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RESUMO

POTENCIAL EFEITO INIBITORIO DO LASSBIO-596, UM ANALAGO DA
TALIDOMIDA, NA ANGIOGENESE INFLAMATORIA EM CORNEA DE
COELHO. JOAO CRISPIM MORAES LIMA RIBEIRO. Dissertacdo (Mestrado).
Programa de P4s-Graduacédo Stricto Sensu em Cirurgia. Orientador: Prof. Dr.
Manoel Odorico de Moraes Filho. Co-Orientador: Prof. Dr. Francisco Vagnaldo
Fechine Jamacaru.

Diversos mecanismos reguladores de angiogénese alteram-se propiciando
processos fisiolégicos assim como a propagacdo de doencas. Observa-se
exacerbacdo do processo angiogénico em diversas patologias, entre elas
podendo ser citada a neovascularizacdo de cérnea. Para o tratamento dessas
doencas, sdo estudados diversos farmacos com  propriedades
antiangiogénicas. O objetivo desse trabalho foi avaliar a eficacia do farmaco
LASSBIO-596, estruturalmente designado como um hibrido da talidomida,
sildenafil e arilsulfonamida, na angiogénese corneana inflamatoéria. Dezoito
coelhos foram submetidos a uma cauterizacdo alcalina na cOrnea direita. Os
animais foram randomicamente alocados em trés grupos: veiculo,
dexametasona e LASSBIi0-596. As drogas foram administradas em forma de
colirio trés vezes por dia durante 21 dias. Avaliagdes foram realizadas nos dias
3, 6, 9, 12, 15, 18 e 21 pbs-cauterizacdo. Nesses momentos, imagens
digitalizadas da cornea foram capturadas de uma forma padronizada. A
resposta angiogénica foi mensurada utilizando-se um software que foi
desenvolvido especificamente para esta finalidade. Foram calculados os
seguintes parametros: area de neovascularizacdo (AN), comprimento vascular
total (CT) e numero de vasos sanguineos (NV). Observou-se que a
dexametasona diminuiu significativamente AN, CT e NV durante todas as
avaliacdes. Portanto, a dexametasona inibiu completamente a angiogénese
inflamatoria da cornea com uma taxa de angiogénese (TA) de -0,001 + 0,006
mm?/dia, que foi significativamente menor (p < 0,001) do que a observada apés
o tratamento com o veiculo e LASSBIi0-596 (0,078 + 0,024 mm?/dia). Apesar de
0 LASSBI0-596 ter reduzido o processo de angiogénese mais do que o veiculo,
essa diferenca nao foi estatisticamente significante. No entanto, verificou-se
que a TA medida no grupo LASSBIi0-596 foi significativamente menor (p < 0,05)
do que a observada nos animais controle, indicando um potencial efeito
antiangiogénico. Concluimos que a aplicacdo topica de LASSBIio-596 a 1,0%
tem um potencial efeito inibitério sobre a angiogénese corneana inflamatéria
em coelhos.

PALAVRAS-CHAVE: Neovascularizacdo da Coérnea. Inflamagéo. Talidomida.
Inibidores da angiogénese.



ABSTRACT

POTENCIAL INHIBITORY EFFECT OF LASSBIO-596, A THALIDOMIDE
ANALOGUE, ON INFLAMMATORY CORNEAL ANGIOGENESIS IN
RABBITS. JOAO CRISPIM MORAES LIMA RIBEIRO. Dissertation (Master).
Post-Graduation Program (Stricto Sensu) in Surgery. Federal University of
Ceara. Supervisor: Prof. Manoel Odorico de Moraes Filho, MD., PhD. Co-
Supervisor: Prof. Francisco Vagnaldo Fechine Jamacaru, MD., PhD.

