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Angiogénese e doencas da retina

Angiogenesisand retinal diseases

. -
Francisco Max Damico RESUMO

Angiogénese € o processo de formacdo de vasos sangiiineos a partir de
vasos preexistentes, que ocorre em condicdes fisioldgicas e patologicas.
E fendmeno complexo no qual participam inimeras moléculas que esti-
mulam e inibem a formag@o dos neovasos. O aumento da permeabilidade
vascular e a neovascularizacdo sub-retiniana sdo as causas da perda
visual nas doencas proliferativas da retina, como a degeneragao macular
relacionada a idade e a retinopatia diabética, e o fator de crescimento do
endotélio vascular (“vascular endothelial growth factor”, VEGF) desem-
penha um papel muito importante nesse processo. Existem quatro iso-
formas da molécula de VEGF biologicamente ativas em seres humanos,
dasquaiso VEGF, € aisoforma predominante no olho humano, e existem
evidéncias de que seja a isoforma responsavel pela neovascularizagdo
patogénicano olho. Além de ser potente mitégeno de células endoteliais,
o VEGF aumenta a permeabilidade vascular, inibe a apoptose das células
endoteliais e promove migragao de precursores de células endoteliais. O
VEGF na@o é a unica molécula cuja expressdo estd aumentada na
angiogénese patoldgica. O fator de crescimento de fibroblasto (“basic
fibroblast growth factor”, bFGF), as angiopoetinas, o fator derivado do
epitélio pigmentado (“pigment epithelium-derived factor”, PEDF) e os
fatores de adesdo relacionados a matriz extracelular também exercem
papel importante no balango entre fatores pré- e antiangiogénicos. Todo
o conhecimento adquirido sobre o mecanismo da angiogénese ocular
patolégica tem possibilitado o desenvolvimento de vdrios inibidores
desse processo. Atualmente existem dois anticorpos anti- VEGF parauso
intravitreo e outras abordagens terapéuticas do bloqueio da angiogénese
ocular estdo em fase de desenvolvimento. As novas drogas deverao ser
armas poderosas no tratamento das principais causas de cegueira legal
irreversivel em individuos com mais de 65 anos.

Descritores: Neovascularizacdo patolégica; Degeneracdo macular; Retinopatia diabé-
tica; Inibidores da angiogénese; Agentes indutores da angiogénese
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nopatias proliferativas) ou excessiva (como nos tumores)‘.
Em 1971, Folkman sugeriu que o controle da angiogénese
poderia ser util no controle do crescimento tumoral®. Esse
conceito de antiangiogénese foi aplicado a outras doengas e
vem sendo estudado extensivamente nos tltimos anos.

A angiogénese ¢ um fendmeno complexo no qual partici-
pam inimeras moléculas que estimulam e inibem a formagao
dos neovasos. O desbalanco entre esses fatores pro- e anti-
angiogénicos ¢ a chave para a compreensio da angiogénese, e
a partir do qual vém emergindo novos tratamentos farmaco-
l6gicos que vém comprovar a hipétese de Folkman.

FISIOPATOGENIA DA NEOVASCULARIZACAO DE COROIDE

Apesar do enorme esfor¢co que vem sendo dedicado a
elucidagdo do mecanismo patolégico da neovascularizacdo
nas doencas da retina, ainda existem vdrias incertezas.

Uma caracteristica comum a maioria das doencas retinia-
nas nas quais ocorre neovascularizagdo € a presenga de algum
grau de lesdo da membrana de Bruch na mécula. Clinicamente,
essa lesdo pode ser visivel a oftalmoscopia como alteragdes
pigmentares, atrofia do epitélio pigmentado da retina (EPR),
roturas traumdticas da cordide, estrias angidides e degenera-
cdo midpica. As boas condigdes das células do EPR, da mem-
brana de Bruch e da coriocapilar sdo fundamentais para a
homeostase e sobrevivéncia desse complexo, e a destrui¢do
de qualquer uma dessas camadas retinianas cursa, invariavel-
mente, com atrofia das outras duas.

Na DMRI, que ¢é a principal causa de neovascularizacio
sub-retiniana, existem evidéncias de que o envelhecimento
diminui a capacidade do EPR de reciclar metabdlitos resultan-
tes do processo visual que ocorre nos fotorreceptores, e es-
ses metabdlitos se acumulam no espaco sub-retiniano. Além
disso, o envelhecimento também promove acimulo de lipidios
na membrana de Bruch®, tornando-a mais espessa e dimi-
nuindo a capacidade de difusdo do oxigénio®. As células do
EPR, que normalmente s@o bastante permedveis ao oxigénio
devido a produgdo local do fator de crescimento do endotélio
vascular (“vascular endothelial growth factor”, VEGF), tor-
nam-se menos permedveis devido aos fatores mencionados
acima, o que resulta numa menor capacidade de difusdao de
oxigénio e VEGF, levando a hipéxia dos fotorreceptores e
atrofia da coriocapilar®®.

