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RESUMO

Objetivos: Desenvolver um modelo animal de neovascularizagdo retiniana através
de uma ou duas inje¢cdes do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) 165
na cavidade vitrea de coelhos. Avaliar esse modelo com angiografia fluorescente
(AF), tomografia de coeréncia Optica (OCT) e analise histopatolégica. Materais e
meétodos: Doze coelhos foram divididos em trés grupos. Grupo | (n=3) recebeu
injecdo intra-vitrea de 0.1 mL de solucdo salina balanceada (grupo controle). Grupo
Il (n=6) recebeu 10 pg de VEGF no dia 0O; grupo lll foi aplicado 10 pg de VEGF no
dia 0 e 7. O acompanhamento (dia 0,3,7,14,21,28) incluiu fotografia colorida do
fundo de olho, AF, OCT e exame histopatolégico. Os olhos foram removidos e
corados com hematoxilina e eosina (HE). Resultados: Os animais do grupo |
(controle) ndo apresentaram alteracdes no globo ocular durante os 28 dias de
acompanhamento. Por outro lado os olhos do grupo Il (uma injecdo de VEGF)
demonstraram ap6s 72 horas da aplicacdo dilatacdo e tortuosidade dos capliares
retinianos, ja a neovascularizacdo foi detectada no dia 7 e regrediu na segunda
semana. No grupo Il (duas inje¢cdes de VEGF) o vazamento dos capilares retinianos
e a neovascularizacdo se acentuaram até o dia 14 e ao final do acompanhamento
tanto a histologia como o OCT evidenciaram o descolamento de retina tracional. O
estudo histopatolégico demonstrou um aumento no tamanho do calibre dos vasos
tanto do grupo Il e lll ao se comparar com o controle. Conclusé&o: Os resultados
demonstram um modelo animal eficiente e confidvel de neovascularizacdo de retina
pela AF, OCT e histopatologia. Uma injecdo de angiogénico desenvolve a
neovascularizacdo de retina que regride ap0s sete dias, jA duas aplicacdes
desenvolvem uma neovascularizacdo mais intensa, que apds quatro semanas evolui
para o descolamento de retina.

Palavras-chave: VEGF. Neovascularizacao de retina. OCT. Angiofluoresceinografia.
Modelo animal.



ABSTRACT

Purpose: To create an animal model of retinal neovascularization using one or two
injections of endothelial growth factor (VEGF 165) in the rabbit's vitreous cavity.
Analyze this model with fluorescein angiography (AF), ocular coherence tomography
(OCT) and histopathologic examination. Materials and Methods: Twelve rabbits
were divided into three groups. Group | (=3) received sham intravitreous injections of
0.1 mL of BSS. Group Il (n=6) received a 10 ug intravitreal injection of VEGF165 on
day O; and those in group lll (n=3) received two 10 ug intravitreal injections of
VEGF165, one on day 0 and the second on day 7. Follow-up evaluations (days 0, 3,
7, 14, 21, 28) included fundus color photographs, FA, OCT and histopathologic
examinations. Enucleated eyes were removed and stained with hematoxylin and
eosin. Results: The animals of group one did not show ocular’'s abnormality during
the follow up period. On the other hand group Il was associated with dilatation and
tortuosity of retina blood vessels, developing within 72 hours. Retinal
neovascularization was present by day 7 and had regressed by day 14. In group I
(two injections), leakage and neovascularization increased up to day 14 and by the
end of follow up the OCT and histopathology findings showed a tracional retinal
detachment. The histologic findings demonstrated an increase in vessel size in
groups Il and 1l when compared with control. Conclusion: The results demonstrated
an efficient, sustainable, reliable model of retinal neovascularization as demonstrated
by FA, OCT and histopathology. One injection of VEGF165 created
neovascularization that peaked after 1 week. Two injections created a more intense
neovascularization which, after 4 weeks, evolved to retinal detachment.

KEYWORDS: VEGF. Retinal neovascularization. OCT. Fluorescein angiography.
Animal model.
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1 INTRODUCAO

A formacdo de novos vasos ocorre tanto em situacdes fisiologicas como a
embriogénese, o ciclo reprodutivo feminino e o processo de reparacdo tecidual,
guanto em situacfes patoldgicas. (CARMELIET, 2003; CLEAVER,; MELTON, 2003).
O crescimento tumoral e metastatico, assim como doencas vasculares no fundo de
olho (retinopatia diabética, degeneracdo macular, retinopatia da prematuridade,
oclusbes vasculares), estdo relacionados com a angiogénese patologica
(FOLKMAN, 1971; CARMELIET, 2003). Tais doencas vasculares sdo as principais
causas de cegueira no mundo (KLEIN, 1984). Evidéncias clinicas e experimentais
comprovam a associacdo entre a neovascularizagdo encontrada nas doencas
vasculares da retina com o aumento dos niveis de VEGF (fator de crescimento
vascular endotelial), especialmente o subtipo VEGF A165 (AIELLO et al.,, 1994;
WELLS et al., 1996).

Com o surgimento das terapias intraoculares anti-VEGF (bevacizumab -
Avastin® - e - ranibizumab - Lucentis®; Genentech, Inc, San Francisco, USA),
ocorreu um notdério benefico no tratamento das patologias oculares citadas
previamente (ROSENFELD et al., 2006; SOHEILIAN et al., 2009). Entretanto, varios
pontos precisam ser esclarecidos a respeito dessas e, principalmente, das novas
drogas antiangiogénicas que surgirdo, dentre eles a duragcéo da acéo, a toxicidade, a

eficacia e a dose ideal.

No intuito de compreender melhor 0os mecanismos da angiogénese,
inUmeras pesquisas vém sendo realizadas para modular e inibir a neovascularizagéo
patolégica. Desta maneira, a criacdo de um modelo experimental de
neovascularizagdo retiniana com o VEGF165 (a principal isoforma da

neovascularizagdo ocular) é relevante para avaliar os tratamentos atuais e futuros.



1.1 OBJETIVO

O objetivo deste estudo €é desenvolver um modelo animal de
neovascularizagcdo retiniana por meio de uma ou duas injecdes do fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF) 165 na cavidade vitrea de coelhos, além
de avaliar esta neovascularizacdo por retinografia, angiografia, tomografia de

coeréncia oOptica e histologia.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Retina

2.1.1 Retina Humana

A palavra retina tem origem no termo latino rete, que significa “rede”. A
retina € um tecido fino, delicado e transparente, composto por células de origem
neuroectodérmica, € um prolongamento do sistema nervoso central. Na retina,
existem células especializadas que absorvem a luz e a transformam em estimulos
nervosos, que sao levados pelo nervo éptico para o cérebro, no qual ocorre a
compreensao da imagem. A espessura retiniana varia de 0,56 mm a 0,1 mm. Em
sua superficie interna, encontra-se o corpo vitreo; externamente, existe a coroéide, a

tunica vascular do globo ocular.

O suprimento metabdlico da retina € promovido por duas vias: artéria central
da retina e seus ramos, que nutrem os dois tercos da retina interna, e a coriocapilar
(segmento mais interno da coréide), que nutre a porcdo mais externa da retina. A
artéria central da retina penetra o nervo éptico um centimetro atras do globo ocular.
Ela emerge do disco Optico e se divide em quatro ramos que se espalham na retina
desde a membrana limitante interna até a camada nuclear interna (HOGAN et al.,
1971). O restante da retina neurosensorial, bem como o epitélio pigmentar retiniano
(EPR), é nutrido pela coriocapilar, uma camada Unica de capilares coroidianos
contendo endotélio fenestrado que permite a passagem dos nutrientes. As veias
retinianas deixam a retina pela veia central que atravessa o disco 6ptico e entra no

seio cavernoso ou na veia oftalmica superior.

A topografia da retina pode-se distinguir em duas zonas: a central, de 5 a 6
mm de didametro, que compreende a area macular responsavel pela visdo de

detalhes, e a zona mais externa, que corresponde a retina periférica. A retina é

composta pela porcdo neurosensorial (9 camadas) e uma camada mais externa:



epitélio pigmentar retiniano (EPR). Essas camadas podem ser facilmente
observadas numa preparacédo histologica (Figura 1A) e podem ser assim descritas,
conforme HOGAN et al. (1971):

1) O Epitélio pigmentar retiniano (EPR) é formado por uma Unica camada de
células cubdides fundamental para o metabolismo retiniano. Forma a barreira
hemato-retiniana externa entre a cordide e a retina neurosensorial, participa do
metabolismo da vitamina A e da fagocitose dos segmentos externos dos cones e
bastonetes, além de conter granulos de melanina que absorvem a luz e evitam a

reflexdo da mesma no interior do globo ocular.

2) A Camada de fotorreceptores (CFR) é formada pelos segmentos internos
e externos de dois tipos de células, cones e bastonetes, responsaveis pela
transducédo, ou seja, a transformacdo da luz em impulsos elétricos. O segmento
interno de fotorreceptores € formado, basicamente, por organelas celulares que
geram a energia necessaria ao segmento externo no qual se concentra o pigmento

visual que capta a luz.

3) A Membrana limitante externa (MLE) é uma delicada estrutura com
fenestracfes pelas quais passam fibras oriunda dos cones e bastonetes. Essa
membrana é formada pelos complexos juncionais das células de Muller e células

fotorreceptores adjacentes.
4) A Camada nuclear externa (CNE) contém os nucleos de fotorreceptores.

5) A Camada plexiforme externa (CPE) & onde os axdnios dos cones e

bastonetes entram em sinapse com os dendritos das células bipolares e horizontais.