Several regulatory mechanisms of angiogenesis provide alter physiological
processes and the spread of diseases. There is exacerbation of the angiogenic
process in various diseases, especially in corneal neovascularization. For the
treatment of these diseases, several drugs were studied with antiangiogenic
properties. The aim of this study was to evaluate the effect of LASSBio-596,
structurally designed as a hybrid of thalidomide, sildenafil and arilsulfonamide,
on inflammatory corneal angiogenesis. Eighteen rabbits were submitted to an
alkaline cauterization in the right cornea. The animals were randomly allocated
in three groups: vehicle, dexamethasone, and LASSBIi0-596 group. Drugs were
administrated by eye drops three times per day for 21 days. Evaluations were
performed on days 3, 6, 9, 12, 15, 18, and 21 post-cauterization. At these time
points, digital images of the cornea were captured in a standard fashion.
Angiogenic response was measured using software that was developed
specifically for this purpose. It calculated the following parameters:
neovascularization area (NA), total vascular length (TVL), and blood vessel
number (BVN). It was observed that dexamethasone significantly decreased
NA, TVL, and BVN during all assessments. Therefore, dexamethasone
completely inhibited the inflammatory corneal angiogenesis with angiogenesis
rate (AR) of -0.001 + 0.006 mm2/day, which was significantly lower (p < 0.001)
than that observed after treatment with vehicle and LASSBIio-596 (0.078 +
0.024 mm2/day). Although LASSBIi0-596 reduced angiogenesis more than did
vehicle, this difference was not statistically significant. However, it was found
that the AR as measured in the LASSBIi0-596 group was significantly lower (p <
0.05) than that seen in control animals, indicating a potential antiangiogenic
effect. We conclude that topical application of LASSBio-596 at 1.0% has a
potential inhibitory effect on inflammatory corneal angiogenesis in rabbits.

KEYWORDS: Corneal Neovascularization. Inflammation. Thalidomide.
Angiogenesis Inhibitors.
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1 INTRODUCAO

1.1 Angiogénese: conceito, mecanismos e implica¢8es clinicas

A formacdo de novos vasos sanguineos envolve dois processos
fundamentais: vasculogénese e angiogénese (RISAU, 1997). Vasculogénese &
a formacédo priméaria de vasos sanguineos a partir dos precursores da célula
endotelial, os angioblastos (HANAHAN, FOLKMAN, 1996). Ja o processo de
desenvolvimento de novos capilares a partir de vasos sanguineos pré-
existentes € denominado de angiogénese ou neovascularizacdo (HANAHAN,
FOLKMAN, 1996; AUERBACH et al., 2003).

Os vasos recém-formados pelo mecanismo de angiogénese séo
constituidos apenas de células endoteliais. O fortalecimento das adesfes entre
as células endoteliais e o recrutamento de células murais, pericitos e células
musculares lisas sdo necessarios para promover a estabilizacdo e maturacao
desses neovasos. Esse processo é chamado de arteriogénese. O
estabelecimento de fluxo sanguineo no vaso neoformado constitui também um
fator essencial para a maturacdo vascular. Quando, porém, o estimulo
angiogénico é insuficiente, o neovaso torna-se fragil, dilatado, sujeito a rupturas
e sangramentos, resultando na reducdo do fluxo e, finalmente, na sua
regressao (CARMELIET, 2000).

A angiogénese normal ou fisiolégica ocorre, principalmente,
durante o desenvolvimento embrionario (PAPETTI; HERMAN, 2002). E
observada, porém, ao longo da vida adulta, em alguns eventos fisioldgicos, tais
como: ovulagao, ciclo endometrial, desenvolvimento da placenta e reparacao
de feridas (FOLKMAN, 1995; RISAU, 1997; PAPETTI; HERMAN, 2002). Dessa
forma, a angiogénese é essencial para o processo de reproducéo,
desenvolvimento e reparacdo. Nessas condi¢cbes, a resposta angiogénica €&
limitada e rigorosamente controlada, de modo que é ativada por um breve
periodo, sendo, em seguida, completamente inibida (FOLKMAN; SHING,
1992), no momento em que as demandas metabdlicas do tecido em
crescimento foram atendidas pela rede vascular neoformada (PAPETTI,
HERMAN, 2002).
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O controle da angiogénese é feito por um fino balanco entre
fatores enddgenos promotores (angiogénicos) e inibidores (angiostaticos)
(HANAHAN; FOLKMAN, 1996; CONTI, 2002). De fato, exceto nas condi¢gbes
fisiolégicas enumeradas anteriormente, a célula endotelial do organismo adulto
sadio apresenta um tempo de turnover muito longo (MALONNE et al., 1999),
que pode exceder 1.000 dias (FOLKMAN, 1995). Durante a angiogénese,
porém, o tempo médio de turnover € de 5 dias (FOLKMAN; SHING, 1992).
Dessa forma, ao longo de quase toda sua existéncia, a célula endotelial
permanece fora do ciclo celular, num estado quiescente, embora mantenha a
capacidade de proliferar (FOLKMAN, 1995).