Outros fatores também contribuem para a hipéxia macular.
Os olhos com DMRI encontram-se em estado de estresse
oxidativo” pois hd consumo de oxigénio muito elevado na
macula devido a alta taxa de metabolismo local e grande quan-
tidade de 4cidos graxos poliinsaturados. Essas caracteris-
ticas, associadas a exposi¢do continua a luz visivel, causam
dano oxidativo as células do EPR e acimulo de lipofuscina na
macula. Oftalmoscopicamente, a lipofuscina é visivel sob a
forma de drusas, que sdo uma das primeiras manifestacdes
clinicas da DMRI.

A presenca dos metabdlitos provenientes dos fotorrecep-
tores, da lipofuscina e da degeneracdo oxidativa das células
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do EPR faz com que a macula dos olhos com DMRI se encontre
num estado inflamatério subclinico continuo®®. A inflama-
¢do cronica leva a producgdo local de citocinas quimiotaxi-
cas®!9 migracdo de células inflamatdrias para o espago sub-
retiniano (como macréfagos)!'"1? e provoca ativac@o do siste-
ma complemento3'¥, causando destrui¢do focal da membra-
na de Bruch. Os macréfagos também secretam VEGF, ampli-
ficando os seus efeitos locais!'?.

Por fim, a grande quantidade de VEGF local induzida pela
hip6xia'® associada aos defeitos da membrana de Bruch” re-
sultam na formagdo de neovasos que penetram no espago sub-
retiniano dessa provocando exsudacdo e hemorragia (Figura 1).

ANGIOGENESE E VEGF

Um dos mais importantes fatores pré-angiogénicos ja
identificados € o fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF). O VEGF foi isolado pela primeira vez em 1983 como
um potente fator indutor do aumento da permeabilidade vas-
cular € 10.000 vezes mais potente que a histamina®. Em
1989, identificou-se seu efeito mitético sobre células do en-
dotélio vascular e a molécula recebeu o nome de VEGF"?. Essas
duas caracteristicas (especificidade pelo endotélio vascular e
grande poténcia) fazem do VEGF um fator pré-angiogénico
muito importante na patogénese de doengas proliferativas.

O VEGEF ¢ produzido por macréfagos, linfécitos T, células
tumorais e, no olho, pelas células do EPR, e o aumento na sua
producdo ocorre principalmente em condi¢des de hipdxia, que
¢ o principal indutor da producéo de VEGF®?. Sua secrecéo é
polarizada nas células do EPR: em condi¢des normais, a secre-
cdo da porgdo basal é 2 a 7 vezes maior que a da porcao apical,
e sob hipdxia essa razdo é muito maior'®. A expressdo de
receptores de VEGF também € maior no endotélio da corio-
capilar que estd voltado para o EPR?Y, demonstrando indire-
tamente a importancia do VEGF na manutencao da integridade
da coriocapilar.
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Figura 1 - Diagrama do mecanismo de neovascularizacao sub-retiniana
na DMRI
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Existem pelo menos 4 isoformas da molécula de VEGF biolo-
gicamente ativas em seres humanos, contendo 121, 165, 189 € 206
aminodcidos, e cada uma desempenha um papel diferente no
processo de angiogénese®. O VEGF ; € a isoforma predomi-
nante no olho humano e existem evidéncias de que seja a iso-
forma responsdvel pela neovascularizagdo patogénica no
olho®. No entanto, o VEGF  no desempenha papel apenas na
angiogénese patoldgica, essa isoforma contém toda a informacao
necessdria para o desenvolvimento e a organizacdo da rede vas-
cular retiniana normal. Por sua vez, as isoformas VEGF , €
VEGF, ndo parecem exercer nenhum papel na neovasculari-
zagdo patolégica®, enquanto o VEGF , parece ser essencial
para o funcionamento normal da vasculatura retiniana®.