6) A Camada nuclear interna (CNI) é formada pelos nucleos de cinco tipo
celulares: horizontais, amacrimas, bipolares, Muller e interplexiforme. As células
horizontais, assim como as amacrimas, ndo sao neurrénios tipicos, mas ajudam a
modular o estimulo elétrico. As células bipolares sdo neurdnios de primeira ordem e
fazem a conexdo com os fotorreceptores. As células de Muller sdo responsaveis
pelo suporte estrutural, uma vez que ocupam toda a espessura da retina. Além
disso, sdo essenciais para a o isolamento das sinapses retinianas, assim como a

absorcao e transporte de metabdlicos (glicose) e sua posterior distribuicao.



7) A Camada plexiforme interna (CPIl) representa a jungdo entre oS
neurdnios da 1% e 2% ordem, respectivamente os axonios das células bipolares e os
dendritos das células ganglionares. E o local onde as interacdes modulam o
estimulo que sera levado ao cérebro e a segunda — e Ultima — regido sinaptica da

retina.

8) A Camada ganglionar (CG) € constituida pelos corpos das células

ganglionares.

9) A Camada de fibras nervosas (CFN) consiste nos axfnios das células
ganglionares que se distribuem em feixes de fibras amielinicas paralelamente a

superficie da retina, convergindo para o disco 6ptico e formando o nervo éptico.

10) A Membrana limitante interna (MLI) € uma fina camada de 0,5 micra de
espessura situada entre a retina e o vitreo. E formada pelas terminacées das células

de Muller e fibras do colageno que originam o vitreo.

2.1.2 Retina de Coelho

Os coelhos sdo mamiferos de facil manipulacdo e adequados para pesquisa
ocular, sendo as fémeas mais facilmente manipulaveis. Apesar da anatomia dos
olhos de coelhos apresentar algumas peculiaridades, ndo ha muitas diferencas
significativas em relagé@o as estruturas oculares de humanos. O cristalino dos olhos
dos coelhos apresenta um diametro antero-posterior grande, estendendo-se até a
cavidade vitrea e, portanto, limitando o diametro antero-posterior da cavidade vitrea
a poucos milimetros (PRINCE, 1964). Por esta razdo, necessita-se cautela durante a
injecao intravitrea pela possibilidade de toque cristalino durante o procedimento.

Apesar da similaridade histologica da retina de coelhos e humanos (Figura 1),
€ necessario destacar que a retina de coelhos apresenta duas peculiaridades
anatdbmicas visiveis a patologia macroscépica que lIhe conferem caracteristicas
especiais e sdo achados anatdémicos importantes para a experimentacao cientifica: a

camada de fibras nervosas e 0s vasos retinianos.
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Figura 1. Comparagéo das camadas histologicas entre as retinas humana e do coelho com as dez

camadas retinianas. A, Corte histol6gico da retina humana. B, Corte histologico da retina de coelho.

O coelho apresenta um disco 6ptico localizado no terco superior da retina,
mais ovalado e com uma grande escavacdo central. Oriundas do disco Optico
existem duas faixas brancas, uma orientada para o setor nasal e a outra, para o
temporal. Ambas sao constituidas de fibras de mielina que diminuem a medida que
se aproximam da periferia (Figura 2A). Esta caracteristica fundoscopica dos coelhos
€ denominada raios medulares, uma estrutura anatdbmica composta pelos axénios
mielinizados das células ganglionares que se estende cerca de 2-4 mm superior e
inferiormente. A vascularizacdo nos coelhos é, de certa forma, semelhante a dos
humanos, ja que os vasos centrais da retina (artéria e veia) penetram e deixam o
globo ocular através da cabecga do nervo Optico. Entretanto, os vasos retinianos
estendem se temporalmente e nasalmente ao nervo Optico em sentido horizontal, ao
longo dos raios medulares peri-papilares na interface vitreo-retiniana (figura 2A). O
restante da retina é, de certa forma, avascular, jA que sua nutricdo depende da

coriocapilar.



De acordo com PRINCE (1964), o estudo histologico em olhos de coelhos
demonstra uma estrutura semelhante a humana num corte que ndo compreende 0
raio medular e uma hipertrofia da camada de fibras nervosas na regido do raio
medular (Figura 2B). Os componentes celulares encontrados no coelho sdo: EPR
(maiores se comparados ao epitélio pigmentar da retina de humanos);
fotorreceptores (basicamente compostos por bastonetes e, com menor frequéncia,
cones atipicos), células horizontais, bipolares, amacrinas, ganglionares e as de
Muller (presentes difusamente pela retina). Entretanto, na retina dos coelhos pode
detectar-se células que ndo encontramos em humanos, como as células gigantes

localizadas na camada nuclear interna.

Figura 2 — Retinografia e corte histolégico préximo ao nervo éptico. A, Foto colorida do fundo do olho

do coelho. B, Corte histoldgico na area demarcada pela faixa branca na retinografia demonstra a
hipertrofia da CFN na area da fibra de mielina ao redor da cabeca do disco Optico. A seta preta

demonstra a posicao dos vasos retinianos na superficie das fibras de mielina.

2.2 Exames para o estudo da retina



2.2.1 Angiografia Fluorescente

Surgida em 1961, a angiofluoresceinografia € um exame que se baseia na
injecdo de fluoresceina sddica na corrente sanguinea para avaliar e documentar, por
fotos e videos, a dinamica da circulacao retiniana. Além disso, permite avaliar as

condicBes do epitélio pigmentado da retina.

A fluoresceina sddica € uma substancia fluorescente, ou seja, ao ser exposta
a uma radiacao eletromagnética de determinado comprimento de onda, emite luz de
comprimento de onda pouco maior. Isso se da em funcdo da absorcédo de parte da
energia radiante, promovendo excitacdo molecular com os elétrons passando para
um nivel energético maior, liberando a energia absorvida sob a forma de
fluorescéncia. Para que esse processo ocorra, o retindgrafo emite um flash de luz
gue estimula a fluoresceina nos vasos retinianos e que, ao ser estimulada, emite
uma luz verde que sera refletida no retindgrafo, o qual seleciona apenas a luz
fluorescente para formar a imagem angiografica. Dependendo do sistema de captura
do retinégrafo, também é possivel realizar a fotografia colorida da retina, ou seja, a

retinografia.

O tempo decorrido entre a injecdo do contraste e o surgimento dele na artéria
retiniana varia de 8 a 12 segundos. As fases do angiograma progridem da seguinte
forma: coroidiana (fluorescéncia difusa sem contraste nos vasos retinianos), arterial,
venosa precoce, capilar (contraste tanto nas artérias como nas veias), venosa tardia
(auséncia de contraste nas artérias) e tardia, que se caracteriza pela auséncia de
contraste nos ramos vasculares retinianos. Didaticamente, os achados angiograficos

séo divididos em hipofluorescéncia e hiperfluorescéncia (MAIA, 2003).

A hipofluorescéncia pode ocorre por bloqueio da fluoresceina, por exemplo,
uma hemorragia pré-retiniana que impede a visualizacdo do contraste dentro dos
vasos retinianos. Além disso, as proliferac6es do EPR , como acontece no nevus de
coroide e corioretinites cicatrizadas, podem criar uma hipofluorescéncia. Outra causa
desse achado angiografico é a interrup¢cdo do transito sanguineo tanto arterial ou
Venoso, como ocorre nas oclusdes vasculares. Ja a hiperfluorescéncia se

caracteriza pelo aumento da fluoresceina em determinada area em relacdo as



circunvizinhas. Destaca-se o efeito em janela, no qual, pela degeneragao ou atrofia
do EPR (degeneracdo macular atrofica e distrofias retinianas), o contraste presente
nos vasos coroideos é destacado. Outra causa de hiperfluorescéncia € o acimulo de
contraste no espaco sub-retiniano (membrana neovascular na degeneracdao macular
exsudativa) e intraretiniano (edema macular do diabético). Os vasos neoformados,
encontrados em casos de retinopatia proliferativa, apresentam uma

hiperfluorescénica marcante devido ao intenso e extenso vazamento do contraste.

Talvez a melhor indicagdo deste exame seja para o paciente diabético, ja que
€ possivel avaliar &reas de ndo perfuséo capilar e edema macular, além de detectar
microaneurismas e, especialmente, neovasos, 0 que muda completamente o
tratamento nesses pacientes, uma vez que receberdo tratamento para retinopatia

diabética proliferativa.

2.2.2 Tomografia de Coeréncia Optica

A tomografia de coeréncia optica (OCT) € um exame de alta resolucédo ndo-
invasivo e de ndo-contato, que utiliza a luz pr6xima ao infravermelho (840nm) num
sistema de interferometria e produz imagens seccionais da retina. Pela sua alta
resolucédo, a nitidez da imagem tomografica € comparada aquela obtida por meio da
microscopia optica, comparando-se a uma biopsia in vivo. O OCT permite aplicacdes
em diversas areas da medicina, ja que a luz infravermelha pode ser apresentada por
meio de um cateter e usada, praticamente, em todo lugar do corpo. Existem diversos
relatos do uso dessa tecnologia para avaliar placas aterosclerdticas na cardiologia,
além de sua precisdo também na dermatologia, oncologia e gastroenterologia (ZYSK
etal., 2007; OSIAC et AL., 2011).

O principio de formacédo da imagem do OCT é similar ao do ultrassom, com
a excecao de que, neste caso, é empregada a luz ao invés do som. Outra diferenca

€ a resolucdo do OCT que chega a ser de 10 a 15 vezes superior ao ultrassom.