A manutencgdo da célula endotelial no estado quiescente decorre
da acdo de reguladores enddgenos negativos, uma vez que reguladores
positivos sao detectados, com frequéncia, em tecidos adultos nos quais nao se
observa angiogénese. Por outro lado, reguladores positivos e negativos
frequentemente coexistem em tecidos nos quais a célula endotelial esta
ativada (PEPPER, 1997).

Diversos fatores de crescimento e citocinas estdo envolvidos na
regulacdo da angiogénese. Dentre os agentes indutores de angiogénese, 0
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator de crescimento de
fibroblastos 2 (FGF-2) sédo considerados os mais importantes (CONTI, 2002).

Os efeitos biol6gicos do VEGF podem ser assim enumerados:
VEGF estimula a migragéo e proliferacdo da célula endotelial vascular; inibe a
apoptose da célula endotelial; aumenta a permeabilidade vascular, mediada
pelo 6xido nitrico (NO); estimula a producdo, pela célula endotelial, de
ativadores do plasminogénio (UPA e tPA), do inibidor do ativador do
plasminogénio-1 (PAI-1) e da colagenase intersticial (FERRARA, 2001,
PAPETTI; HERMAN, 2002; FERRARA, 2004).

Os inibidores enddgenos da angiogénese podem ser divididos em
quatro grupos: interferons, fragmentos proteoliticos, interleucinas (IL) e
inibidores de proteases (PAPETTI; HERMAN, 2002). Na familia dos interferons,
destacam-se o interferon-a e interferon-, os quais diminuem a expressao de
FGF-2 e VEGF (CARMELIET, 2000). Dentre as interleucinas, IL-4 e IL-12 sao
inibidoras da proliferagdo da célula endotelial. Os inibidores de proteases

impedem a remodelacdo da matriz extracelular, tornando-a desfavoravel para a



migracdo, adesdo e formacdo de tubos pela célula endotelial (PAPETTI;
HERMAN, 2002). Diversos agentes antiangiogénicos potentes constituem, de
fato, fragmentos de proteinas maiores, as quais carecem de atividade inibitéria.
A maioria desses produtos de clivagem deriva de componentes da matriz
extracelular, como colageno e fibronectina, ou de enzimas como plasminogénio
e metaloproteinase da matriz-2 (MMP-2) (PAPETTI; HERMAN, 2002). Os dois
principais membros dessa classe sao a angiostatina e a endostatina.

Em condicdes patoldgicas, os diversos mecanismos reguladores
do processo angiogénico alteram-se para propiciar a propagacao da doenca,
como se observa, por exemplo, durante a angiogénese tumoral (PAPETTI,
HERMAN, 2002). Nesses casos, a angiogénese anormal, seja excessiva ou
deficiente, contribui, sobremaneira, para a patogénese de uma série de
doencas que inclui desordens inflamatorias, infecciosas, imunoldogicas,
isquémicas e malignas: as chamadas doencas dependentes de angiogénese
(FOLKMAN, 1995). Entre as afeccbes em que se observa exacerbacdo do
processo angiogénico, podem ser citadas: artrite reumatdide, sinovite,
psoriase, dermatite alérgica, sarcoma de Kaposi, hemangiomas, aterosclerose,
obesidade, retinopatia diabética, degeneracdo macular relacionada a idade,
retinopatia da prematuridade, glaucoma neovascular, neovascularizacao
corneana, rejeicdo de transplante de coOrnea, asma, polipos nasais, doenca
intestinal inflamatoria, endometriose, crescimento tumoral e metastatico
(FOLKMAN, 1995; ADAMIS; AIELLO; D’AMATO, 1999; CROMER et al., 2011).
Outras doencas ou condi¢cdes decorrem, por outro lado, de uma angiogénese
insuficiente ou uma regressao vascular anormal, entre as quais: Ulcera gastrica
e duodenal, Ulcera cutanea crbnica, queda de cabelo, retardo na consolidacao
0ssea, osteoporose, pré-eclampsia, isquemia cerebral, miocardica e periférica
(FOLKMAN, 1995).