O VEGF estimula a angiogénese direta e indiretamente. Além
de ser um potente mitégeno de células endoteliais®>>, o VEGF
aumenta a expressao celular de metaloproteinases, degradando
amatriz extracelular e facilitando a penetracdo dos neovasos no
tecido®-?", a0 mesmo tempo em que diminui a expressao endo-
telial dos inibidores de metaloproteinases®®*?”. O VEGF também
possui efeito pré-inflamatério">2), neuroprotetor®, e é um
fator importante na estabilizagdo e remodelacéo vasculares®?,

Tanto na embriogé€nese da retina quanto nas retinopatias
proliferativas, a expressdo de VEGF estd temporal, espacial e
quantitativamente relacionada com a formacdo de neova-
s0s®?, Durante a embriogénese, a deplecdo de VEGF € letal
aos embrides®**, Em modelo experimental com macacos, os
niveis intra-oculares de VEGF estdo diretamente relacionados
a gravidade da neovasculariza¢do®3%. Em situac¢Ges patol6-
gicas, os niveis de VEGF estao elevados em olhos com retino-
patia diabética proliferativa e a forma isquémica da oclusdo da
veia central da retina®3?”. Da mesma forma, encontram-se
elevados nas células do EPR e de vasos coroideanos de macu-
las com DMRI®®. O estudo de membranas neovasculares de
olhos com DMRI retiradas cirurgicamente também revela au-
mento na expressdo de VEGF em relagdo a membranas secun-
dérias a retinopatias ndo proliferativas®*0,

Os estudos em animais mostram que a expressao aumenta-
da de VEGF ¢é uma condi¢do necessdria para a indugdo da
neovascularizacdo ocular, e que somente esse aumento ¢é sufi-
ciente para induzir esse processo. O aumento da expressao de
VEGEF no EPR e nos fotorreceptores de ratos promove aumen-
to da permeabilidade vascular, aumento da adesdo leucoci-
taria e formagdo de neovasos de cor6ide®™. Em macacos, a
injec¢do intravitrea de VEGF provoca o aparecimento de neo-
vasos retinianos cujas caracteristicas histolégicas e funcio-
nais s@o muito semelhantes aos encontrados nas retinopatias
proliferativas“**¥ (Figura 2). Por outro lado, a inje¢do intra-
vitrea de anticorpo anti-VEGF previne a formagao de neova-
sos sub-retinianos® (Figura 3).

Todos esses resultados mostram a importancia do VEGF
no processo de angiogénese, e abriram caminho para as novas
terapias antiangiogénicas de retinopatias proliferativas.

Outros fatores envolvidos na angiogénese

O VEGF nao € a tinica molécula cuja expressao estd aumen-
tada na angiogénese patolégica, embora pareca ser a princi-
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Figura 2 - Angiografia fluoresceinica de olhos de macacos apés injecao
intravitrea de VEGF mostrando dilatacao e tortuosidade vascular, areas
de nao perfusao capilar, micro-aneurismas, reducao da zona avascular
da fovea e vazamento de contraste no disco 6ptico. (Tolentino MJ, et al.
Pathologic features of vascular endothelial growth factor-induced retino-
pathy in the nonhuman primate. Am J Ophthalmol. 2002;133(3):373-85.)

pal. Outras moléculas, como o fator de crescimento de fibro-
blasto (“basic fibroblast growth factor”, bFGF), as angiopoe-
tinas, o fator derivado do epitélio pigmentado (“pigment epi-
thelium-derived factor”, PEDF), e os fatores de adesdo relacio-
nados a matriz extracelular também exercem um papel impor-
tante no balanco entre fatores pré- e antiangiogénicos.

Embora seja um fator muito importante na angiogénese
dos tumores, o papel do fator de crescimento de fibroblasto
(bFGF) na neovascularizacao ocular ainda ndo estd bem esta-
belecido. Os niveis de bFGF encontram-se aumentados em
membranas neovasculares sub-retinianas retiradas cirurgica-
mente“*44 e em neovascularizac¢@o de cordide induzida por
laser®. Em coelhos, o implante intravitreo de bFGF induz
neovasculariza¢do sub-retiniana“®. No entanto, a sua abla-
¢do genética em camundongos ndo € capaz de impedir o de-
senvolvimento de neovascularizagdao®”, sugerindo que o
bFGF deva desempenhar um papel secunddrio ao VEGF na
formacdo dos neovasos oculares.