10

Entretanto, como a penetracdo da luz nos tecidos € muito limitada em opacidades de

meios, a deteccdo das imagens ndo se faz possivel, ao contrario do ultrassom.

A luz, quando incide em um meio nao transparente como a retina, pode ser
transmitida, absorvida ou refletida. A aquisicdo de imagens pelo OCT baseia-se na
técnica de interferometria de baixa coeréncia, na qual um interferébmetro optico usa o
principio de comparacao entre diferentes feixes de luz, o que possibilita a medicao
das estruturas. Um dos feixes é refletido e outro transmitido ao olho, sendo refletido
nas estruturas oculares. O feixe de luz refletido do olho consiste de multiplos ecos
gue informam a distancia e a espessura das diferentes estruturas intraoculares. Ja o
segundo feixe é refletido a partir de um espelho que serve como referéncia. A chave
do processo consiste no fato de que o interferometro pode medir o tempo de atraso
dos ecos o6pticos pela comparacdo do feixe de luz refletivo com um feixe-padréao
(FARAH et al., 2010). O uso desta tecnologia permitiu um importante salto no
diagnéstico e monitorizardo das doencas oculares relacionadas com a
neovascularizacdo patoldgica, especialmente o diabetes e a degeneracdo macular
relacionada a idade (AL-LATAYFEH; SUN; AIELLO, 2010; RITTER et al., 2011).

2.3 Angiogénese

Os vasos sanguineos séo formados por dois processos distintos:
vasculogénese e angiogenese. A vasculogénese envolve a diferenciacdo de células
endoteliais precursoras do mesoderma; jA& 0s novos vasos da angiogénese sao
gerados por vasos preexistentes. A vasculogénese esta presente apenas durante o
desenvolvimento embriogénico e origina a formacgdo do primeiro plexo vascular.
Mais tarde, esses canais endoteliais de tamanhos uniformes sdo remodelados num
sistema mais complexo consistuido de grandes e pequenos vasos (VEIKKOLA,;
ALITALO, 1999). Os novos capilares sdo formados por meio da angiogénese, tanto
por brotamento, como por divisdo (intussuscepcdo) de seus vasos de origem

(RISAU, 1997). Em adultos, a angiogénese é essencial no ciclo reprodutivo, bem
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como na reparagao, remodelagem e regeneragdo dos tecidos, por exemplo, no
processo de cicatrizagao de feridas.

7

A angiogénese é resultado de uma complexa interacdo entre fatores de
crescimento, células endoteliais vasculares, moléculas de matriz extracelular,
guimiocinas e moléculas de sinalizacéo celular. O alvo dos fatores angiogénicos séao

os capilares e vénulas terminais.

O processo de angiogénese pode ser dividido, didaticamente, em etapas: 1)
liberacdo de fatores de crescimento angiogénico pelo tecido afetado; 2) ligacdo dos
fatores angiogénicos ao complexo vascular de células endoteliais adjacentes; 3)
ativacdo das células endoteliais para a producdo de enzimas; 4) dissolucdo da
membrana basal adjacente pela acdo das enzimas; 5) proliferacdo e migracdo das
células endoteliais; 6) adesdo de moléculas (integrinas) que servem de suporte para
0 avanco das células endoteliais; 7) dissolucdo e remodelacao de tecido com matriz
de metaloproteinases; 8) formacédo de tubos vasculares pelas células endoteliais; 9)
formacdo de vasos celulares em laco; 10) estabilizacdo de novos vasos sanguineos
por células musculares lisas e pericitos. Acredita-se que as terapias
antiangiogénicas atuais podem inibir a angiogénese em diferentes estagios desse
processo (BLUMENKRANZ; MOSHFEGHI, 2006).

2.3.1 Angiogénese Patologica

O organismo controla a angiogénese pelo balanco preciso entre os fatores
de crescimento e inibidores da angiogénese. Quando este balanco € quebrado, pode
resultar em condicdes fatais e debilitantes (CARMELIET; JAIN, 2000;
PATERNOSTRO; DAVID; PAROLA, 2010) tanto pela exacerbagcdo, quanto pela
insuficiéncia de angiogénese. Dentre essas doencas angiogénese-dependentes
proliferativas, encontram-se tumores, doencas reumatoldgicas, oculares (retinopatia
diabética, degeneracdo macular relacionada a idade, retinopatia da prematuridade,

oclusdo venosa de retina, glaucoma neovascular e neovascularizagdo corneana)
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(SZEKANECZ (et al., 2009). Por outro lado, dentre as doencas decorrentes da
angiogénese insuficiente destacam-se: isquemia cerebral e miocardica, além de
Ulceras cutaneas cronicas (CARMELIET, 2003).

Existe uma relacdo marcante entre a angiogénese patoldgica e cancer, uma
vez que a vascularizacdo acentuada € uma condicdo essencial para que ocorra o
desenvolvimento neoplasico (PINHO, 2005). Aléem disso, existem fortes evidéncias

de que a neovascularizacdo também é importante no processo de formacédo e
desenvolvimento de metastases (CARMELIET; JAN, 2000).

A angiogénese patoldgica no globo ocular pode afetar tanto a tanica externa
(cérnea), média (iris e corodide) e interna, no caso, a retina (KEATING; JACOBS,
2011). O comprometimento crénico do suprimento sanguineo do tecido retiniano nas
vasculopatias, por exemplo, retinopatia diabética e oclus6es venosas, gera isquemia

desse tecido. Essas areas induzem a producdo de fatores angiogénicos que sdo

responsaveis pela neovascularizacao retiniana.

Esses novos vasos, pela imaturidade dos seus capilares, podem sangrar,
perder liquido e proteinas e, consequentemente, levar a hemorragias e edema do
tecido retiniano subjacente. Conforme aumenta o nimero de neovasos, também se
acentua a isquemia pela incapacidade funcional dos novos vasos. Os neovasos da
retina podem crescer sobre o vitreo, formando estruturas fibrovasculares que,

posteriormente, podem contrair e gerar hemorragias e descolamento de retina.

A neovascularizagdo retiniana apresenta uma caracteristica impar no corpo
humano, jA que os neovasos podem ser encontrados no espaco epiretiniano,
intrarretiniano e sub-retiniano. Nos dois primeiros subtipos, 0s neovasos se originam
na retina. Ja no terceiro, a neovascularizacdo ocorre, classicamente, na coroide e,
apos penetrar a membrana de Bruck e EPR, cresce para o0 espaco sub-retiniano.
Entretanto, alguns autores demonstram essa topografia da neovascularizacao
originada de vasos retinianos (FREUND et al., 2008). Independente do local de
origem da neovascularizagdo no fundo de olho, inUmeros estudos cientificos e

observacg®es clinicas correlacionam a angiogénese patologica a hipoxia.
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2.3.2 Fatores Angiogénicos

Nas doengas oculares, assim como no crescimento tumoral e cicatrizagao de
feridas, a hipoxia aparece como o0 precursor comum da neovascularizacdo
(KNIGHTON, et al., 1983; FOLKMAN; KLAGSBRUN, 1987). Nas décadas de 1940 e
1950, diversos autores postularam que a neovascularizacdo retiniana era causada
pela liberacdo de um “fator vasoproliferativo” da retina em resposta a hipdxia
(ASHTON et al., 1954). Desde esta hipdtise inicial, tem sido amplamente aceito que
a hipoxia retiniana resulta na liberacédo de fatores que influenciam no crescimento de
novos vasos sanguineos (PATZ, 1982).

O fator inicialmente relacionado a inducdo de novos vasos foi o fator de
crescimento fibroblastico (FGF) basico e acido. Posteriormente, diversos elementos
foram identificados com a angiogénese: o fator de crescimento do epitélio
pigmentado (PEDF), as angiopoetinas, o fator derivado das plaguetas (PDGF), o
fator induzido por hipdxia (HIF-1), o fator de transformag&o do crescimento o e
(TGF-a. e TGF-B), fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1), o fator de
necrose tumoral o (TNF-a), o fator de crescimento epidérmico (EGF), a interleucina
1 (IL-1) e a interleucina 2 (IL-2), e o fator de permeabilidade vascular (VPF),
atualmente conhecido como fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF)
(FOLKMAN; SHING, 1992; GRANT et al., 1993; VALIATTI et al., 2011). Logo, varios
fatores séo envolvidos na dindmica e complexa malha angiogénica.

O fator de crescimento de fibroblasto (FGF) pertence a uma familia de fatores
de crescimento contendo mais de vinte membros, dos quais o FGF &cido (aFGF) e o
FGF basico (bFGF) sdo os mais estudados (QAZI et al., 2009). Os FGF séo
reconhecidos por uma familia de receptores de superficie celular que tem atividade
tirosina cinase intrinsica com atuacao na angiogénese — especialmente o bFGF, que
serve como modelo de indugdo a neovascularizagcdo ocular em coelhos (KIMURA,
1995).

Ja o fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF) € de uma familia de
vérias proteinas intimamente relacionadas. Cada uma consiste em duas cadeias,

designadas de A e B. O PDGF apresenta trés isoformas, sua agao consiste na
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proliferacdo de fibroblastos, células musculares lisas e mondcitos (TALLQUIST,
2004).

