado ou ndo a droga
tumorais), isquemia cerebral, estimulacéo cardiaca (SHUPAK, 2003).

CEMs pulsados podem acelerar a reparacdo 0ssea de fraturas em animais,
relacionando-se a atividade osteoblastica em osteotomia de metacarpo de cavalos,
maior taxa de aposicao mineral e melhores propriedades mecanicas em tibias de
cées. Em ratos e coelhos, CEMs pulsados causam a reducdo da perda de volume
0sseo, aumento da velocidade de reparo e aumento da resisténcia mecanica 6ssea.
Estudos relataram que os CEMs pulsados estimulam a proliferacdo e diferenciacéo

dos osteoblastos através do aumento da sintese de 6xido nitrico. Em cultura de
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células 6sseas, foi observado que os sinais elétricos do CEMs pulsados promovem a
proliferacdo destas células, sugerindo que esta proliferacdo seja devido ao aumento
da concentracao citoplasmatica de calcio que ocorre por duas possiveis rotas:
abertura de canais de calcio voltagem-dependentes ou pela mobilizacdo de calcio
contido em compartimentos intracelulares para o citoplasma (LIRANI; LAZARETTI —
CASTRO, 2005).

CEMS pulsados sdo capazes de acelerar a cicatrizacdo de lesbes em
camundongos normais e diabéticos, através do aumento da expressdao da
angiogénese mediada por FGF-2. Sendo assim sugerido na prevencgao da formacéo
de Ulceras, necrose e amputacdo em pacientes com diabete (CALLAGHAN et al.,
2008). Esta habilidade de estimular o aumento de alguns fatores angiogénicos junto
a propriedade de proporcionar a dilatacdo dos vasos sanguineos, o elege como
terapia na reducédo da frequiéncia de osteonecrose (ISHIDA et al., 2008).

No tratamento de tumores, foi provado que CEM € capaz de inibir
significativamente alguns modelos experimentais de neoplasias (FUNK, 2009). Foi
observado que o campo eletromagnético de 15 mT, com 120 pulsos por segundo,
tem menos efeito de supressao sobre o crescimento de tumores de mama humano
enxertados em camundongos quando comparado a uma irradiagdo gama de 200
cGy. No entanto, além de nao possuir efeitos colaterais nocivos, o CEM obteve
sucesso no retardamento da vascularizagcéo tumoral (CAMERON et al., 2005).

Além disso, Barbault et al. (2009) tém sugerido que o CEM néo atua isoladamente
sobre o tumor, podendo ampliar seus efeitos sobre a interacado hospedeiro e tumor,

como por exemplo, modulando a atividade imunoldgica.

1.4.2 Acao de campo eletromagnético em vasos sangui  neos

Varios estudos tém mostrado a acdo de CEM sobre 0s vasos sanguineos.
CEM de 0.04 T pode inibir a angiogénese em membrana corioalantéide de embrido
de galinha, aparentando uma reduc¢do significante no nimero e no comprimento dos

vasos sanguineos (BALANEZHAD, et al., 2010). Enquanto que o CEM pulsado é
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capaz de induzir vasodilatacdo arteriolar em musculo cremaster de ratos (GAN;
GLAZER, 2006), angiogénese e vasodilatacdo na regiao gluteofemoral de coelhos
(ISHIDA et al., 2008).

O campo magnético de 50 Hz ndo tem apresentado evidéncias de atuacao
nas ceélulas endoteliais de veias umbilicais humanas in vitro ou em modelo de
reestenose em camundongos in vivo. Esta forma de radiacdo néo ionizante ndo tem
uma resposta transcricional, sendo incapaz de modificar expressao génica e assim
ndo oferecendo riscos para célula endoteliais (HENDERSON, et al., 2006).

Li et al. (2007) estudaram a atuacdo de campos magnéticos estaticos de 0.1
mT, 1 mT e 10 mT sobre proliferacédo, apoptose e expressdo de VCAM-1 e CAM-
1de células endoteliais. Foi observado que os campos magnéticos de 1 e 10 mT
impediram o crescimento de células endoteliais, enquanto que o campo magnético
de 0.1 mT ndo influenciou na proliferacdo dessas células. O campo magnético de 10
mT induziu a apoptose e necrose das células endoteliais e promoveu o aumento da
expressdo de VCAM-1 e ICAM-1. Enquanto nada foi observado para os campos
magneéticos de 0.1 e 1 mT. Conclui-se que 0 campo magnético vai interagir com as
células endoteliais de acordo com a intensidade (10 mT), promovendo efeito
citotoxico, apoptotico, necrético, além de ampliar a expressao de VCAM-1 e ICAM-1,
que desencadeiam inflamacéo relacionada ao endotélio.

Tanto a intensidade como o tempo de exposicdo sdao um dos fatores que
estdo envolvidos nos diferentes efeitos do CEM nos vasos (BALANEZHAD et al.,
2010). Esses efeitos no processo de formacdo dos vasos sanguineos podem ser
estimulatorios (proangiogénicos) sobre alguns modelos biolégicos de estudos da
angiogénese ou inibitorios (antiangiogénicos) sobre outros. Firmando, assim, uma
discrepancia nas verdadeiras acfes do CEM sobre o sistema vascular (RUGGIERO
et al., 2004).
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2. OBJETIVOS

Os campos eletromagnéticos de extrema baixa freqiéncia sdo capazes de
produzir diversos efeitos alterando a estrutura e funcdo dos sistemas que compdem
0S seres Vvivos, dentre esses sistemas estdo 0s vasos sanguineos. Por isso, este
trabalho propde a estudar os efeitos do campo eletromagnético de frequéncia de 60
Hz (normalmente gerado por redes elétricas) e com intensidade de 1 mT sobre a
rede vascular de um modelo experimental animal, no caso a vascularizagao extra-
embrionaria de embrides de codorna utilizando a geometria fractal como ferramenta

de analise.

2.1 Objetivo geral

Avaliar, utilizando a geometria fractal, a acdo do CEM de baixa frequéncia (60
Hz), sobre a rede vascular da MCA dos embrides de codorna japonesa (Coturnix

japonica).

2.2 Objetivos especificos

1. Parametrizar a vascularizacdo da MCA de embrides de codorna através da
teoria dos fractais, utilizando dois métodos de analise da dimenséao fractal,

tais como dimensé&o de contagem por caixas e dimensao de informacao;
2. utilizar a geometria fractal para investigar se o CEM de 60 Hz promove

alteracdes quantitativas na vascularizacdo da MCA de embrides de

codorna.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Incubadora

Foi utilizada uma incubadora construida nas dependéncias do Laboratério de
Biofisica Tedrico-Experimental e Computacional (LABTEC) do DMFA da UFRPE,
que permite o desenvolvimento dos embrides em condicfes ideais de temperatura e
umidade (37,5°C e 60% respectivamente), sendo a temperatura controlada através
de uma resisténcia monitorada por um termostato e a umidade pelo gotejamento de
dgua através de uma torneira controlada eletricamente. A temperatura foi
mensurada através de um termdmetro acoplado a propria incubadora, enquanto que
a umidade relativa do ar foi através de um termo-higrémetro da Minipa modelo MT-
241.