Algumas evidéncias sugerem a existéncia de mecanismos de
controle distintos para a angiogénese patoldgica observada no organismo
adulto e a angiogénese fisiologica do periodo embrionario, embora estas
aparentes diferencas possam refletir a ainda incompleta compreensdo do
processo angiogénico. Entre as moléculas com minimo envolvimento no
desenvolvimento da rede vascular embriondria, mas que afetam

substancialmente a angiogénese patoldgica, incluem-se: cicloxigenase-2 (COX-
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2), fator de crescimento da placenta (PIGF), integrina-aV33, inibidor do ativador
do plasminogénio-1 (PAI-1), NO e trombospondina-2 (TSP-2). Outra diferenca
entre angiogénese fisiologica e patoldgica diz respeito ao fato de que esta
altima e frequentemente induzida pela inflamacéao. Assim,
monaocitos/macrofagos, mastocitos, plaquetas e outros leucoécitos sédo atraidos
para os locais de inflamagcdo ou de reparacdo de ferida, sendo que fatores
angiogénicos, como VEGF, contribuem em parte na promocédo dessa
quimiotaxia. Tais células produzem entdo fatores angiogénicos, como VEGF,
FGF-2, fator de crescimento transformador beta-1 (TGF-p1), IL-8, fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), proteina quimiotatica de
mondcitos-1, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), proteinases, que, por sua
vez, atraem células endoteliais, células musculares lisas, fibroblastos,
leucdcitos e plaquetas (CARMELIET, 2000). Sabe-se também papel de outras
moléculas na fisiopatologia da angiogénese, especialmente das proteinas da
familia CCN, como a CCN5 (RUSSO; CASTELLOT JR, 2010) além de
complexa rede de sinais mediada pelos receptores acoplados a proteina G
fosfato-esfingosina-1 na vasculogénese, particularmente com énfase nas
respostas de adesdo e motilidade da célula endotelial vascular (ARGRAVES;
WILKERSON; ARGRAVES, 2010).

Os avancos alcancados ao longo dos anos acerca da
compreensdao dos mecanismos moleculares e celulares do processo
angiogénico possibilitaram o desenvolvimento de estratégias terapéuticas para
combater as doencas dependentes de angiogénese. De um lado esta a
angiogénese terapéutica, isto €, a possibilidade do uso clinico de fatores proé-
angiogénicos naquelas situagces onde a angiogénese é insuficiente, como nas
doencas isquémicas (SCHUMACHER et al., 1998). O objetivo € restaurar e
manter a perfusdo tecidual pela estimulacdo da angiogénese no territorio
isquémico (PEPPER, 1997). Do outro lado, destaca-se a aplicacéo clinica de
agentes antiangiogénicos naquelas condi¢cbes caracterizadas por angiogénese
excessiva, principalmente o céncer, ou seja, a terapia antiangiogénica
(PEPPER, 1997, GASPARINI et al., 2005).

Varios ensaios clinicos avaliaram ou estéo avaliando a eficacia de
diversos inibidores de angiogénese, especialmente no que se refere a terapia

anticancer. Os relatos preliminares sugerem que a terapia antiangiogénica com



um unico agente € pouco eficaz em tumores avancados (GASPARINI et al.,
2005). Por outro lado, a combinacdo da terapia antiangiogénica com a
quimioterapia convencional parece mais promissora. Além disso, encontra-se
aprovado pelo FDA (departamento americano responsavel pelo controle de
alimentos e medicamentos) terapias anticancer, especialmente para carcinoma
de células renais avancado, baseado em recentes avangos no
desenvolvimento de novas terapias antiangiogénica, como sorafenib, sunitinib
e pazopanib, que séo inibidores da tirosina quinase dos receptores de VEGF
(VEGFR-1, -2 e -3) (BHARGAVA; ROBINSON, 2011), ampliando o arsenal
terapéutico antiangiogénico.