A familia das angiopoetinas sdo fatores de crescimento que incluem quatro
membros (de Ang-1 a Ang-4), os quais se ligam ao recpetor tirosina quinase Tie2.
As angiopoetinas aumentam a sobrevivéncia das células endotelias e a
morfogenése capilar, além de limitar a permeablidade capilar. Enquanto as Ang-1 e
Ang-4 sao ativadoras do recpetor Tie 2, a Ang-2 e Ang-3 agem inibindo a ativacéo
desse receptor. O fator derivado do epitélio pigmentado (PEDF) € uma glicoproteina
que regula o crescimento vascular na retina. Secretado pelas células ganglionares e
pelas células do EPR, ele inibe a angiogénese em modelos animais e culturas de
células (AIELLO et. al., 1994). Ao contrario do VEGF, sua expressdo é estimulada
pela maior tenséo local de oxigénio e inibida pela hipéxia, o que confere um papel de
possivel antagonista natural do VEGF (DAWSON et al.; 1999). O fator transformador
de crescimento—3 pertence a familia de polipeptideos homdlogos que incluem trés
isoformas (TGF-B 1, 2, 3), produzidas por uma variedade de tipos celulares como
plaquetas, células endoteliais, linfocitos e macrofagos. Além da funcdo de
guimiotaticos aos polimorfonucleares, macrofagos e linfécitos o TGF- 3 desempenha
um papel importante na regulacdo da expressado da integrina e diversas citocinas
(PEPPER, 1997).

O fator de crescimento do endotélio vascular é universamente aceito como o
regulador primario da permeabilidade da malha vascular do corpo humano. E
amplamente estudado devido ao seu papel na angiogénese e linfangiogénese
(PENN et al., 2008), especialmente a funcdo patologica do VEGF que, com sua
inibicdo (anti-VEGF), proporciona tratamento para o cancer e diversas doencas
oftalmolégicas (BHISITKUL, 2006).

2.3.3 Fatores de Crescimento do Endotélio Vascular

O VEGF, uma glicoproteina homodimérica, € um fator de crescimento
especifico para as células endoteliais que foi isolado apenas em 1983 (SENGER,
1983). E um regulador essencial da vasculogénese e angiogénese, assim como um

potente indutor da permeabilidade vascular, uma vez que sua acdo &,
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aproximadamente, 50 mil vezes mais potente que a histamina (SENGER, 1990). O
VEGF é produzido por células tumorais, macrofagos e linfécitos; ja no globo ocular,
a sua producdo ocorre pelas células do EPR, células endoteliais dos capilares
retinianos, pericitos e células de Muller (ADAMIS et al., 1993; PIERCE et al., 1995).
No tecido retiniano, a producdo do VEGF é intensificada pela hipoxia, sendo o
diabetes um exemplo classico, ja que a isquemia retiniana originada pela redugéo do

aporte de oxigénio eleva a quantidade do VEGF intravitreo (AIELLO et al., 1994).

A familia VEGF consiste em VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e fator de
crescimento placentario (PIGF). O PIGF foi originalmente clonado do DNA da
placenta humana e apresenta uma sequéncia de aminoacido 46% idéntica ao VEGF
(MAGLIONE, et al.,, 1991). Acredita-se que esse fator module a angiogénese
induzida pelo VEGF (CAO et al., 1996). Ja o VEGF-B é um fator muito importante na
angiogénese, uma vez que age na degradacgédo da matriz extracelular, e na adeséao e
migracdo celular. O VEGF-C e D sdo os mais parecidos entre a familia VEGF, uma
vez que sao idénticos em 61% da sua constituicdo — ambos apresentam uma acéo
mitogénica no endotélio de células endotelias. Entretanto, classicamente, séo
conhecidos pelo seu papel como fator de crescimento linfangiogénico (VEIKKOLA;
ALITALO, 1999).

Existem trés receptores tirosina quinase nos quais agem a familia VEGF:
VEGFR 1, 2 e 3. O VEGFR 1 tem efeitos angiogénicos positivos e negativos, nos
quais agem o VEGF A e B. O VEGFR 2 é mediador primario da mitogénese,
angiogénese e fator de permeabilidade vascular gerados, principalmente, pelo
VEGF-A — apesar de todos membros da familia VEGF agirem nesse receptor. Ja o
VEGFR 3 medeia os efeitos angiogénicos nos vasos linfaticos, nos quais se ligam o
VEGF C e D (FERRARA; GERBER; LeCOUTER, 2003; KARKKAINEN; MAKINEN;
ALITALO, 2002).

O VEGF, como é classicamente conhecido, refere-se ao VEGF-A, que
apresenta um papel vital na angiogénese. Existem, pelo menos, quatro isoformas
em seres humanos: VEGF-A121, 165, 189 e 206 — embora, com menor frequéncia,
outras variantes venham sido relatadas: VEGF 145, 148, 162, 165b e 183
(BHISITKUL, 2006). O numero que acompanha a sigla refere-se a quantidade de
aminoacidos contidos nas proteinas do VEGF. O VEGF-A165 é a isoforma

predominante encontrada no olho, além de ser a mais associada com modelos pré-
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clinicos de angiogénese (SATTI et al., 2009; AMERI et al., 2007). O VEGF estimula
a vasodilatacdo e o aumento da permeabilidade vascular, além da divisdo e
migracdo de células endoteliais e fibroblastos que produzem um sitio propicio para a
formacdo de novos vasos. Outra caracteristica importante do VEGF-A165 é sua
acao pro-inflamatoria.

A neovascularizacéo induzida pela isquemia era classicamente considerada de
natureza nao-inflamatéria. Contudo, ja foi demonstrado que o VEGF 165 é
responsavel pelo influxo de células inflamatérias. O VEGF funciona como uma
citocina proé-inflamatéria com acdo tanto nos leucdcitos, quanto nas células
endoteliais e, durante o processo de neovascularizacdo patoldgica, o VEGF 165 leva
ao recrutamento de leucdcitos nos sitios da neovascularizagdo patolégica (ISHIDA
et al., 2003).

2.4 Modelos de Neovascularizacéo Retiniana

Pelo fato das doencgas vasculares da retina serem uma das principais
causas de cegueira, muitos estudos tém sido feitos a respeito delas. Com o objetivo
de melhor entender e tratar a angiogénese patologica, diversos modelos
experimentais de neovascularizagdo ocular foram criados. Os modelos, simulando
retinopatias isquémicas, estendem-se desde injecbes intravitreas de latex
(SAMPAIO et al., 2010), fibroblasto (TANO; CHANDLER, MACHEMER, 1981) e
VEGF (SAATI et al., 2010), até modelos gerados por irritagdo quimica, como trauma
a vasos retinianos (DEEM; FUTTERMAN; KALINA, 1974), oclusdo vascular por
fotocoagulacédo a laser (HAMILTON et al., 1975), implantagcdo de cepas tumorais
(FINKELSTEIN et al.,, 1977), e administracdo de grandes quantias de oxigénio
(PENN; TOLMAN; LOWERY, 1993).

Dentre os modelos experimentais simulando a retinopatia isquémica, tal como
a retinopatia diabética, Tano et al. se destacaram na década de 1980 ao

desencadear a neovascularizacao retiniana em coelhos com injecdes intravitreas de
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fibroblastos cultivados. Mais recentemente, Sampaio et al. (2010) também
demonstraram a angiogénese patologica na retina apds a injecdo de latex na
cavidade vitrea dos coelhos. Entretanto, ndo é plausivel excluir a possibilidade de
uma neovascularizacdo secundaria a uma resposta inflamatéria nesses modelos
experimentais. J& os modelos com implante de VEGF em coelhos demonstram que
a barreira hemato-retiniana € quebrada logo nos trés primeiros dias e, com 21 dias,
€ detectado a neovascularizacdo retiniana (OZAKI et al., 1997). Okamoto et al.
(1997) demonstraram a neovascularizacdo intraretiniana e sub-retiniana com um
promotor da rodopsina bovina para expressar um fotorreceptor especifico do VEGF
humano em ratos transgénicos, 0 que origina uma neovascularizacdo focal e
limitada.

Tolentino et al. (2002) descrevem um modelo de retinopatia diabética, no qual
injecdes de VEGF foram suficientes para produzir neovascularizagdo pré-retiniana
em primatas ndo humanos. Este modelo demonstra que o VEGF, sozinho, pode
produzir caracteristicas tanto da retinopatia diabética proliferativa, quanto da forma
nao proliferativa. A maioria das alteracbes vasculares foram associadas a
hiperplasia das células endoteliais. Os achados incluiram areas de néo perfuséo
vascular, tortuosidade e dilatacdo dos vasos retinianos — além da formacao de tecido
neovascular epiretiniano. Tolentino et al. (1996) também demonstraram que a
aplicacdo de VEGF na cavidade vitrea de primatas ndo humanos € suficiente para

produzir neovascularizacéo de iris e glaucoma neovascular.

Diversos modelos experimentais em camundongos, ratos, gatos e cachorros
foram criados a partir da década de 1950 para melhor estudar e entender a
retinopatia da prematuridade (ROP), que é uma doenca originada pela retinopatia
isquémica. O animal recém-nascido € exposto a uma alta tensdo de oxigénio, o que
ird inibir o desenvolvimento vascular retiniano periférico, além de ocluir os capilares
ja formados. Quando este mesmo animal é exposto a concentragdo de oxigénio do
ar atmosférico, a hipoxia retiniana estimula a producdo exacerbada do VEGF que,
por sua vez, estimula a neovascularizacao retiniana e, no estagio final da doenca, é
possivel observar o descolamento total de retina (PENN et al., 1993; STAHI et al.,
2010).

Os modelos experimentais de neovascularizagdo ocular por oclusdes

bY

venosas sao descritos, classicamente, pela fotocoagulagcdo a laser das veias
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retinianas com o intuito de propiciar a oclusdo desses vasos. Alguns autores
descrevem um modelo com alta taxa de neovascularizacdo retiniana. Contudo, a
formacdo dos neovasos pode demorar até trés meses apos a aplicacdo do laser
(HAMILTON et. al, 1975). Ja Pournaras et al. (1990) descrevem um modelo de
neovascularizagdo em porcos apdés trés semanas da oclusao venosa. Entretanto, os

neovasos aparecem em apenas 59% dos animais.