A incubadora também é constituida por um pequeno exaustor capaz de
impulsionar um jato de ar quente umido, gerado a partir da resisténcia e do
recipiente de agua, em direcdo aos leitos projetados para acomodarem 0S 0VOS
fertilizados. O equipamento foi montado em estrutura de madeira revestida em
férmica e recoberto por chapa de acrilico de 2mm. Este aparelho foi elaborado para
promover a facil captura de imagens, assim como a instalacdo de uma bobina de

Helmholtz geradora de CEM.

3.2 Incubacéo, preparagcao das amostras.

Foram utilizados 120 ovos fertilizados de codorna japonesa (Coturnix
japonica) provindos da Estacdo Experimental de Pequenos Animais de Carpina da
UFRPE. Sendo 20 ovos utilizados para o grupo controle e 100 para formar os grupos
expostos ao CEM.

Os ovos foram distribuidos nos dois ductos da incubadora e mantidos em
condi¢cbes padrdo de temperatura (37,5°C) e umidade relativa do ar (em torno de
60%) imprescindiveis para uma adequada incubagdo (MAZZONELLI; LED, 1960;
MARQUES, 1994). Os ovos foram mantidos na incubadora durante 120 horas.
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Apenas o grupo teste (exposto ao CEM) foi colocado em um Unico ducto no qual foi
instalada a bobina de CEM.

No segundo dia de incubacéo, foram realizados cortes nas cascas dos ovos
incubados de modo a se ter acesso a membrana corioalantdide. Os ovos tiveram
uma area da casca secionada, formando uma janela abaulada (retAngulo com os
lados abaulados), com medidas aproximadas 2,0 cm de comprimento por 1,5 cm de
largura. Este procedimento foi executado através de uma de tesoura estéril, apds os
ovos serem limpos com clorexidina 2%.

Com uma seringa foi removido em torno de 2,5 ml do albumen, depois a
janela foi coberta com filme PVC (cloreto de polivinila), selando da possivel
contaminagcdo de microorganismos e evitando o ressecamento do embrido
(KIRCHNER et al., 1996; VICO et al., 1998). Desta forma, foi possivel visualizar a
MCA de todos os ovos. As imagens da rede vascular da membrana foram
capturadas em intervalos de 24 horas. As fotografias foram realizadas através da
camara digital Sony DSC-W130 8.1 megapixels e transferidas para o computador
para posteriormente serem trabalhadas procurando obter assim suas dimensfes

fracatais.

3.3 Exposi¢des ao campo eletromagnético (CEM)

Foram utilizados 100 ovos fertilizados (20 ovos por grupo) seguindo a
metodologia citada no topico anterior para serem submetidos a um CEM de 1 mT
com frequéncia de 60 Hz durante 3 vezes num periodo de um dia (24 horas) de
incubacédo, exceto o grupo exposto durante 24 horas. Os ovos foram acomodados
em um unico ducto, como ja mencionado, onde se encontra uma bobina de
Helmholtz (PHYWE/ GERMANY), ligadas em paralelo a uma fonte geradora de
ondas senoidais (STUFENTRAFO POWER SUPPLY 14 V/AC). No primeiro grupo os
ovos ficaram expostos durante 1 hora e depois de 7 horas retornavam a serem
submetidos ao mesmo CEM. O segundo grupo foi submetido por 2 horas
obedecendo a um intervalo de 6 horas entre as exposi¢cdes. O terceiro grupo foi
exposto por 3 horas ao CEM a cada 5 horas, 0 quarto grupo foi exposto por 4 horas,

voltando a ser submetido depois de 4 horas, enquanto que o quinto grupo foi
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exposto por 24 horas. Depois de 24 horas de exposicdo, as imagens da
vascularizacdo da MCA foram apanhadas e processadas.

3.4 Tratamento de imagem

As imagens digitalizadas foram segmentadas visando a analise da geometria
fractal da rede vascular que se forma ao longo do tempo de observacédo. A
segmentagdo consiste em separar 0s vasos sanguineos do plano de fundo no qual
0S vasos estdo contidos. Apés este procedimento as imagens segmentadas séo
binarizadas (preto e branco).

O procedimento de segmentacédo consistiu em abrir a imagem digitalizada
pelo programa Paint da Microsoft e cobrir os vasos da MCA por meio da funcao
pincel (Figura 7 B). ApOos segmentacdo dos vasos foi realizado uma inversdo de
cores através do menu imagem do software e em seguida foi ativada a funcéo
atributos para conversdo em uma imagem binaria, em que o fundo de imagem
estaria em preto e 0s vasos em branco. A Figura 7 C representa o processo de
segmentacao, porém de forma invertida como descrito anteriormente, vasos em
preto e fundo de imagem em branco. Este procedimento se faz necessario devido o
programa Benoit™ 1.3 Fractal Analysis System, usado para o célculo da dimens&o
fractal da imagem segmentada dos vasos, operar com a imagem nesse formato
monocromatico. Por razdes praticas, foi realizada uma forma de segmentacao
designada de esqueletizacdo que confere uma dimensdo Unica para toda rede

vascular desconsiderando os calibres dos vasos (figura 7 D).
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Figura 7. Etapas da segmentacdo: A. rede vascular da MCA, B
processo intermediario de segmentacao da MCA, C. bi  narizacao

com completa segmentacéo, D. esqueletizacéo

3.5 Anélise fractal

O Benoit™ versado 1.3 Fractal Analysis System é o software capaz de realizar
o calculo da dimenséo fractal através de alguns métodos dentre eles dimensao de
contagem por caixa (box-counting) e dimenséo de informacéo.

A dimensédo de contagem por caixas € um método largamente usado para o
calculo da dimenséo fractal devido o seu formalismo mateméatico ser bastante
simples e também ser de facil estimacdo empirica (FALCONER, 1990).