O advento dos farmacos antiangiogénicos também proporcionou
novas opcdes terapéuticas para as doencas oftalmolégicas dependentes de
angiogénese, sobretudo a forma neovascular da degeneracdo macular
relacionado a idade (DMRI) (WIINGAARDEN; COSTER; WILLIAMS, 2005).
Em tal doenca, estudos demonstraram claros beneficios com o tratamento, por
via intravitrea, com os seguintes inibidores de VEGF: pegaptanib, um aptamero
de acido ribonucleico com 28 bases nitrogenadas (oligonucleotideo), que se
liga e bloqueia especificamente a isoforma VEGF165 (GRAGOUDAS et al.,
2004); ranibizumab, um fragmento de anticorpo monoclonal anti-VEGF, que
inibe a atividade de todas as isoformas do VEGF (FERRARA et al., 2006); e
bevacizumab, um anticorpo monoclonal humanizado de cadeia completa contra
a molécula do VEGF, inibindo VEGFR-1 e -2 (AVERY et al., 2006).
Recentemente, um grande estudo multicéntrico, prospectivo e randomizado
comparou o uso de bevacizumab e ranibizumab para DMRI e demonstrou que
0 uso mensal de bevacizumab e ranibizumab resultou na mesma acuidade
visual final (The CATT Research Group, 2011).

Entretanto, apesar de alguns resultados promissores, persiste o
desafio de aprofundar o conhecimento das bases moleculares das doengas
dependentes de angiogénese, notadamente o cancer, de modo a propiciar o

desenvolvimento de terapias antiangiogénicas mais eficazes e seguras.
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1.2 Ensaio de angiogénese em coOrnea

No intuito de se estudar experimentalmente o processo de
formacdo dos vasos sanguineos, um dos modelos mais utilizados é o ensaio
de angiogénese em cornea (TARABOLETTI; GIAVAZZI, 2004). Nesse modelo,
um estimulo artificialmente induzido na cérnea promove uma resposta
angiogénica, principalmente pelo mecanismo de brotamento, caracterizada
pelo crescimento de neovasos, derivados do plexo vascular limbico, no
estroma corneano, em dire¢do ao local do estimulo angiogénico (HASAN et al.,
2004). E considerado um dos melhores ensaios in vivo, uma vez que a coérnea
€ uma estrutura avascular, transparente e de facil acesso e observacao, de
modo que qualquer vaso sanguineo que cresca no seu estroma decorre do
estimulo angiogénico utilizado (AUERBACH et al., 2003). Tais peculiaridades
anatdmicas facilitam o monitoramento direto da resposta neovascular, de forma
nao invasiva, e permitem inclusive a aplicacdo tépica da droga em teste. Além
disso, 0s neovasos, originados a partir do plexo vascular limbico, podem ser
detectados na cérnea mesmo na fase inicial da neovascularizacdo (BECKER et
al., 1998).

Assim, uma caracteristica importante dos ensaios de angiogénese
em coOrnea € a possibilidade de mdultiplas observacfes numa mesma unidade
experimental, proporcionando o acompanhamento temporal e espacial do
processo angiogénico por um longo periodo (CONRAD et al, 1994).

Em modelos de neovascularizagdo em cornea observa-se que a
resposta angiogénica encontrada apresenta um padrdo bifasico, na qual
distinguiu-se uma fase de proliferacdo e outra de maturacdo (EDELMAN;
CASTRO; WEN, 1999). A primeira se caracteriza por intensa proliferacao
vascular. A densidade vascular é alta, observam-se inimeros brotos, e a taxa
de angiogénese alcanca seu valor maximo. J& a segunda, caracteriza-se pela
maturacdo vascular. Os neovasos se alongam, diminuem as ramificacoes, e a

taxa de angiogénese se estabiliza.



1.3 Neovascularizacéo corneana: aspectos fisiopatolégicos

Em condi¢cdes normais, o tecido corneano € transparente e isento
de vasos sanguineos e linfaticos (Figura 1). Tais atributos sdo fundamentais
para a integridade do eixo visual e estdo associados a dois fendmenos. O
primeiro € chamado de “privilégio imunologico”, isto é, a resisténcia natural ao
desenvolvimento de inflamacao que é inerente a cornea. O segundo, chamado
de “privilégio angiogénico”, em analogia ao primeiro termo, designa a
resisténcia natural da cornea ao desenvolvimento de vasos sanguineos e
linfaticos a partir do limbo. Os mecanismos que regulam a angiogénese na
cOrnea e que, consequentemente, mantém o “privilégio angiogénico”
(avascularidade corneana) sdo pouco conhecidos. Acredita-se, porém, que
varios fatores antiangiogénicos presentes na cérnea e no humor agquoso
estejam envolvidos. De fato, a regulacdo precisa da angiogénese corneana €&
também responsavel pela manutengdo do “privilégio imunoldgico” da cérnea,
além, obviamente, da sua transparéncia. Ambos os fenbmenos ndo sao,
contudo, absolutos e podem ser anulados por diversas condi¢des patologicas

ou manipulacg@es cirtrgicas da cornea (CURSIEFEN et al., 2004).