As angiopoetinas sdo fatores de maturacdo e estabilizacdo
de neovasos e sdo altamente especificas para o endotélio vas-
cular, assim como 0 VEGF“®, A angiopoetina 1 promove matu-
racdo dos neovasos induzidos pelo VEGF, enquanto a angio-
poetina 2 aumenta a neovascularizacdo estimulada pelo
VEGF“®. Ambas angiopoetinas 1 e 2 estéo presentes em mem-
branas neovasculares“?. Embora a regulagdo da expressao des-
sas angiopoetinas e sua relagdo com as membranas neovas-
culares sub-retinianas sejam complexas“®, a inibicdo dessas
moléculas pode ser uma abordagem terapéutica interessante.
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D7 (control)

neovascularizagao patolégica apods injecao intravitrea de anti-VEGF. (Ishida S, et al. VEGF

D7 (aptanier)

Figura 3 - Imunofluorescéncia da retina de ratos demonstrando a inibicdo da neovascularizagao patologica e da adesao de leucécitos apds injecao
intravitrea de anti-VEGF. (A) Injecdo intravitrea de polietilenoglicol (controle) nao inibe a neovascularizagdo patoldgica. (B) Inibicao da

mediated inflammation is required for pathological,

but not physiological, ischemia-induced retinal neovascularization.'J Exp Med. 2003;198(3):483-9).

O fator derivado do epitélio pigmentado (PEDF) é um fator
neurotréfico de fotorreceptores e inibidor da angiogénese,
produzido em grande quantidade pelo EPR®?. O PEDF age
inibindo a migracdo endotelial®? e induzindo apoptose das
células endoteliais neoformadas®?. Interessantemente, e ao
contrario do VEGF, sua expressdo é estimulada pela maior
tensdo local de oxigénio e inibida pela hipéxia®", e por isso
supde-se que o PEDF possa ser um antagonista natural do
VEGF. Acredita-se, inclusive, que a auséncia de vasos na
cornea e no vitreo seja devida a grande quantidade de PEDF
encontrada nessas estruturas. O vitreo de pacientes com reti-
nopatia diabética proliferativa contém niveis mais baixos de
PEDF em relagdo ao vitreo de olhos sem retinopatia prolifera-
tiva, e o inverso ocorre com os niveis de VEGF®*3Y, A concen-
tragdo vitrea de PEDF também é menor em olhos com DMRI®%,
Embora seja um potente fator antiangiogénico, a adminis-
tragdo sistémica de doses diferentes de PEDF provoca resulta-
dos controversos em relacdo a neovasculariza¢io retiniana
induzida por laser: enquanto doses baixas de PEDF diminuem
a taxa de neovascularizagio, doses altas aumentam a taxa®®,
Esses resultados geram diividas em relagdo ao potencial do
uso de PEDF para o controle da angiogénese.

Arq Bras Oftalmol. 2007;70(3):547-53

A invasdo e migracdo de células endoteliais através da
matriz extracelular durante a angiogénese sdo modulados pe-
las integrinas, uma familia de moléculas de adesdo celular. As
integrinas facilitam a migracdo através da interagdo com molé-
culas da matriz extracelular. Esse processo € potencializado
pela secrecdo de enzimas proteoliticas chamadas metalopro-
teinases (MMPs) e é modulado por inibidores tissulares das
MMPs (“tissue inhibitors of metalloproteinases”, TIMPs).
Viarias MMPs estdo presentes em membranas neovasculares
secundérias 8 DMRI®*57, e o préprio VEGF pode induzir a sua
producdo®®. Niveis aumentados de MMP-2 sdo detectdveis
no espago sub-retiniano de olhos com DMRI®?, assim como
de MMP-2 e MMP-9 na membrana de Bruch de olhos de
pacientes idosos®”. No entanto, essas enzimas se encontram
na forma inativa, e a sua importancia na neovascularizacao
ocular ainda ndo estd bem esclarecida.

TERAPIAS ANTIANGIOGENICAS PARA DOENCAS
PROLIFERATIVAS DA RETINA

Todo o conhecimento adquirido sobre o mecanismo de
angiogénese ocular tem possibilitado o desenvolvimento de
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varios inibidores desse processo. Como o denominador co-
mum das retinopatias proliferativas € o aumento da permeabi-
lidade e a proliferagdo vascular, os esforcos tém se concentra-
do na inibicdo do principal fator responsavel por essas altera-
¢oes: o VEGF.

Existem atualmente dois anticorpos produzidos especifica-
mente para o bloqueio da interagdo do VEGF com o seu recep-
tor no olho: pegaptanibe sédico e ranibizumabe. O pegapta-
nibe sédico é um aptimero que se liga com muita afinidade e
especificidade a molécula de VEGF, , impedindo sua intera-
¢do com o receptor de VEGF®V. O ranibizumabe é um fragmen-
to de anticorpo monoclonal recombinante humanizado que
inibe todas as isoformas do VEGF®?, Os estudos clinicos para
avaliar seguranga e eficdcia dessas drogas mostram que a
injecdo intravitrea produz beneficios anatomico e visual aos
pacientes, independentemente do subtipo angiogrifico e ta-
manho das membranas neovasculares e da visao inicial, € os
efeitos colaterais locais e sistémicos sdo insignificantes®!6>.