A dimenséo de contagem por caixas (Dpc) € obtida cobrindo-se o objeto fractal
com N(r) caixas que contenham pelo menos um ponto do objeto fractal. Repete-se o
procedimento com caixas de diferentes tamanhos e traca-se um gréafico duplo log de
N(r) em funcédo de r (lados das caixas). A inclinacdo desse grafico com o sinal
invertido é a dimensao de contagem por caixas, que pode ser definida, formalmente

através da seguinte expressao:
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~ [(logN (r + &) —logN (r)
Dbc = lim
£-0 log(r +¢) —logr

A dimenséao de informacéo (Di,s) € um método capaz de caracterizar estrutura
de fractais ndo homogéneos em sua invariancia de escala, neste caso o objeto &
coberto por caixas e leva-se em conta a probabilidade relativa de ocupagéo das
caixas elementares usados para cobrir o objeto fractal, ou seja, a dimensao vai
depender da freqiéncia com que cada caixa € visitada. Sendo definida pela seguinte

expressao:

Dinf = lim

-0

(S(r+¢e)—-S[)
[log(r +¢)—logr

Onde S(rF-limy_ e Z?':(f) m;log(m;) € denominada de entropia de
Kolmogorov. N é o numero de caixas e m= Mi/M, sendo M; o numero de pontos na
enésima caixa e M € o numero total de pontos do objeto fractal (KUNICKI et al.,
2009).

3.6 Anélise estatistica

Apés a obtencdo dos valores da dimenséo fractal de cada rede vascular da
MCA, foi utilizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk para decidir se os dados
seguem uma distribuicdo normal. Como os dados (os valores das dimensdes
fractais) ndo seguiram uma distribuicdo normal usou-se o teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis para comparar as dimensfes fractais dos diferentes grupos

experimentais.
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Resumo

Campos eletromagnéticos (CEM’s) podem alterar opooramento dinamico da
vascularizacdo sanguinea e pode ter um efeito w@atbe ou inibitorio sobre o
desenvolvimento dos vasos sanguineos. A geomedataf tem sido usada em varios estudos
como uma ferramenta possivel de descrever o ddseneato da rede vascular arterial.
Neste trabalho a dimenséo fractal foi calculad@ peétodo de contagem por caixa,dDe
dimensdo de informacéo (f) para avaliar o desenvolvimento dos vasos sangsida
membrana corioalantéide (MCA) de embrifes de cal@pmds a exposicdo a CEM’s, com
densidade de fluxo magnético de 1 MT e frequénei@@Hz. Os resultados mostraram que a
exposicao ao campo eletromagnético (CEM), em iatesventre 48 e 72 horas de incubacéo
inibiu o crescimento da rede vascular da MCA deoona se aplicado no intervalo de seis
horas por dia (trés sessdes de duas horas) e 9 paralia (trés sessbes de 3 horas diarias).
No entanto, o CEM aplicado em intervalos menore§ éemaiores de 9 horas ndo afetou a
vasculogénese e angiogénese da rede vascular dad&l€édornas, assim como a exposi¢ao

aos CEM entre 72 e 96 horas de incubagéo.

Palavras-chave: vasculogénese, angiogénese, membaaivalantéide, dimensao fractal,

campo eletromagnético.
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Introducao

O estudo da distribuicdo do fluxo sanguineo atraésicrovasculatura é de extrema
importancia na compreensdo dos mecanismos envelvwidoregeneracdo de tecidos, no
controle da dor, em disturbios circulatorios locaisnuitos outros processos em condicdes
normais ou patolégicas dos organismos e tem sicsiratm que CEM’s podem alterar esses
processos [Bassett, 1993; Shupak, 2003; McKay .et2807]. Balanezhad et al. [2010]
mostraram que um CEM de 40 mT e 50 Hz pode inibmgiogénese em MCA de embrido de
galinha, parametrizado pelos autores através dac#@iedsignificativa no numero e no
comprimento dos vasos sanguineos. Por outro laBd € pulsados sdo capazes de induzir
angiogénese e vasodilatacdo na regido gluteoferderabelhos [Ishida et al., 2008]. Li et al.
[2007] observaram que os campos magnéticos edatleol e 10 mT impediram o
crescimento de células endoteliais, enquanto quearopo magnético de 0.1 mT né&o
influenciou na proliferacao dessas células. O camagnético de 10 mT induziu a apoptose e
necrose das células endoteliais e promoveu o aordargxpressdo de VCAM-1 (molécula de

adeséao de célula vascular) e ICAM-1 (molécula assaaol intercelular).

Tanto a intensidade e frequéncia como tempo des&gdm sao fatores que estdo
envolvidos nos diferentes efeitos do CEM nos vasogjuineos [Balanezhad et al., 2010].
Esses efeitos no processo de formacdo dos vasgsisaos podem ser estimulatorios
(proangiogénicos) sobre alguns modelos biol6gi@msstudos da angiogénese ou inibitérios
(antiangiogénicos) sobre outros. Firmando, assimg discrepancia nas verdadeiras agdes do
CEM sobre o sistema vascular. Portanto, os efd#dSEM sobre a microvasculatura ndo esta
perfeitamente elucidado nos trabalhos atuais e mscgs dados existentes carregam
contradices sobre suas a¢bdes. No entanto, é orbdat estabelecido que os CEM’s podem

modificar estruturas biolégicas e moléculas enwalsi nos processos de sinalizacao,
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podendo, desta forma, causar alteracfes funciemaidiversos tipos de células incluindo as

células endoteliais [Frey, 1993; Ruggiero et2004].

O sistema vascular sanguineo € uma rede complesstrdeuras tubulares ramificadas
e de tamanhos diferentes que estdo irregularmestebdidas nos diversos tecidos que
constituem os orgaos. Podendo ser considerado ygtoofractal devido a sua auto-
similaridade, irregularidade, dimenséo fraciona@rdependéncia de uma escala de observacao
[Grizzi et al., 2005]. A dimensao fractal pode esg@ntar um parametro rapido de ser obtido e
confiavel para avaliacdo da angiogénese, serviasimngpara o diagnostico vascular e outros
diagndsticos que dependam da rede vascular, conmomitoramento da eficacia no
tratamento anti-angiogénico tumoral, terapias prdiferativas nas sindromes auto-imunes,
retinopatias e para analise do desenvolvimento taifidancardi et aJ 2008].

No estudo com MCA de embrides de galinha, Vicol.€t1898] demonstraram que a
dimensao fractal da rede vascular da MCA a pa#s H00 horas de crescimento atinge um
valor em torno de D=1.7, correspondendo a uma iéstalfio da arquitetura vascular.
Parsons-Wingerter et al. [1998] calcularam a dirderfsactal da rede vascular da MCA de
embrides de codorna obtendo um valor de 1.49 parano dia de vida do embrido. Estes
autores avaliaram através da dimensado fractal gqueehaumento da rede vascular das
membranas corioalantéides (MCA’s) tratadas comtor fde crescimento de fibroblasto
(bFGF) e quando tratadas com angiostatina resaltowma dimenséao fractal de baixo valor
para rede vascular, confirmando o efeito inibidmadgiostatina sobre a vascularizagao.