A neovascularizacdo de cordide tem sido muito estudada devido a sua
grande importancia na fisiopatogenia da DMRI exsudativa. Os modelos desta
neovascularizacao se baseiam no implante sub-retiniano de VEGF (QUI et al., 2006)

ou na terapia génica (JULIEN et al., 2008).

O modelo experimental de neovascularizacdo ideal seria de baixo custo,
com um animal pequeno, que apresentasse uma neovascularizacdo secundaria a
um estimulo como o VEGF, ja que este fator de crescimento apresenta um papel
chave na angiogénese patoldgica ocular. Além disso, deve ser um modelo confiavel,

eficiente, sustentavel e reprodutivel.

2.5 Doencas Vasculares da Retina

Doencas vasculares que afetam a retina sdo responsaveis pela maioria das
causas de baixa acuidade visual. O diabetes mellitus € o maior contribuinte para
esse grupo de doencas e a principal causa de cegueira em adultos em idade ativa
nos Estados Unidos, correspondendo a, pelo menos, 12% dos novos casos de
cegueira anual nos EUA, cegando mais de oito mil pessoas anualmente (KLEIN,
1992). A neovascularizacdo da retina é a parte critica das doencas vasculares de
retina, ndo apenas no diabetes, mas também na retinopatia da prematuridade,
oclusdes vasculares e degeneracdo macular relacionada a idade (LEE; WANG;
ADAMIS, 1998). Estas patologias apresentam, em comum, 0 comprometimento de
oxigénio no tecido retiniano, 0 que gera a isquemia retiniana e leva a producéo de
diversos fatores angiogénicos, especialmente o VEGF, um dos principais
responsavel da neovascularizagdo. A neovascularizacdo de retina envolve o

crescimento de novos capilares que surgem do disco Optico ou da retina, geralmente
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das vénulas. Inicialmente, os novos e frageis capilares deitam-se sobre superficie
retiniana, estendendo-se, posteriormente, ao vitreo e formando traves
fibrovasculares que se podem contrair, resultando em hemorragia vitrea e,

ocasionalmente, no descolamento de retina.

A retinoptia diabética € a principal causa de cegueira em adultos em idade
produtiva (KLEIN; KLEIN; MOSS, 1984). E uma microangiopatia com achados
histopatologicos tipicos que inclui a perda de pericitos, células endoteliais e
espessamento da membrana basilar, e apresenta alteracdoes na parede vascular
fatores que, combinados, levam a oclusdo de capilares e, posteriormente, a
isquémia retiniana. Essa hipodxia retiniana induz a producdo do VEGF e outros
fatores angiogénicos que promovem a formacdo de neovasos retinianos, ao que se
dd o nome de retinopatia diabética proliferativa (RDP), que pode evoluir para
hemorragia vitrea, descolamento tracional de retina, neovasos de iris e glaucoma
neovascular. Analises da cavidade vitrea dos pacientes com RDP constatam niveis
elevados do VEGF em comparacdo aos pacientes diabéticos com a forma nao
proliferativa (RDNP), o que demonstra a importancia do VEGF na neovascularizacéo
(AIELLO et al., 1994). Injecbes de VEGF induzem, em animais, achados clinicos
semelhantes ao da retinopatia diabética, como o aumento da permeabilidade
vascular, formacdo de neovasos de retina, iris e descolamento tracional de retina
(OZAKI et al., 1997). Com o advento das terapias inibidoras do VEGF, observa-se
grande progresso no tratamento cirdrgico e, principalmente, no tratamento clinico da
forma proliferativa da retinopatia diabética, uma vez que essas medicacdes reduzem
0 edema retiniano e promovem a regressao dos neovasos (MOHAMED; GILLES;;
WONG, 2007; WILLARD; HERMAN, 2012).

A primeira descricdo de um quadro fundoscopico de oclusdo venosa foi
reportado em 1854. No entanto, apenas em 1877 Michel identificou a trombose
como causa dessa patologia (WU et al., 2009). Depois da retinopatia diabética, a
oclusdo venosa é, a doenca vascular mais comum da retina. Apesar da patogénese
ainda nao ser totalmente esclarecida, diversos fatores de riscos tém sido descritos,
incluindo idade, arteroesclerose dos vasos retinianos, hipertensdo e glaucoma
(CUGATI et al.,, 2006; HAYREH et al.,, 2001). As oclusbes venosas podem
manifestar-se com a forma edematosa ou isquémica, a qual, em 30 a 50% dos

olhos, evolui com a neovascularizagdo de retina. Esses neovasos podem se
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manifestar na iris e no angulo da malha trabecular, gerando um quadro devastador:
0o glaucoma neovascular. Diversos estudos prospectivos e retrospectivos
demonstram o0 beneficio da terapia antiangiogénica no tratamento da
neovascularizacdo patologica (AVERY, 2006) e na terapia da forma edematosa
(PRAGER et al., 2009; HSU et al., 2007).

A degeneracao macular relacionada foi, inicialmente, descrita por Otto Haab
em 1885. Esta é a principal causa de perda visual em pacientes acima de 50 anos
em paises desenvolvidos (SEDDON; CHEN, 2004). A fisiopatogenia permanece
incerta, mas existe evidéncias de que a degeracdo represente um estado
inflamatoria cronico. A formacdo de drusas entre o EPR e a membrana de Bruch
pode evoluir para a degeneracdo macular atréfica ou a exsudativa. Esta ultima forma
apresenta estreita relacdo com a producdo exacerbada do VEGF. InUmeros estudos
multicéntricos demonstram o0 ganho visual com a aplicacdo intravitrea de
medicamentos anti-VEGF para a DMRI exsudativa (ROSENFELD et al., 2006; WU et
al., 2008).

A retinopatia da prematuridade (ROP) € uma doenca vasoproliferativa
multifatorial que ocorre em recém-nascidos prematuros. Na década de 1950,
quando surgiu a epidemia da ROP, estimou-se que ela foi responséavel por 30% dos
pré-escolares cegos nos EUA (HEATH, 1951). Sabe-se que a fisiopatogenia da
retinopatia da prematuridade tem em comum a imaturidade retiniana, periodos de
hiperoxia e hipoxia associadas. Estes fatores culminam com o aumento da producao
do VEGF que, por sua vez, estimula a neovascularizacéo retiniana. Assim como em
outras doencas vasculares retinianas, o tratamento com aplicacdes intravitreas de

anti-VEGF tem se mostrado promissor.

Independentemente da diversidade das doencas vasculares apresentadas, o
VEGF desempenha um papel chave nesse processo, tanto que o tratamento com o
anti-VEGF vem sendo cada vez mais preconizado (KIMOTO; KUBOTA, 2012). Logo,
diversos modelos animais de neovascularizacdo tém sido criados para melhorar o

conhecimento e otimizar o tratamento das doencas angiogénese-dependentes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento da Pesquisa

O trabalho experimental estd de acordo com os principios de protecdo aos
animais de laborat6rio (publicacdo numero 85-23 do Instituto Nacional de Saude dos
EUA, revisada em 1985). Toda a pesquisa respeitou a resolucdo da ARVO
(Association for Research in Vision and Ophthalmology) para pesquisa oftalmoldgica
e visual em animais. Este estudo foi aprovado pelo Instituto de protecdo dos animais
e pelo comité de pesquisa da Universidade do Sul da Califérnia (IACUC). Foram
adotadas as normas para apresentacdo de documentos cientificos da Universidade
Federal do Parana (2002), baseadas na Associacado Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT).

3.2 Animais e Local de Estudo

Doze coelhos pigmentados, machos, pesando entre 2 a 3 kg, foram incluidos
na pesquisa, sendo que apenas o olho direito de cada animal foi utilizado para a
realizagdo do estudo, que ocorreu entre 02 de julho de 2009 até 10 de janeiro de
2010 no setor de pesquisa experimental do Doheny Eye Institute da Universidade do
Sul da Califérnia. Cada animal permaneceu em gaiolas individuais e foram tratados

com racado padronizada, agua e com acompanhamento veterinario.

3.3 Grupos em Estudo
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Os coelhos foram divididos em trés grupos: I, Il e Ill. O primeiro grupo,
constituido por trés coelhos (n=3), serviu como grupo controle. Cada animal do
grupo | recebeu uma injecdo intravitrea de 0.1 mL de solucdo salina balanceada
(BSS) no dia zero. Cada animal do grupo Il (n=6) recebeu uma injecao intravitrea de
10 pg de VEGF (VEGF165 recombinante humano, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) diluido em 0.1mL de BSS no dia zero (Figura 3A). J& no grupo Il (n=3), foram
injetados 10 pg de VEGF165 intravitreo duas vezes, com intervalo de sete dias entre
as aplicacdes (dia zero e dia 7). O periodo de acompanhamento foi de 28 dias nos

trés grupos.

3.4 Injecdes Intravitreas

Todos os coelhos foram submetidos a anestesia antes das injecfes
intravitreas com aplicacdo subcutanea de cloridrato de cetamina (25mg/kg) (Fort
Dodge Animal Health, Fort Dodge, IA, EUA). A tetracaina tépica (Baush & Lomb Inc,
Tampa, FL, EUA) foi aplicada na conjuntiva para anestesia adicional. As pupilas
foram dilatadas com colirio toépico de cloridrato de fenilefrina 2.5% (Akorn, Inc.,
Buffalo Grove, IL, EUA) e tropicamida 0.5% (Akorn, Inc.). As injecdes foram
realizadas em condicdes estéreis, além do uso de duas gotas de iodopovidona 5%
(Butler Animal Health Supply, Dublin, OH) antes das aplicagdes.