Figura 1. Cdérnea humana.
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A neovascularizacdo corneana, isto é, o crescimento de vasos
sanguineos no previamente avascular tecido corneano a partir do plexo
vascular limbico (LEE; WANG; ADAMIS, 1998), € uma caracteristica comum a
diversas doencas da coOrnea, sejam elas de origem infecciosa, traumatica,
degenerativa ou inflamatéria (JOUSSEN et al., 2001; YOSHIDA et al., 2003;
POULAKI et al., 2004). Entre as principais afeccfes associadas a importante
neovascularizacdo corneana citam-se: ceratite bacteriana, viral e fungica,
gueimaduras quimicas, rejeicdo de transplante de cOrnea, sindrome de
Stevens-Johnson, pefingdide ocular, pterigio, degeneracdo marginal de
Terrien, trauma, uso prolongado de lentes de contato (Figura 2) (LEE; WANG;
ADAMIS, 1998; ADAMIS; AIELLO; D’AMATO, 1999; HOLZER et al., 2003;
SALOMOQV et al., 2005).

Figura 2. Neovascularizacdo corneana secundario ao uso inadequado e prolongado de lentes
de contato, com énfase em alguns neovasos superficiais superiores.

Os principais estimulos para a neovascularizacdo corneana sao:
inflamacgédo, hipdxia e destruicdo das células germinativas limbicas (ADAMIS;
AIELLO; D’AMATO, 1999). A hipdxia esta associada mais comumente ao uso
prolongado de lentes de contato (ADAMIS; AIELLO; D’AMATO, 1999; HOLZER



et al., 2003). A destruicdo ou deplecdo das células germinativas do limbo, por
sua vez, resulta frequentemente em “conjuntivalizagdo” da superficie da
cornea. De fato, quando a lesdo da cornea ndo envolve a margem limbica, a
reparacao do defeito epitelial é realizada pelo proprio epitélio corneano e pelo
epitélio limbico adjacente, porém defeitos que resultam na destruicdo das
células germinativas limbicas sdo reparados pelo epitélio conjuntival (LEE;
WANG; ADAMIS, 1999).

Apesar de intensamente investigada, a patogénese da
neovascularizacdo corneana ainda ndo esta totalmente compreendida
(AMBATI et al., 2003; YOSHIDA et al., 2003; SALOMOV et al., 2005). Diversos
mediadores e tipos celulares foram implicados. Num estudo para determinar 0s
eventos celulares que precedem a angiogénese inflamatéria em cérnea murina,
constatou-se que o infiltrado pré-angiogénico é composto essencialmente de
granulécitos e mondcitos (SUNDERKOTTER et al., 1991). Outro estudo
demonstrou que a IL-1 e a IL-6 sdo produzidas numa fase precoce em corneas
submetidas a queimaduras alcalinas e que estdo associadas a infiltracdo de
leucécitos polimorfonucleares (PMN) (SOTOZONO et al., 1999).

Num modelo de angiogénese inflamatéria em cornea de rato,
verificou-se que o VEGF produzido por leucdcitos que infiltram o estroma
corneano — inicialmente neutréfilos e subsequentemente mondcitos /
macrofagos — desempenha papel fundamental na indugdo e manutencao da
neovascularizacdo em cérneas cauterizadas, e que tanto a hipdxia e
mediadores inflamatérios aumentam a expressao do VEGF na vizinhanca da
lesdo (EDELMAN; CASTRO; WEN, 1999). Este, por sua vez, induz a migragao
e proliferacdo da célula endotelial. Além disso, o VEGF foi o primeiro mediador
endogeno da neovascularizacdo corneana a ser identificado (ADAMIS;
AIELLO; D’AMATO, 1999).

Véarios outros autores também enfatizaram a importancia do
VEGF como o estimulo principal na angiogénese corneana inflamatéria
(MOROMIZATO et al., 2000; JOUSSEN et al., 2001; AMBATI et al., 2003;
POULAKI et al., 2004; USUI et al., 2005).