No presente trabalho pretende-se avaliar, utiligaaddimensao fractal, a acédo do
campo eletromagnético de 1 mT e 60 Hz, sobre avasieular da membrana corioalantéide

de embrides de codorna japongSaturnix japonica)
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Materiais e métodos

Incubacéo e preparacao das amostras

Foram fornecidos no total, em tempos distintos, ®20s de codornaCpturnix
japonicad pela Estacdo Experimental de Pequenos Animalsnilzersidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), no municipio de Carpina. Os ém@m incubados a temperatura de
37,5°C e umidade relativa de 60%, em incubadorardedvida no Laboratério de Biofisica
Tedrico-Experimental e Computacional (LABTEC) daRFE. A incubadora é adaptada para
facilitar a aplicacdo de CEM através de uma bobimaHelmholtz (Phywe/ Germany). Os
ovos foram abertos no segundo dia através de gmdel@aproximadamente 3 tm cobertos
com filme PVC (cloreto de polivinila) apos a remogmn média de 2,5 ml de albumen. Os
ovos foram expostos ao CEM quando completaram 48shde incubacdo. O periodo de

estudo correspondeu a 72 e 96 horas de incubagao.

Formacéo dos grupos e exposi¢des ao CEM
Foram formados 6 grupos contendo cada um 20 owbalizando 120 ovos. O
procedimento de exposicdo dos ovos ao CEM foi zaddi conforme a tabela 1 e as

observacdes foram realizadas em 72 e 96 horasdeagao.

Tabela 1
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Captura de imagens e segmentacao

As redes vasculares da MCA foram fotografadas cova cémara digital Sony Cyber-
shot DSC W-130 (8.1 megapixels). As imagens foraatizadas enquadrando-se a janela de
acesso a MCA, tomando-se como referéncia o eixamnam ovo, que variou de 2,39 a 2,62
cm de acordo com os tamanhos dos ovos. As imaggiteidadas (1920x1080 pixels) foram
segmentadas, a segmentacdo consiste em separaasos sanguineos do restante das
imagens. Esta segmentacdo foi realizada manualnpemteneio do programa Microsoft®
Paint, de forma esqueletizada, onde os vasos faragados com a largura de 1 pixel
independente do seu calibre. Em seguida as im&gem binarizadas (fundo de imagem em
preto e vasos em branco) por meio do programa Béi® Paint. Este procedimento foi
realizado visando-se o uso do programa B&foit3 Fractal Analysis System que foi
utilizado para calcular as dimensfes fractais degyéns dos vasos sanguineos e que opera

com a imagem no formato monocromatico.

Andlise fractal

7

O Benoif™ versdo 1.3 Fractal Analysis System é um softwamaz de realizar o
calculo da dimensao fractal através de alguns roétdéntre eles a dimensdo de contagem
por caixa também conhecida como dimensdo de boxtiogu (D,) € a dimensao de
informacé&o () -

A Dy é obtida cobrindo-se o objeto fractal com N(r)xaai que contenham pelo
menos um ponto do objeto fractal. Repete-se oegdipento com caixas de diferentes

tamanhos e traca-se um gréfico duplo log de N(rfweméao dos lados das caixas r [Kunicki
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et al., 2009]. A inclinacdo desse grafico com alsinvertido € a dimenséao de contagem por

caixas, que pode ser definida, formalmente atrdaéseguinte expressao:

~ |(logN (r + &) —logN (r)
Dbc = lim
£-0 log(r + €) —logr

A Dins € um método capaz de caracterizar estrutura daigando homogéneos em sua
invariancia de escala, neste caso o0 objeto tambénbérto por caixas, porém leva-se em
conta a probabilidade relativa de ocupacéo dassablementares usadas para cobrir 0 objeto
fractal, ou seja, a dimenséao vai depender da fremg@&om que cada caixa € visitada. Sendo

definida pela seguinte expressao:

. S +e)=5)
Dinf = E—r»% log(r + &) —logr

Onde S(r) = - limy_,., Z?':(f) m; log(m;) € denominada de entropia de Kolmogorov. N é o
namero de caixas, imM;/M, sendo Mo nimero de pontos na enésima caixa e M € o numero

total de pontos do objeto fractal [Kunick et aDP].

O célculo do [ por meio do programa BenBit 1.3 Fractal Analysis System foi
realizado com 22 conjuntos de caixas de diferetae®mnhos, o comprimento do lado da
maior caixa foi 270 pixels e o coeficiente de réaudos tamanhos da caixa foi 1,3. Para os
calculos dos [ foram utilizados 9 conjuntos de caixas de tamantidsrentes, o
comprimento do lado da maior caixa foi de 270 @ixeb coeficiente de reducdo do tamanho

da caixa foi de 2,0.
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Analise estatistica

Apos o célculo para obter a dimensao fractal dea gade vascular da MCA, as
diferencas entre 0s grupos experimentais foramaaasd através do teste de Kruskall -Wallis,
com o teste de pos-hoc de Dunn, pois as amostoasegiiiram uma distribuicdo normal de
acordo com o teste de Shapiro — Wilk assim foi adimtum teste n&o-paramétrico mais

adequado para comparar 0s 6 grupos de amostraeimdintes.

Resultados

A Figura 1 mostra a rede vascular da MCA do embdéaodorna de 72 horas de
incubacdo e sua correspondente imagem esqueletpadao grupo controle e o grupo
exposto ao CEM por seis horas. Pela inspecdo vésuadpossivel distinguir as diferentes
imagens das MCA’s. A segmentacdo das imagens tanm@&mpermitiu que possiveis
diferencas pudessem ser visualmente observadatsantoré necessario o uso de uma
ferramenta mais fina que possa realmente quamtifi;Eguenas diferencas, tanto no
desenvolvimento da arvore vascular em suas difesefdses de crescimento como as

possiveis modificagBes no seu desenvolvimento eordcia de efeitos de CEM’s.

Figura 1

Na tabela 2, pode-se observar que o0s grupos apmem@namostras de diferentes
tamanhos, isto ocorreu tanto devido a morte dogiéetno decorrer da incubacéo quanto a

presenca de ovos nao fertilizados. Estes grupasiffeomparados de acordo com as seguintes
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categorias, os valores dgcpara 72 horas, fopara 96 horas, i para 72 horas e;jfppara 96
horas. Os testes estatisticos de Kruskal-Wallissehoc de Dunn, mostraram que 0S grupos
1,4 e 5 em 72 horas de incubacdo néo apresenthi@®ncas significativas em relacéo ao
grupo controle para os dois tipos de dimensoéésadas (D). € D). Ao contrario os valores
de Dy,. dos grupos 2 e 3 e os valores dg @ grupo 2, apresentaram diferencas significativas
pelo teste de Dunn (p < 0,05). Os valores gedd grupo 3 néo diferiu significativamente do
controle. Apds 96 horas de incubacao, nenhum dgmg apresentou diferenca estatistica na
dimensao fractal em relacdo ao controle, tanto pamgtodo de R (p = 0,095) como para o

método de B (p = 0,067).