O procedimento foi realizado por meio da visualizagdo direta com um
microscopico cirurgico Zeiss (Carl Zeiss Surgical Inc, Jena, Alemanha). Para afastar
as pélpebras, foi inserido um espéculo (blefarostato). Para a inje¢éo intravitrea, uma
agulha de 30 gauge acoplada numa seringa de 1 mL foi introduzida na cavidade
vitrea transconjuntivalmente, no quadrante temporal superior a 1.5 mm do limbo
(figura 3). No grupo lll, a segunda dose de VEGF (10ug diluida em 0.1 mL de BSS)
foi aplicada no quadrante nasal superior. Ao final do procedimento, o local da
aplicacdo era comprimido com a ponta do cotonete e, apOs instilado, pomada

antibiotica topica (Neo-Poly-Bac; bausch@Lomb Inc., Florida, EUA).
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Figura 3. Instrumentos e aplicacao da injecao intravitrea de VEGF. A, Seta indicando o ponto branco
(10ug de VEGF condensado aderido na parede do frasco). B, Instrumentos: compasso, blefarostato,

pingca conjuntival, seringa, cotonetes, campo cirargico estéril. C, Injecao intravitrea.

3.5 Seguimento

Os coelhos foram avaliados pelo microscépico cirargico, fotografias coloridas,
angiografia fluoresceinica e tomografia de coeréncia 6ptica. Antes de cada sesséo,
os coelhos foram anestesiados e suas pupilas dilatadas, conforme explicado
previamente. Apos todos os exames iniciais, no dia zero foi realizada a injecdo do
VEGF ou BSS nos diversos grupos. Nos dias 3, 7,14 e 28, todos os exames foram
repetidos. Os animais do grupo lll receberam uma segunda injecdo de VEGF no

sétimo dia apos a realizacdo dos exames.
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Em relacdo ao estudo fotogréfico, foi utilizado o retindgrafo digital (modelo FF
350 IR; Carl Zeiss, Jena, Alemanha) para fotografias do fundo de olho, focalizadas
em quatro areas: disco 6ptico, asa medular temporal, asa medular nasal e inferior da
retina. O mesmo retindgrafo foi utilizado para a aquisicdo das imagens digitais da
angiografia (Figura 4). Um acesso venoso na orelha da veia marginal foi obtido para
a injecédo de 0.2 mL de fluoresceina a 10% (Alcon, Texas, EUA), seguida de infuséo
em bolo de 1 mL de soro fisiologico 0.9%. Fotografias sequenciais foram tiradas
imediatamente apds a injecdo do contraste até a fase final da angiografia (5
minutos). As fotografias do segmento anterior também foram registradas entre 1 e 5

minutos.

Figura 4. Angiografia digital apds a aplicagdo da fluoresceina na orelha do coelho do grupo | durante
o0 exame do dia zero. A, Aquisicdo das imagens digitais. B, Fase inicial do angiograma. C, Fase

intermediaria. D, Fase tardia da angiografia

A aquisicao dos cortes tomograficos pelo OCT (Stratus; versao 4.0; Carl Zeiss

Meditec, Inc, California, EUA) permitiu o estudo de cortes radiais de 5 mm proximos
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a cabeca do nervo 6ptico (Figura 5). Com isso, a espessura retiniana foi mensurada
nos quatros quadrantes justapapilares. Essas medidas foram repetidas nas mesmas
regides durante os exames subsequentes. Foi aferida a espessura retiniana dos
quadrantes justapapilares: temporal, nasal, superior e inferior. Ja 0s cortes
histologicos foram realizados na porgdo da asa medular retiniana justapapilar ao
longo da asa medular retiniana (Figura 5).

Ao final do 14° dia, apdés o ultimo exame, um animal de cada grupo foi
sacrificado com injecao intracardiaca de 2mL de pentobarbital (Beuthanasia-D;
Shering Plough Animal Health, Nebraska, EUA). O restante dos animais foram
sacrificados no 28° dia. Os olhos foram enucleados e colocados numa solucao
fixadora de Davison por 24 horas. Depois disso, foram desidratados em &lcool por
mais 24 horas para, entdo, serem embebidos em parafina. Os blocos foram obtidos
por cortes perpendiculares a asa medial retiniana (Figura 5). Com um micrétomo,
inumeras sec¢des de 5 ym de espessura foram obtidas e coradas com hematoxilina

e eosina. Depois, foram examinadas num microscopio 6ptico (magnificacdo 100x).

]
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Figura 5. Cortes tomogréficos e histoldgicos. 1, Fotografia da retina do coelho identificando os cortes

tomograficos nos diversos sentidos: A, Retina justapapilar da asa medular temporal. B, Retina
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justapapilar superior. C, Retina justapapilar da asa medular nasal. D, Retina justapapilar inferior. 2,

Olho enuclueado com as faixas pretas delimitando o local dos cortes histolégicos

3.6 Anélise Estatistica

Em relacdo a andlise estatistica para mensurar a média da espessura
retiniana em cada area e comparar os diferentes grupos nos diversos tempos do
acompanhamento foi empregado a andlise de variancia (ANOVA) com p<0,05

considerado significativo.
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4 RESULTADOS

4.1 Retinografia

As fotos coloridas do fundo de olho do grupo | mantiveram-se
inalteradas durante todo periodo de acompanhamento. No grupo II, coelhos que
receberam uma injecdo de VEGF165 apresentaram aumento da dilatacdo e
tortuosidade dos vasos retinianos no dia 3. Essas mudancas progrediram até o dia
7, quando regrediram até o fim do seguimento. No grupo lll, coelhos que receberam
uma injecdo de VEGF165 no dia 0 e outra no dia 7 também demonstraram aumento
da dilatacao e tortuosidade dos vasos retinianos ja no dia 3. Entretanto, esse quadro
progrediu até o dia 14, quando também foram detectadas hemorragias retinianas
parapapilares. Ao final do acompanhamento do grupo lll, percebeu-se uma
contracdo da asa medular nasal e temporal (Figura 6).

Grupo | Grupo I

Figura 6. Imagens coloridas do fundo de olho dos grupos I, Il e lll. As imagens em cada coluna
mostram as alteracdes fundoscépicas de um coelho representante de cada grupo em relacdo aos

diferentes periodos do acompanhamento. Achados semelhantes foram observados em animais
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dentro de cada grupo. Grupo |, Injecdo de BSS. Grupo Il, Uma injecdo de VEGF no dia zero. Grupo
Ill, Duas injec6es de VEGF: dia zero e sete. As setas brancas marcam a dilatacdo e aumento da
tortuosidade dos vasos. Ja as setas amarelas evidenciam, no grupo lll, a hemorragia retiniana no dia

14, além das dobras na camada de fibras de mielina ao 28° dia.

4.2 Angiografia Fluorescente

A AF nédo detectou alteracbes durante o tempo de acompanhamento nos
animais do grupo de controle. Tanto no grupo Il, quanto no Il verificou-se um
vazamento dos vasos retinianos (Figura 7) e irianos (Figura 8) durante as primeiras
72 horas apés a injecdo do VEGF165. No grupo Il, o méximo da atividade
angiogénica foi alcancada no dia 7 com a formacéo de um tecido neovascular. Ap6s
o0 sétimo dia, esse tecido regrediu e desapareceu ao fim do periodo de
acompanhamento, apesar da tortuosidade capilar ter persistido. Por outro lado, a
angiografia demonstrou no grupo Ill o pico de alteracbes neovasculares e de
vazamento retiniano no décimo quarto dia e, no vigésimo oitavo dia, foi

documentada uma area de ma perfusdo inferior a papila (Figura 7) e isquemia

retiniana periférica (Figura 8).
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Grupo | Grupo Il Grupo I
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Figura 7. Fase inicial da angiografia fluoresceinica nos trés grupos. Cada coluna representa um
animal de cada grupo num determinado dia do acompanhamento. Achados semelhantes foram
observados em animais dentro de cada grupo. O pice da formacao neovascular no grupo Il ocorreu
no dia 7, enquanto este pico ocorre no dia 14 no grupo Ill. No 28° dia do grupo I, a tortuosidade
capilar ainda permanece (seta branca compara a tortuosidade no primeiro e Gltimo dia). J& no gurpo
Ill, desde o 21° dia, existe uma ma perfusdo justapapilar, especialmente na regido infeior que

permanece até o 28° dia (seta maior).
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Grupo I Grupo I

v

00:51 FA

Figura 8. Angiografia da asa medular, periferia retiniana e do segmento anterior. No 7° dia, ocorre a
neovascularizagdo e a exsudagdo na retina, além de importante vazamento dos vasos irianos dos
grupos submetidos a injecdo do VEGF (setas brancas). J4 no 28° dia, verifica-se uma regressao
desses sinais. No entanto, na asa medular do grupo lll, nota-se shunts arteriovenosos, veno-venosos

e uma regressado da arquitetura vascular (setas amarelas).