O bevacizumabe é um anticorpo monoclonal recombinante
humanizado completo do qual deriva o ranibizumabe®®, e vem
sendo usado para o tratamento da forma neovascular da DMRI e
daretinopatia diabética proliferativa. A droga foi aprovada para o
tratamento sistémico do cancer de c6lon com metastase, mas vem
sendo utilizada na forma de injecdes intravitreas, fora dos pa-
drdes para os quais foi desenvolvida. Alguns estudos clinicos e
experimentais com periodo de seguimento curto tém demonstra-
do auséncia de efeitos adversos oculares e sistémicos apds a
injecdo intravitrea de bevacizumabe®’?, e os resultados do tra-
tamento da forma neovascular da DMRI com bevacizumabe pare-
cem ser bons®7%7Y mas néo existem estudos que demonstrem
sua seguranca quando injetado dentro do olho.

A disseminacdo sist€émica dessas drogas apds a injecdo
intravitrea ¢ um motivo de preocupagdo. Embora os estudos
mostrem que existe passagem muito pequena das drogas atra-
vés do olho, ndo se conhecem os efeitos da presenca sistémi-
ca cronica de baixas doses desses antiangiogénicos. Como a
angiogénese fisioldgica é fundamental para a formagdo de
vasos colaterais importantes para a sobrevivéncia de areas
hipéxicas em outros érgdos, somente a experiéncia com o uso
dessas drogas serd capaz de mostrar a seguranga sistémica e
até mesmo ocular.

Existem outras abordagens terapéuticas do bloqueio da an-
giogénese ocular em fase de desenvolvimento. Entre elas, desta-
cam-se a terapia génica com a administracao intra-vitrea de PEDF,
o VEGF Trap, o siRNA (“small interfering RNAs”), e a adminis-
tracdo sist€mica de lactato de esqualamina. Todas possuem estu-
dos pré-clinicos mostrando sua eficiéncia no bloqueio da
angiogénese e os estudos clinicos estio nas fases I e II.

CONCLUSAO

O tratamento das retinopatias proliferativas vem sendo
rapidamente aprimorado. O melhor conhecimento dos meca-
nismos que levam a angiogénese ocular patologica tem per-
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mitido o desenvolvimento de novas drogas para o tratamento
da forma neovascular da DMRI, da retinopatia diabética e das
oclusdes vasculares da retina, o que as tornardo armas precio-
sas no tratamento das principais causas de cegueira legal
irreversivel em individuos com mais de 65 anos.

ABSTRACT

Angiogenesis is the process involving the growth of new
blood vessels from preexisting vessels which occurs in both
physiologic and pathological settings. It is a complex process
controlled by a large number of modulating factors, the pro-
and antiangiogenic factors. The underlying cause of vision
loss in proliferative retinal diseases, such as age-related ma-
cular degeneration and proliferative diabetic retinopathy, are
increased vascular permeability and choroidal neovascula-
rization, and vascular endothelial growth factor (VEGF) plays
a central role in this process. VEGF is produced in the eye by
retinal pigment epithelium (RPE) cells and is upregulated by
hypoxia. There are four major biologically active human
isoforms, of which VEGF]65 is the predominant in the human
eye and appears to be the responsible for pathological ocular
neovascularization. Besides being a potent and specific
mitogen for endothelial cells, VEGF increases vascular per-
meability, inhibits endothelial cells apoptosis, and is a che-
moattractant for endothelial cell precursors. VEGF is not the
only growth factor involved in ocular neovascularization.
Basic fibroblast growth factor (bFGF), angiopoietins, pigment
epithelium-derived factor (PEDF), and adhesion molecules
also play a role in the pro- and antiangiogenic balance. Ad-
vances in the understanding of the bases of pathological
ocular angiogenesis and identification of angiogenesis regu-
lators have enabled the development of novel therapeutic
agents. Anti-VEGF antibodies have been developed for intra-
vitreal use, and other approaches are currently under investi-
gation. These new drugs may be powerful tools for the treat-
ment of the leading causes of irreversible blindness in people
over age 65.

Keywords: Neovasculatization, pathologic; Macular degene-
ration; Diabetic retinopathy; Angiogenesis inhibitors; Angio-
genesis inducing agents
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