Cursiefen et al. (2004) propuseram, utilizando um modelo de
angiogénese inflamatéria em cornea de camundongo induzida por um fio de

sutura, que o recrutamento de mondcitos/macréfagos, derivados da medula
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O0ssea e que expressam o receptor do VEGF 1 (VEGFR-1), pelo VEGF,
desempenha um papel importante na inducdo da neovascularizagao
inflamatodria. Estes mesmos leucécitos atuam também na liberacdo de fatores
angiogénicos que amplificam a angiogénese patoldgica.

Kon et al. (2003) postularam que o NO age como um mediador
pré-angiogénico na neovascularizacdo corneana inflamatoéria, promovendo a
vasodilatacdo e o aumento da permeabilidade vascular. Castro, Lutz e
Edelman (2004) demonstraram que os inibidores seletivos e néo seletivos da
COX-2 bloqueavam parcialmente a angiogénese inflamatoria em coérnea de
rato e concluiram que os produtos resultantes da acdo da COX-2 estdo entre
os diversos mediadores que modulam a expresséo do VEGF na
neovascularizacao induzida pela inflamacao.

Sonoda et al. (2005) postularam que células derivadas da medula
O0ssea sdo recrutadas para a cérnea sadia, avascular, onde realizam a
depuracdo das escoOrias metabdlicas, sendo, pois, essenciais para a
manutencdo da transparéncia corneana. Além disso, se a cérnea sofre uma
leséo, tais células respondem prontamente a agressdo com a producao de
varias citocinas, que entao iniciam a resposta imune. Concluiram ainda que, na
cornea inflamada, os neutrdfilos séo responsaveis pelo edema e opacificacao
que surgem precocemente, enquanto os macréfagos sdo essenciais para a
inducdo de angiogénese corneana e para a cronicidade da inflamacao (Figura
3).
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Figura 3. Representacdo esquematica e simplificada do processo de neovascularizacdo da

cornea.

O envolvimento de varios outros mediadores na
neovascularizacdo corneana inflamatéria também foi investigado, entre os
quais citam-se: FGF-2, angiogenina, prostaglandinas, IL-2, IL-8, PDGF (KWON
et al., 2005), molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM-1) (MOROMIZATO et al.,
2000), ativina A e integrina avp5 (POULAKI et al., 2004).

Pelo exposto, nota-se a necessidade de estudos mais profundos
para desvendar os mecanismos celulares e, sobretudo, moleculares envolvidos
na neovascularizagdo corneana inflamatoria. Nesse sentido, os modelos de
angiogénese inflamatoria em cornea, seja de coelho, rato ou camundongo, séo
de fundamental importancia, visto que simulam com maior realismo as
situacdes clinicas onde a neovascularizacdo corneana € induzida por estimulo
inflamatorio (CASTRO; LUTZ; EDELMAN, 2004). Assim, nesses casos, tais
modelos sdo preferiveis aos ensaios que utilizam microbolsa corneana com
implante de pellets contendo um estimulo angiogénico Unico, onde a resposta
inflamatoria € minima (YOSHIDA et al., 2003).

Recentemente, tem-se estudado como a nanotecnologia e a

nanomedicina podem auxiliar no tratamento de doencas oftalmolégicas. Em
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relacdo a neovascularizagdo corneana, Jani et al. (2007) relataram sobre
nanoparticulas capazes de suprimir neovascularizagdo corneana experimental
induzido por cauterizacdo alcalina. Zhou et al. (2010) realizaram injecao
subconjuntival de Ad-Vasohibin-1, um adenovirus recombinante capaz de
codificar vasohibin-1 humano (um inibidor do processo angiogénico expresso
no endotélio vascular), em ratos com neovascularizacao corneana induzido por
queimadura quimica e demonstraram seu efeito antiangiogénico,
provavelmente pela capacidade de diminuir a expressdo de VEGFR2.
Atualmente, a nanotecnologia ja tem sido utilizado para diferentes doencas em
oftalmologia, e muitas outras aplicacbes irdo ocorrer no proximo século
(ZARBIN et al., 2010).