4.3 Tomografia de Coeréncia Optica

O OCT nédo detectou mudancas na media da espessura retiniana
(140.42 um) ao redor da cabeca do disco Optico durante o periodo de
acompanhamento do grupo |. Entretanto, no sétimo dia, um aumento significativo na
meédia da espessura retiniana foi presente no grupo Il e Il (p<0.001 para ambos)
gquando comparados com o grupo controle. Apés o dia 7, a média da espessura
retiniana no grupo Il decresceu aos niveis iniciais. Por outro lado, 0 maximo da
meédia da espessura retiniana no grupo Il (182.58 um) foi visto no décimo quarto dia

de seguimento, passando a diminuir apdés este periodo. Nao foi encontrado
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significancia estatistica (p=1.0) entre os grupos Il e Ill no dia 7, mas a diferenca da
medida da espessura retiniana entre os grupos Il e Il no décimo quarto dia foi
estatisticamente positiva (173.50 um e 182.58 um, respectivamente) (p<0.001)
(Gréfico 1).

Espessura retiniana apds injegao intra-vitrea
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Grafico 1. Relacao entre os trés grupos com a espessura retiniana e o tempo de segmento. Grupo |,
a espessura retiniana se manteve constante. Grupo |l, aumento da espessura até o sétimo dia. Ja no

grupo lll, o apice ocorreu no 14° dia regredindo ao longo dos dias.

Os achados morfolégicos ndo variaram durante o monitoramento do grupo
controle. Entretanto, no grupo Il foi verificada uma progressdao no didametro dos
vasos retinianos e a formacdo de um tecido epiretiniano até o sétimo dia que, no
decorrer do acompanhamento, regrediu juntamente com a espessura dos vasos. Ja
no grupo lll, o tecido neovascular evoluiu para o descolamento de retina tracional
(Figura 9).
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Figura 9. Achados tomogréficos comparando os grupos Il (A) e lll (B) nos dias 0, 3, 7, 14 e 28,

respectivamente 1, 2, 3, 4 e 5. A, Seta branca evidencia o padrdo o aumento do didmetro dos vasos
até o dia 7 (A3) e sua regressdo no decorrer do periodo de acompanhamento. B, Seta amarela

demonstra a evolucdo dos vasos retinianos do dia 0 (B1) até a formagdo do DR no dia 28 (B5).

4.4 Histopatologia

Os achados histopatologicos revelaram importantes diferencas entre os
grupos Il e Ill em relacdo ao grupo controle. Um aumento do namero de vasos
retinianos foi detectado no grupo Il mesmo ao final do acompanhamento. J4 o grupo
lll, no dia 28, desenvolveu um tecido neovascular associado com descolamento

tracional de retina (Figura 10).
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Figura 10. Cortes histolégicos (magnificacdo 100X) com impregnacdo de hematoxilina e eosina dos
trés grupos no 28° dia. A, Corte histoldgico da retina justapapilar evidenciando a veia e artéria sobre a
superficie retiniana do grupo | . B, Histologia do grupo II, no qual foram encontrados vasos mais
calibrosos e numerosos (setas). C, Presenca de um descolamento de retina tracional no qual é

possivel verificar o tecido neovascular tracionando a retina.

Os achados tomogréficos e histopatolégicos foram bem similares. No décimo
guarto dia, os coelhos do grupo Ill demonstraram, pelo OCT, &reas de tracdes
vitreo-retinianas préoximas ao disco optico (Figura 11). Os mesmos animais do grupo
IIl foram seguidos até o dia 28, quando demonstraram um descolamento de retina
tracional junto a asa medular tanto pelo OCT, quanto pelo estudo histopatolégico
(Figura 11).
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Figura 11. Correlacdo entre retinografia, histologia e tomografia 6ptica do grupo 11l no 14° dia (A, B) e
no 28° dia (C). Al, Retinografia demonstrando o local do corte tomografico (linha branca). A2, Corte
tomogréfico e A3, Corte histoldgico delimitando o tecido neovascular sobre a retina. B1, Retinografia
evidenciando o sitio do corte tomogréfico. B2 e B3, Pontos de tragao vitreo-retiniana detectados tanto
no OCT, quanto na histologia (setas). C1, Fotografia do fundo de olho. C2 e C3, Descolamento de
retina ao 28° dia verificado tanto no corte tomografico quanto no histolégico (setas demarcam o

contorno da retina que se dobrou sobre a camada de fibras nervosas).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a injecdo de 10 pg de VEGF165 na
cavidade vitrea dos olhos de coelhos causa alteragBes retinianas como o
extravazamento da fluoresceina dos vasos (aumento da permeabilidade vascular) e
neovascularizacdo. Além disso, uma segunda aplicacdo do VEGF produz
hemorragias retinianas, areas de ma perfusdo periférica, membranas epirretinianas
fibrovasculares, e descolamento tracional de retina, achados que sao notavelmente
semelhantes aos observados na retinopatia diabética proliferativa em humanos
(MOHAMED; GILLIES; WONG, 2007). Os exames oftalmoldgicos durante o tempo
de acompanhamento dos coelhos no grupo controle ndo demonstraram alteracdes
em relacdo aos exames iniciais, indicando que as injecfes intravitreas de BSS néo
guebram a barreira hemato-retiniana ou causam alguma reacao inflamatoria.

Nossos resultados sdo baseados nos efeitos de uma ou duas injecdes de
VEGF. Foi utilizado o VEGF165 porque é o fator mais importante relacionado a
neovascularizacdo patoldgica ocular em diversas doencas como a retinopatia
diabética, DMRI, oclus@es vasculares retinianas e ROP (WU et al., 2008). A dose de
10 ug foi optada j4 que outros autores demonstraram que 7.42 +/- 0.54 ug/ml de
VEGF na cavidade vitrea foi suficiente para o surgimento da neovascularizacédo de
retina (AIKACEM et al., 2000).

Estudo de Ozaki et al. (1997) indica que grandes quantidades de VEGF
implantada na cavidade vitrea induzem a quebra da barrreira hemato-retiniana antes
mesmo de trés dias. Os autores também especulam que o VEGF promova um
vazamento dos vasos retinianos pelo aumento da permeabilidade das tight junctions
interendoteliais e por induzir transporte vesicular entre as células endoteliais dos
vasos retinianos. Esses pesquisadores demonstram que a neovascularizacéo
retiniana ocorreu apés a quebra da barreira hemato-retiniana e antes do
desenvolvmento do descolamento de retina. Assim como nesses relatos prévios,
nossos achados sugerem que, inicialmente, ocorre o extravazmento da fluoresceina
dos vasos retinianos e, posteriormente, a neovascularizacdo. Contudo, apds a
segunda aplicacdo de VEGF, foi detectado o descolamento tracional de retina ao
redor do disco éptico no final do periodo de monitoramento (28 dias).

Pierce et al. (1995) sugeriu que a expressao do VEGF na retina tem um papel

central no desenvolvimento da neovascularizacdo ocular induzido pela isquemia
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retiniana. Esses novos vasos surgem apos cinco dias de hipoxia. Esses autores
comprovaram que o VEGF é regulado pela hipdxia e fortemente correlacionado com
a expressdo de VEGF e neovascularizacdo retiniana. Para demonstrar a
neovascularizacao intraretiniana e sub-retiniana, Okamoto et al. (1997) utilizaram um
promotor da rodopsina bovina para determinar a expressdo especifica do
fotorreceptor humano do VEGF em ratos transgénicos. Entretanto, essa
neovascularizacdo é mais focal e limitada do que aquela percebida na retinopatia
isquémica.

Modelos animais anteriores tém demonstrado uma neovascularizagao
retiniana que pode nao ser o melhor padrao para testar drogas terapéuticas para a
neovascularizacao ocular patolégica. Tano et al. (1981) relatam injecfes intravitreas
de fibroblastos homologos em coelhos para o surgimento da neovascularizagcao
retiniana em 72% dos animais. Contudo, essa NV foi acompanhada de
descolamento de retina, e a inflamagdo apresenta um importante papel para a
géneses desse processo. Sampaio et al. (2010) descrevem um modelo animal de
NV no qual foi utilizado a injecdo de uma fracdo purificada de latex natural na
cavidade vitrea de coelhos. Entretanto, ndo exclui a possibilidade de que a
neovascularizacdo foi uma resposta inflamatéria ao latex, similar a um corpo
estranho.

Alguns relatos descrevem a implantacdo de células cancerigenas a fim de
criar a neovascularizacao. Todavia, esses novos vasos podem demorar até 100 dias
para se desenvolverem (FINKELSTEIN et al, 1977). Outros descrevem a
angiogénese causada por irritacdo quimica ou trauma em vasos de ratos (DEEM,;
FUTTERMAN; KALINA, 1974) ou oclusdes venosas induzidas por fotocoagulacdo a
laser que geram a neovascularizacdo retiniana apos trés meses (HAMILTON et al.,
1975). Esses modelos animais requerem um longo tempo para o desenvolvimento
da neovascularizagdo e podem envolver um caminho diferente da angiogénese
patolégica no olho humano. Pournaras et al. (1990) descreveram um modelo suino
de neovascularizacdo retiniana ap0s trés semanas da oclusdo de ramo venoso.
Entretanto, esses novos vasos surgiram apenas em 50% dos animais. Ja 0s
modelos animais que visam reproduzir a retinopatia da prematuridade tendem a
gerar o VEGF pela hipdxia retiniana (STAHI et al., 2010).