Tabela 2

Discussao

A analise fractal tem se mostrado uma técnica iwhj@iara detectar modificacbes em
diversos sistemas biologicos [Schulze et al., 2008fios estudos tém utilizado a geometria
fractal como um instrumento adequado capaz de @lescia evolucdo da vascularizacéo
sanguinea em varios modelos animais. Um dessedasagla MCA do embrido de galinha e
de codorna que permite o estudo do desenvolvimdatagede vascular numa estrutura
basicamente bi-dimensional e que pode facilitasrapreenséo dos processos de sinalizagéo e
as interacOes celulares que estédo envolvidas ralegénese e angiogénese [Risau,1997]. O
meétodo de k. tem sido utilizado por Kirchner et al. [1996] parsantificar o comportamento
da angiogénese a partir de imagens de MCA"s norenagsn enxertos tumorais. Esta forma

de andlise morfométrica foi utilizada na avaliachs efeitos de moléculas indutoras ou
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inibidoras da angiogénese, relatados nos trabakdzarsons-Wingerter et al. [1998, 2000] e
Vyboh et al. [2010]. O método deptambém tem sido usado para mensurar outras
estruturas ou mesmo microorganismos, como o trabalalizado por Golinski et al. [2008]
no qual utilizaram o método fractal para avaliag@ocrescimento de colénias de fungos
infectadas por micovirus. O método dg B outra forma de se obter a dimenséao fractal, € um
método que faz inferéncia com base na probabilideedecupacdo das caixas usadas para
cobrir o objeto fractal, permitindo uma mensuracko maior precisdo do objeto fractal

[Kunick et al., 2008].

Vérios estudos tem focado o comportamento da dogohds vasos sanguineos sob a
atuacdo de CEM, estimulando [Roland et al., 1988ida et al., 2008] ou inibindo a
angiogénese [Cameron et al., 2005], estimulandasauwogénese [Bekhite et al., 2010] e a
arteriogénese [Okano et al., 2008]. Outros efeittis CEM’'s s&o vasoconstriccao,
vasodilatacdo [McKay et al., 2007], inibicdo dalifeoacéo e apoptose das células endoteliais

vasculares [Li et al., 2007].

No presente trabalho procurou-se compreender amitadde formacdo da rede
vascular sob efeito de CEM extremamente de baegliéncia (60 Hz) e densidade de fluxo
magnético de 1 mT. As alterac6es na vascularizég@am estimadas atraves do célculo da
dimenséo fractal pelos métodos de contagem porl ol € dimensdo de informacéao
(Dinf). As dimensdes fractais da rede vascular das MGAdstram que CEM’s podem
interferir no processo de vasculogénese e angisgéagtra-embrionaria quando os ovos
foram expostos durante 2 horas e 3 horas por sdss@xposicao (6 e 9 horas por dia). Nesta
condicao experimental os CEM’s inibiram o procedsdormacao vascular extra-embrionaria
nas primeiras 24 horas de exposicdo (72 horas ésciorento vascular). Os valores

encontrados parapP(grupo 2 e 3) e R (grupo 2) em relagéo ao grupo controle nas 72shora
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do desenvolvimento vascular € mostrado na tabelafato do valor da R do grupo 3 ndo
apresentar uma diferenca estatistica em relacaacoatrole pode ser explicada pela
sensibilidade do método quando comparada ao mé®dontagem por caixas. Nas 24 horas
seguintes de exposicdo ao campo (96 horas de romx#c vascular) nenhum grupo
apresentou diferenca estatistica entre as dimerisiieais. 1sso sugere que depois das 24
horas de exposicdo ou o CEM passou estimular aafgion dos vasos ou que, € mais

provavel, passou a néo ter efeito sobre a redeilzasta MCA.

Alguns trabalhos tém estudado o processo angiogénit resposta a aplicacdo de
CEM’s em diferentes modelos experimentais. Balaastzhcolaboradores [2010] utilizando
um CEM sinusoidal de 40 mT em ovos de galinha corash que houve um efeito
antiangiogénico da rede vascular, pois houve urdacé® significativa do niumero e dos
comprimentos dos vasos sanguineos das MCA’s espastaCEM. Wanget al, 2009
utilizando trés modelos experimentais (cultura d¢VHCs - células endoteliais de veias
umbilicais humanas, camara de matrigel em ratodylCébservaram um efeito inibitorio
sobre a angiogénese devido a um menor numero de gdsfurcacdes das MCA’s de galinha
expostas ao campo magnético estatico (0.2 — 0ddvante 2, 7 e 9 dias. Ruggiero et al.
[2004], implantando esponjas contendo estimuladamgiogénicos (PGE-1 e soro fetal
bovino) em ovos de galinha, expostos a um cammgmétizo de 0.2 T detectaram a inibigdo
da angiogénese da rede vascular da MCA, porém @pado dos resultados obtidos neste
trabalho, eles né&o observaram alteracdo da vasmdseg. A justificativa para esta
discrepancia pode estar relacionada as condi¢cdpestas no experimento, diferenca no
tempo de exposicdo e na densidade de fluxo magngtidem ter contribuido para os
diferentes resultados obtidos. E importante obsequa Ruggiero et al. [2004] submeteram
0s ovos ao CEM no décimo primeiro dia de incubagéw fase em que a MCA do embrido

de galinha j& esta quase formada e com a vastagéo bem estavel [Dimitropoulou et al.,
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1998; Borges et al., 2003; Cimpean et al., 200&yri@ki; Accill, 2010] enquanto em nosso
trabalho o CEM foi aplicado quando os ovos conapdeh 48 horas de incubacao. Portanto,
a discrepancia entre os nossos resultados e afoshor Ruggiero et al. [2004] pode ser

explicada também devido aos diferentes estagidsradmcdo da MCA.

Trabalhos sugerem que o CEM pode atuar nos mecasisnais conhecidos no
processo de vasculogénese e angiogénese, ou @mja,as fatores de crescimento como o
VEGF, bFGF, TGHR3, interleucina 6. Promovendo a inibicdo ou o aumetd expresséo
desses fatores, dependendo da frequéncia e do t@enprposicdo ao CEM [Tepper et al.,
2004; Ruggiero et al., 2004; Okano et al., 2008nyvat al., 2009]. Uma vez que o CEM
esteja inibindo a expressao desses fatores progdmgcos, como VEGF e bFGF,
importantes para sobrevivéncia dos vasos sangyipemgavelmente houve ndo apenas um
retardo do desenvolvimento vascular mas a induedapdptose da células vasculares [Alavi

et al, 2003].