Em alguns modelos animais, € utilizado um sistéma de liberacdo lenta do

VEGF. Neles, o VEGF é adicionado a um polimero formando uma pastilha de VEGF
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que foi cirurgicamente implantado acima do nervo éptico — e a neovascularizacao se
desenvolveu geralmente apds duas semanas (AIKACEM et al., 2000; OZAKI et al.,
1997). A desvantagem da técnica de implante da pastilha € a necessidade da
abordagem cirargica, uma vez que se faz imperativa uma esclerotomia para a
passagem do forceps com a pastiha de VEGF e, posteriormente, sutura da
esclerotomia com vicryl 8-0, o qual pode aumentar a reacao inflamatoéria. Wong et al.
(2001) descreveram um modelo animal adicionando tanto o VEGF, quanto o bFGF,
para a formacdo da pastilha, o que desencadeu o descolamento de retina total ja
apos a segunda semana. Entretanto, utilizando a pastilha apenas com VEGF ou
apenas bFGF, a NV néo foi obtida. No nosso estudo, o VEGF foi injetado na
cavidade vitrea, o que resultou num intenso extravazamento vascular apos trés dias
e neovascularizacdo apoés sete dias. Com duas aplicacdes, o descolamento de retina
tracional se desenvolveu no fim do periodo de acompanhamento, provavelmente
resultante da tracdo do tecido neovascular retiniano. Este achado também foi visto
em outros modelos utlizando o VEGF (AMERI et al, 2007), latex (SAMPAIO et al,
2010) e fibrobastos (TANO; CHANDLER; MACHEMER, 1981).

Acreditamos que, no modelo animal mais proximo do ideal, a
neovascularizacdo se desenvolveria rapidamente e seria consequéncia do mesmo
estimulo da neovascularizacdo ocular: o VEGF. Essas duas caracteristicas
marcantes sdo encontradas no nosso modelo animal. Optamos pelo o VEGF
injetado na cavidade vitrea para evitar o procedimento cirdrgico de implanta-lo com a
pastilha de VEGF. Inumeras pesquisas demonstram o VEGF como o responsavel
por diversas patologias oculares envolvendo a neovascularizacéo.

No passado recente, diversas terapéuticas contra o VEGF foram testadas e,
hoje, sdo comercialmente disponiveis para o tratamento intravitreo (bevacizumab -
Avastin® - e - ranibizumab - Lucentis®; Genentech, Inc, San Francisco, USA). As
doencas vasculares da retina estdo entre as principais causas de cegueira no
mundo. Entretanto, estudos multicéntricos como o MARINA e ANCHOR
demonstraram o valor da terapia anti-VEGF para o tratamento da DMRI exsudativa;
ja trabalhos como o BRAVO e CRUISE demonstram o beneficio com a terapia
antiangiogénica para o edema macular apos oclusdo venosa na retina, além de
inUmeros artigos que comprovam o valor dessa terapia para a retinopatia diabética,
ROP e glaucoma neovascular. (LUCENA, 2008).
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Apesar da grande evolugdo da oftalmologia com o advento da terapia
antiangiogénica, muitas perguntas precisam ser respondidas sobre os atuais
medicamentos e, principalmente, sobre as novas drogas que surgirdo, como O
tempo de duracdo, toxicidade, eficacia e dose ideal. Assim, acreditamos que o
modelo bem detalhado com fotografia, tomografia e histopatologia da
neovascularizagdo ocular, tendo o VEGF como indutor, poder4 ajudar a testar as
futuras terapias intravitreas. Além disso, como o0 extravazamento dos vasos
retinianos pode ser detectado ja no terceiro dia, acreditamos que, talvez, este dia
seja o0 melhor momento para testar novas drogras que possam previnir e reverter
esse processo.

Pouco se conhece sobre o papel do VEGF para manter a arquitetura vascular
ocular do adulto. Baffer et al. (2006) demonstraram que o VEGF é importante para
manter a vascularizagdo no sistema respiratério de camundongos e ratos.
Entretanto, Ozaki et al. (2000) verificaram que em ratos adultos nao existe a
dependéncia do VGEF para manter a vasculatura retiniana fisiologica. Adamis et al
(2005) sugerem que a retirada do VEGF pode levar a regressao dos vasos recém
formados, mas ndo dos mais estabelecidos.

No presente estudo, verificamos uma reducdo da vascularizacao periférica
associadas com anastomose capilar apés duas inje¢cdes de VEGF ao final do
periodo de acompanhamento. Esta observacdo sugere que 0S vasos normais
possam se tornar dependentes do VEGF quando subitamente expostos a altas
concentracbes de VEGF. Certa quantidade de VEGF parece ser necessaria para
manter 0s Novos vasos assim como 0s vasos normais sensibilizados (AMERI et al.,
2007). Acreditamos que, em nosso experimento, apés o VEGF ter sido eliminado da
cavidade vitrea do animal, os capilares em desenvolvimento ndo conseguiram
manter suas estruturas e os vasos periféricos também podem ter sido afetados. Este
achado pode tentar explicar porque pacientes diabéticos e com oclusdo da veia
central, ao receberem uma injecdo de antiangiogénico que ira reduzir drasticamente
os niveis de VEGF na cavidade vitrea, podem evoluir com a isquémia macular
(SABET-PEYMAN et al., 2009; SHIMURA; YASUDA, 2010). Entretanto, os achados
do nosso estudo se limitam a estudar uma arquitetura vascular do coelho (retina
merangidtica), na qual os vasos estdo na superficie da retina e ndo intra-retinianos

como em humanos.
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Outra observagao importante no nosso estudo foi a formagéo de anastomoses
capilares periféricas, provavelmente relacionadas a hipoxia retiniana, similares as
vistas em olhos humanos apds condicbes isquémicas. Estes achados,
provavelmente, ndo foram observados nos estudos com sistema de liberacao lenta
do VEGF devido a baixa biodegrabilidade da droga. Em estudos prévios, Tolentino
et al. (2002) demonstraram que a injecdo do VEGF em primatas foi associada a nao
perfusdo capilar e esse processo foi secundario a hiperplasia e hipertrofia das
células endoteliais. Todavia, esses trabalhos ndo relatam anastomoses entre os
capilares.

Embora as medidas bioquimicas para mensurar os niveis do VEGF
encontrado no vitreo ndo tenham sido aferidas, com uma injecdo de VEGF o
extravazamento vascular ndo foi detectado apds o sétimo dia. Esta constatacao
sugere que a concentracdo do VEGF no vitreo apds o dia 7 € baixa, certamente
abaixo do nivel necessario para ser patolégica. Com duas inje¢cbes; entretanto, o
vazamento foi detectado até o décimo quarto dia. Assim, hipotetizamos que esse
modelo animal possa ser mantido com injecdes de VEGF, especialmente com doses
abaixo que 10 ug. Esta dose deve ser mais do que suficiente para alcangar e manter
a neovascularizagdo retiniana, uma vez que um extravazamento marcante €
presente mesmo apdés uma aplicacdo intravitrea. Outro dado que comprova a
efichcia da dose é a observacdo do ingurgitamento e tortuosidade também nos
capilares irianos além do intenso extravazamento na camara anterior oriunda desses
vasos que, algumas vezes, dificultou o foco retiniano nas fases tardias do
angiograma.

Os achados histopatolégicos dos olhos enucleados no nosso estudo se
assemelham muito com o resultado tomografico in vivo (Figura 11). O OCT
evidenciou o espessamento dos vasos retinianos apoés a inje¢cdo de VEGF no grupo
Il e a formagéo do tecido neovascular epiretiniano juntamente com areas de tracdes
vitreo-retinianas que, posteriormente, originaram o descolamento tracional de retina
ao redor do disco 6ptico no grupo lll, sendo todos esses achados comprovados com
o estudo histopatoldgico. Devido a tecnologia relativamente recente da tomografia
de coeréncia Optica, a grande maioria dos modelos experimentais nao teve acesso a
este importante exame. Talvez, uma importante contribuicdo desse modelo animal
foi a introducé@o e a documentacdo desta técnica de exame que, teoricamente, pode

proporcionar cortes histoldgicos in vivo.
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Dentre as limitagdes do nosso estudo, verifica-se a utilizacdo da NV ser
induzida apenas pelo VEGF165. Apesar de ser o fator mais importante, ndo é o
anico responsavel por esse processo. Além disso, existe o custo do VEGF que,
guando comparado a outros modelos de NV como injecdo de latex e fotocoagulacao
a laser, € mais oneroso.

Talvez, o animal mais comum de estudo da NV retiniana seja o coelho,
embora existam inUmeros estudos com camundongos, ratos, porcos e até primatas.
Nos estudos de retina, os coelhos sdo Uteis porque desenvolvem neovasos e seu
tamanho permite injecdes intravitreas e monitoramento por equipamentos
fotogréaficos e tomograficos. O baixo custo em comparagdo aos primatas e porcos €
uma importante vantagem adicional, além da facilidade no manuseio e manutencao
do animal. A retina do coelho apresenta uma caracteristica impar ja que 0s vasos
retinianos estdo na superficie da retina, o que talvez propicie uma agdo mais eficaz
dos fatores angiogénicos aplicados na cavidade vitrea se comparada a retina de
outros animais que apresentam vasos intraretinianos. Apesar da anatomia retiniana
do coelho ser significativamente diferente da humana, especialmente pela falta da
mécula, a inducgdo, proliferacdo, hemorragia e o descolamento tracional de retina
nesse modelo animal é um paralelo muito proximo a resposta clinica humana para a

angiogénese patoldgica.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo descreve um simples, eficiente, sustentavel, confiavel e
reprodutivel modelo animal de neovascularizacdo retiniana, utilizando injecdes
intravitreas de VEGF165, o qual foi bem documentado com retinografia,
angiofluoresceinografia, OCT e analise histopatolégica. Uma injecao de angiogénico
cria a neovascularizacdo de retina que regride apods sete dias. Ja duas aplicacbes
criam uma neovasculariza¢cdo mais intensa o0 que, apds quatro semanas, evolui com

descolamento de retina.
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