A aplicacdo do CEM em 3 sessfes de 1 hora naasfimiente para promover uma
alteracdo na formagé&o da rede vascular. Entretastesultados evidenciaram a presenga de
efeito janela, ou seja nenhum efeito foi obsengaando CEM foram aplicados em 3 sessoes
de 4 e 8 horas; contudo aplicacdes de CEM por 6her8s inibiram a vasculogénese e
angiogénese. Este tipo de efeito janela ja foi miasl® porCalota et al. [2005] no trabalho
com soro humano submetido aos CEMs, porém estenfamd ainda ndo € bem esclarecido.
Este efeito pode ser decorrente das células eralstedlém de outras células responsaveis
pela sintese e liberacdo de fatores de crescimeonm de outras estruturas responsaveis pelo
mecanismo de formacdo dos vasos sanguineos sam@tas condicdes de CEM, passando

a ndo apresentar mais as influéncias da acéo dosobM elas.
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Conclusao

Em conclusdo este estudo sugere que o campo edgneético de 1 mT e 60 Hz
quando aplicado entre 48 e 72 horas de incubag#i, ia angiogénese e vasculogénese na
membrana corioalantéide de embribes de codornpleado em sessdes de 2 horas (6 horas
por dia) e 3 horas (9 horas diarias). No entantcarapo eletromagnético néo influenciou a
vascularizacdo da membrana corioalantéide de cadae aplicado em 3 sessdes de 1 (3
horas diarias), 4 (12 horas diarias) e 8 horadh(2ds). Aplicacdo do campo eletromagnético
de 72 até 96 horas de incubacéo, nédo inibiu vagéokse e angiogénese da rede vascular da

membrana corioalantdide de codorna, independenterdertempo de exposi¢ao.
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Tabela 1. Grupo experimental relacionado a expizdo de CEM

Grupos Numero de Tempo de exposicdo Intervalo entre as Tempo total de
Individuos ao CEM (horas) exposicdes (horas) exposicdo ao
CEM por dia
Controle 20 e s e
Grupo 1 20 1 hora 7 horas 3 horas
Grupo 2 20 2 horas 6 horas 6 horas
Grupo 3 20 3 horas 5 horas 9 horas
Grupo 4 20 4 horas 4 horas 12 horas
Grupo 5 20 24 horas e X ds

Tabela 2. Média e desvio padrdo das DFs dosugos experimentais por periodo de

incubacéo

Periodo de 72 horas 96 horas
incubacgéo

Grupos n Dy Dt n Dy Dint
Controle 7 1,26+0,04 1,30+0,036 6 1,29+0,032 3210,032
Grupo 1 6 1,22+0,042 1,26+0,040 4 1,25+0,025 2940,022
Grupo 2 7 *1,19+0,025 *1,23+0,026 5 1,2540,05 12942
Grupo 3 14 *1,20+0,045 1,24+0,041 8 1,2840,027 3110,024
Grupo 4 10 1,26+0,037 1,30+0,035 7 1,30+0,03 3340,027
Grupo 5 15 1,22+0,028 1,26+0,029 13 1,29+0,030L,33+0,030

* p<0.05, apresentando diferenca sigaifia
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Figura 1. Redes vasculares sanguineas da MCA e corresposdeatgens esqueletizada (imagem de
fundo em branco e vasos em preto). Rede vasculdiC#ado embrido de codorna de uma amostra do
grupo controle (A) e sua imagem esqueletizadar@e vascular da MCA com a aplicacdo de duas

horas de CEM (B) e sua imagem esqueletizada (D).
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Abstract

Electromagnetic fields (EMFs) can alter the dynabebtavior of blood vascularization and

may have a stimulatory or a inhibitory effect owndd vessels growth. The fractal geometry
has been used in several studies as a possibleaatgscribe the development of blood
vascular network. In this work we calculated thacfal dimension by the methods of box-
counting and information dimension to evaluate tlevelopment of blood vessels of

chorioallantoic membrane (CAM) from quail embrydeafexposure to electromagnetic field
(EMF) with magnetic flux density of 1 mT and fremey 60 Hz. Ours results showed that
exposure to EMF in intervals between 48 and 72 fiofiincubation inhibited the growth of

blood vascular network in quail CAM if applied the interval of 6 hours per day (three
sessions of 2 hours) and 9 hours per day (thresosessof 3 hours daily). However, the EMF
applied in intervals shorter than 6 and bigger tAamours did not affect the vasculogenesis
and angiogenesis of vascular network of quail CAMen as exposure to the EMF between

72 and 96 hours of incubation.

Keywords: vasculogenesis, angiogenesis, choridali@nmembrane, fractal dimension,

electromagnetic field
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Introduction

The study of blood flow distribution through th@crovasculature is important for
understanding the mechanisms involved in tissudinggegpain control on local circulatory
disturbances and many other processes. EMFs warerddrated to be able to change these
same processes [Bassett, 1993; Shupa@3; McKay et al., 2007]. Balanezhad et al. [2010]
showed that an EMF of 40 mT and 50 Hz can inhibgi@agenesis in CAM of chicken
embryo by decrease the number and the length oldblessels. Furthermore, pulsed EMFs
can induce angiogenesis and vasodilation in theegfemoral region of rabbits [Ishida et al.,
2008]. Li et al. [2007] observed that static magnéelds of 1 and 10 mT prevented the
growth of endothelial cells, while the magneticldieof 0.1 mT did not influence the
proliferation of these cells. The main effect of tinagnetic field of 10 mT is the induction of
endothelial cells apoptosis and enhanced expressiomascular cell adhesion molecule
(VCAM-1) and intercellular adhesion molecule (ICAM-

The knowledgef the intensity, frequency and time exposure of EMiesfactors that
are involved in the different effects on the forioatof blood vessels as stimulatory or
inhibitory. Therefore, details of the effects of EMon the microvasculature are not fully
elucidated because some works show contradictidosever, it is a well established fact
that EMFs can modify biological structures and muoles involved in cellular signaling
processes and may thus cause functional changesmious cell types including endothelial

cells [Frey, 1993Ruggiero et al., 2004, Balanezhad et al., 2010].

The blood vascular system is a complex networkrahthing and tubular structures
of different sizes that are irregularly distributedvarious tissues which compose the organs.
This network is well established fractal objdae to its self-similarity, irregularity, fractioha

dimension and dependence on a scale of observ@Baaz et al., 2005]. The fractal
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dimension has been used as a reliable parametevaloiate the vascular growth and to
diagnose diseases on the vascular system and difggrostics that depend on the vascular
system, such as monitoring the effectiveness inotumnti-angiogenic therapies, anti-
proliferative therapies in autoimmune syndromes egtthopathies [Mancardi et al., 2008,

Kunick et al. 2009].

In the study with CAM of chicken embryos, Vico ét[4998] showed that the fractal
dimension of the vascular network of the CAM fro®0lhours of vascular growth reaches a
value around D = 1.7, corresponding to a stabibmabdf the vascular architecture. Parsons-
Wingerter et al. [1998] calculated the fractal dimsien of the CAM vascular network of quail
embryos obtaining a value D = 1.49 for the ninti anbryo, moreover these authors showed
that the fractal dimension of the vascular systemCAM increased when treated with
fibroblast growth factor (bFGF) and decreased wineated with angiostatin, confirming the

inhibitory effect of angiostatin on vascularization

In the present work we used the fractal dimens®m &ool for detected the effect of
electromagnetic field of 1 mT and 60 Hz on the dmwment of vascular network in

chorioallantoic membrane of Japanese quail emkgoturnix japonicd.
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Materials and methods

Eggs incubation and CAM preparation

We used 120 quail eggsCgturnix japonica yielded by the Small Animal
Experimental Station of Universidade Federal RdeaPernambuco (UFRPE) in the Carpina
city. The eggs were incubated at a temperature & 3C and relative humidity of 60%, in an
incubator developed in the Laboratory of Theorétic&Experimental and Computational
Biophysics (LABTEC) - UFRPE. The incubator is adaptto Helmholtz's coil (Phywe/
Germany) to application of EMF. In the second ddyir@ubation small windows of
approximately 3 crwere opened on the eggs shell, and it was remanet/erage of 2.5 ml
of albumen and coated with PVC film (polyvinyl chtte). All the eggs were exposed to
EMF during 48 hours of incubation and the fractah@hsions were calculated at 72 and 96

hours of incubation.

Formation of groups and exposure to EMF

Six groups were formed, each of them containing@fs. The procedure for exposure
of eggs to EMF was carried out according to tabénd the observations were performed in

72 and 96 hours of incubation.

Table 1 here

85



Image capture, digitalization and segmentation

The vascular networks of the CAM were photographétt a digital camera Sony
Cyber-shot DSC W-130 (8.1 megapixels) and the imaggre digitized in a IBM compatible
computer. The images were taken by framing theeentindow of access to CAM, limited by
the minor axis of the egg, which ranged from 28262 cm according to the sizes of eggs.
The digital images (1920x1080 pixels) were procgdsecalculate the fractal dimension of
the vascular network as followirst, the images were segmented manually by tiveogbft®
Paint to separate the blood vessels of the refiteoimages. The images of the vessels were
traced by a line corresponding to one pixel thadker the images were binarized (background
image in black and vase in white) also using therbioft® Paint program and then the
software Benoft" 1.3 Fractal Analysis was used to calculate thetdiadimensions of blood

vessels images.

Fractal analysis

The methods used to calculate the fractal dimensiere the box-counting (9 and
the information dimensions (). The Oy is obtained by covering up the fractal object with
N (r) boxes containing at least one point of tleetial object. This procedure is repeated with
boxes of different sizes and draws up a doubleglagh of N (r) in function on the sides of
boxes r [Kunick et al., 2009]. The slope of thiggn with the inverted signal is the box-

counting dimension, which can be defined formaipthe following expression:

~ [(ogN (r + &) —logN (r)
Dbc = lim
£-0 log(r +¢) —logr
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The Dy is a method capable to characterize the fraatattstre that is not homogeneous in its
invariance of scale, in this case the object ie atsvered by boxes, but it takes into account
the relative probability of occupancy of the eletaey boxes used to cover the fractal object,
in other words, the size will depend on the fregqewith which each box is visited. As

defined by the following expression:

Dinf = lim

&-0

(S(r+e)—5()
llog(r +¢)—logr

Where S(r) = - limy_,, Z?':(f) m; log(m;) is called the Kolmogorov entropy. N is the
number of boxes, mi = Mi/ M, and Mi is the numbépoints in the f box and M is the total

number of points on the fractal object [Kunick ket 2009].

The calculation of R through the software Bendlt 1.3 Fractal Analysis System was
conducted with 22 sets of different sizes boxes, lémgth of the larger box side was 270
pixels and the reduction coefficient of the boxesizas 1.3. The calculations of thg:Dvere
used nine sets of different sizes boxes, the leofjthe larger box side was 270 pixels and the

reduction coefficient of box size was 2.0.

Statistical analysis

After the calculation to obtain the fractal dimewsiof each vascular network of the
CAM, the differences between experimental groupseveyaluated using the Kruskal-Wallis
test with Dunn's post-hoc, because the samplesndidfollow a normal distribution of
according to the Shapiro — Wilk’s test, so we addp nonparametric test more appropriate

to compare the six groups of independent samples.
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Results

Figure 1 shows the vascular network of the CAM ahitjembryo from 72 hours
incubation and its corresponding skeletonized imfagethe control group and the exposed
group to EMF per 6 hours. By visual inspectionsitimpossible to distinguish the different
images of the chorioallantoic membranes. The setatien of images also did not allow
observing possible differences. Therefore, it isessary to use a finer tool that can really
quantify small differences in both the developmehtthe vascular tree in their different

growth stages and possible changes in its developimituenced for EMF.

Figure 1 here

In Table 2, we can observe that the groups showetples of different sizes, this
occurred due to the death of the embryos duringinlbabation and by the presence of
unfertilized eggs. These groups were compared dicgpto the following categories, values
Dpc to 72 hours, i to 96 hours, B to 72 hours and i to 96 hours. The statistical tests of
Kruskal-Wallis and Dunn post-hoc showed that grolipd and 5 in 72 hours of incubation
showed no significant differences when comparedht control group for both types of
dimensions used {2and DOy). Unlike the values R of the groups 2 and 3 andg,Dvalues of
group 2 showed significant differences by Dunn& (p <0.05). The information dimension
of group 3 did not differ significantly of contrgroup. After 96 hours of incubation, none of
the groups showed statistical difference in fradtalension compared to control group as by
the method of box-counting dimension,.Op = 0.095) as by the method of information

dimension Ry (p = 0.067) .
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Table 2 here

Discussion

The fractal analysis has been shown as an adetp@irique to detect changes in
various biological systems [Schulze et al., 20@&veral studies have used fractal geometry
as an appropriate tool able to describe the ewnludf the blood vasculature in various animal
models. One of these models is the CAM of chickssh guail embryo which allows the study
of the development of vascular network in a babidalo-dimensional structure and that may
facilitate the understanding of signaling procesmas cellular interactions that are involved
in vasculogenesis and angiogenesis [Risau, 19%ig.nethod i has been used by Kirchner
et al. [1996] to quantify the behavior of angiogaadrom images of normal CAM and with
tumor graft. This form of morphometric analysiscalwas used to assess the effects of
molecules that induce or inhibit angiogenesis ameklbeen reported in the work of Parsons-
Wingerter et al. [1998, 2000] and Vyboh et al. [@DIThe method of R has also been used
to measure other structures or microorganisms, sscthe work done by Golinski et al.
[2008] which used the method to evaluate the flagtawth of infected fungal colonies by
mycovirus. The B is another way to obtain the fractal dimensiona isiethod that makes
inference based on the probability of occupancthefboxes used to cover the fractal object,

allowing a more precise measurement of the frantipdct [Kunick et al. 2008].

Several studies have focused on the behavior dyisanfiiblood vessels after exposure
to EMF, stimulating [Roland et al., 1999, Ishidaaét 2008] or inhibiting the angiogenesis
[Cameron et al.,, 2005], stimulating the vasculogendBekhite et al., 2010] and the

arteriogenesis [Okano et al., 2008]. Other actiamfs EMFs are vasoconstriction,
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vasodilatation [McKay et al., 2007], inhibition @froliferation and apoptosis of vascular

endothelial cells [Li et al., 2007].

In the present study we have used the fractal aisaly determine the dynamics of the
growth of the vascular network under the actiorEMF with extremely low frequency (60
Hz) and magnetic flux density 1 mT. Changes in ulszation were estimated by
calculating the fractal dimension by box-countifilp) and information dimension method
(Dinf). The fractal dimensions of CAMs vascular netwsHow that EMFs can affect the
process of vasculogenesis and extra-embryonic gegeasis when eggs were exposed to the
intervals between 6 and 9 hours per day. In thervals the EMFs inhibited the process of
extra-embryonic vascular formation in the first Rdurs of exposure (72 hours of vascular
growth.) The values found foryP(group 2 and 3) Dinf (group 2) compared to congpaup
at 72 hours of vascular development is shown ine€labThe fact that the valug,pof group
3 did not show a statistical difference comparedawtrol group that can be explained by the
sensitivity of the method when compared to the boxating method. For subsequent 24
hours of exposure to EMF that was 96 hours of vasayrowth, the groups did not show
statistical difference between the fractal dimensioThis suggests that after 24 hours of
exposure or the EMF passed to stimulate the foomaif blood vessels or, more likely, that

had not effect on the vascular network of the CAM.

Balanezhad and colleagues [2010] used a sinusBi& of 40 mT in chicken eggs
and suggested that this EMF induced a significadtiction in the number and lengths of the
blood vessels of CAM. While, Wang et al. [2009]us/ng three experimental models: culture
of HUVECs — human umbilical veins endothelial celthamber matrigel in mice, CAM
observed an inhibitory effect on angiogenesis dweatsmaller number of vessels and

bifurcations of chicken CAMs exposed to static netgnfield (0.2 - 0.4T) for 2, 7 and 9
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days. Ruggiero et al. [2004] implanting spongestaioing angiogenic stimulators (PGE-1
and fetal calf serum) in chicken eggs exposed toagnetic field of 0.2 T detected the
inhibition of angiogenesis of the vascular networkthe CAM, but differently from our
results they did not observe change in vascul®ien€he reason for this discrepancy may
be related to the conditions imposed in the expamimthe difference in exposure time and
magnetic flux density may have contributed to thiedent results. It is important to note that
Ruggiero et al. [2004] treated the eggs with an EMikhe eleventh day of incubation, a stage
at which the CAM of chicken embryo is almost formadd the vascularity to be stable
[Dimitropoulos et al., 1998, Cimpean et al., 20@brielli; Accill, 2010] while in our work
EMF was applied when the eggs completed 48 hounscabation. Therefore, the difference
in our results and those obtained by Ruggiero .ef2@04] can also be explained due to the

different stages of formation of the CAM for chickembryo.

Studies suggest that EMFs may act over known factor the process of
vasculogenesis and angiogenesis, such as growtiordatke VEGF, bFGF, TGIB;
interleukin 6. The stimulation or inhibition ofa@lexpression these factors, depending on the
frequency and duration of exposure to EMF [Teppat.e2004, Ruggiero et al., 2004, Okano
et al., 2008, Wang et al., 2009]. Once EMF is agaysi reduction in the expression of pro-
angiogenic factors such as VEGF and bFGF, thaingpertant for survival of blood vessels,
probably is inducing the apoptosis of vascularscetl leaving to inhibition of vases growth
[Alavi et al. 2003].

The results showed that the application of EMFhminterval of 48 to 72 hours to the
blood vessels of CAM with low exposure in threess@ss of 1 hour was not sufficient to
promote a change in the formation of vascular n&kwidone effect was observed when EMF
were applied in three sessions from 4 and 8 hddwosvever applications for three sessions

from 2 and 3 hours inhibited the vasculogenesisargiogenesis showing that the action of
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the EMF is dependent of the time exposure andritensity of EMF. This effect is called of
window effect that has been observed by Gagdtal. [2005] when was working with human
serum subjected to EMFs, but this phenomenon isvetitunderstood. This effect can be due
to endothelial cells, or other cells responsiblesiynthesis and release of growth factors, and
other structures responsible for the formation raa@m of the blood vessels to adapt the

action of EMF.

Conclusions

In conclusion this study suggests that 1 mT andH@0electromagnetic field when
applied between 48 and 72 hours of incubation bitddl angiogenesis and vasculogenesis in
the quail chorioallantoic membrane if applied issens of 2 hours (6 hours per day) and 3
hours (9 hours daily). Nevertheless, the electroraig field did not influenced the
vascularization of quail chorioallantoic membrahapplied in 3 sessions of 1 (3 hours daily),
4 (12 hours daily) and 8 hours (24 hours). Appilarabf electromagnetic field after 72 to 96
hours of incubation, did not inhibit vasculogenesisl angiogenesis of vascular network from

quail chorioallantoic membrane, regardless of expoime.
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Table 1. Experimental group related to EMF exposure

Groups Number of Exposure time to  Interval between Total time of

individuals EMF (hours) exposures (hours) daily exposure
to EMF

Controle 20 e s e
Group 1 20 1 hour 7 hours 3 hours
Group 2 20 2 hours 6 hours 6 hours
Group 3 20 3 hours 5 hours 9 hours
Group 4 20 4 hours 4 hours 12 hours
Group 5 20 24 hours - 24 hours
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Table 2. Mean and standard deviation of the fractatlimensions of the experimental
groups by incubation

Incubation 72 hours B6éurs

Groups n Doc Dinf n Dbc Dint

Control 7 1.26+0.04  1.30%0.036 6 1.29+0.032 1.3@30.
Group 1 6 1.22+0.042 1.26+0.040 4 1.25+0.025 1.9

Group 2 7 *1.194+0.025*1.23+0.026 5 1.25+0.05 1.29+0.042

Group 3 14 *1.20+0.045 1.24+0.041 8 1.28+0.027 1.31+0.024

Group 4 10 1.26+£0.037 1.30+0.035 7 1.30+0.03 1.3320

Group 5 15 1.22+0.028 1.26+0.029 13 1.29+0.030  HO3BO

*p < 0.05 shows significance difference
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Figure 1. Blood vascular networks of the CAM and correspogdkeletonized images (background
image in white and vases in black). CAM vasculawoek from quail embryo of a control sample (A)
and its corresponding skeletonized image (C); CAddcular network with application of 2 hour of

EMF (B) and its corresponding skeletonized imdgje (
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