1.4 Talidomida

Talidomida, um derivado sintético do acido glutamico, é um
farmaco que além de propriedade antiangiogénica apresenta outras
caracteristicas peculiares. Ela foi introduzida no mercado como sedativo em
1957 (KENYON; BROWNE; D’AMATO, 1997), porém foi caracterizada por
promover malformacdo em membros de recém-nascidos, chamada de
focomelia, cujas mées fizeram seu uso durante a gravidez. No entanto, com a
descoberta de sua teratogenicidade, ela foi retirada do mercado (GONZALEZ,
2001). Anos mais tarde, em 1994, documentaram que nos recém-nascidos, 0s
quais as maes faziam uso deste farmaco durante a gestacdo, ocorria uma
inibicdo do crescimento vascular nos brotos dos membros em
desenvolvimento, durante o periodo embrionéario, o que ocasionava a anomalia.
Entretanto, provou-se também que a talidomida possuia importantes
propriedades, como imunomoduladora e anti-inflamatéria, abrindo novas
perspectivas para o uso clinico desse farmaco numa variedade de condigdes,
entre as quais: doenca de Behget, eritema nodoso leproso, doenca do enxerto
versus hospedeiro, sindrome da imunodeficiéncia adquirida, doenca de Crohn
(MACPHERSON et al.,, 2003). Seguidamente a constatacdo da atividade
antiangiogénica da talidomida, propuseram entdo a idéia de emprega-la no
tratamento de doencas dependentes de angiogénese, como no cancer
(MACPHERSON et al., 2003).



As propriedades biolégicas da talidomida estdo associadas,
principalmente, a inibicdo da producdo do TNF-a, uma citocina necessaria para
dar inicio & inflamacéo e, consequentemente, a neovascularizacdo, produzida
por mondcitos e macrofagos. Além disso, também ocorre uma resisténcia ao
processo angiogénico devido ao efeito inibitorio da talidomida acerca do VEGF
e FGF-2, como habitual em farmacos antiangiogénicos (MACPHERSON et al.,
2003; ELEUTHERAKISPAPAIAKOVOU; BAMIAS; DIMOPOULQS, 2004).

Provavelmente a bioatividade da talidomida €&, em parte,
controlada pelo fator nuclear kappa B (NF-kB). O TNF-a induz a ativagdo do
NF-kB que, quando ativado, regula a expressao de varios genes envolvidos na
proliferacdo celular, inflamacdo, angiogénese e inibicdo da apoptose. Porém
dois dos genes regulados pelo NF-kB ativado expressam os fatores proé-
angiogénicos VEGF e IL-8. Assim, postulou-se que o efeito antiangiogénico da
talidomida era devido a uma sequéncia de acontecimentos que finaliza com a
inibicdo indireta da neovascularizagdo. Esta sequéncia de eventos comeca
com o efeito inibitério que a talidomida tem sobre o TNF-a, que, inibido, ndo
induzird a ativacdo do NF-kB, suspendendo a expressdo de varios genes,
fundamentalmente os que codificam o fator pré-angiogénico VEGF, limitando a
formacé&o de novos vasos sanguineos (MACPHERSON et al., 2003) (Figura 4).
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Figura 4. Representacdo esquematica e simplificada do mecanismo de acéo da talidomida.
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Assim, diante da utilidade da talidomida como um farmaco com
caracteristicas antiangiogénica, anti-inflamatéria e imunomoduladora, novas
pesquisas surgiram no intuito de descobrir drogas com propriedades analogas
a sua, mas com capacidade de minimizar seus eventuais efeitos adversos,

assim como anular sua classica caracteristica teratogénica.

1.5 LASSBIi0-596: um analogo da talidomida

LASSBI0-596, que foi estruturalmente designado como um hibrido
da talidomida, sildenafil (inibidor seletivo de fosfodiesterase-5) e arilsulfonamida
(protétipo inibidor seletivo de fosfodiesterase-4), € um agente que exibe
importante propriedades anti-inflamatoria e imunomoduladora (LIMA et al.,
2002; ROCCO et al., 2003; CAMPOS et al., 2006). Esse anélogo da talidomida,
obtido através de reacdes de hidrélise de sua estrutura, ndo possui o anel
phtalimida (responsavel pelo efeito teratogénico da talidomida), sugerindo a
provavel auséncia de um eventual efeito teratogénico deste novo componente
(Figura 5) (LIMA; DE LIMA, 2009).



30

Fe D
O XY & T
A | H ST N \“n’N\H Metabélito da Talidomid
: Nl / h p [ ™) etabdlito da Talidomida
1\ A N \,__N/_O I\ ,,;I\ "El) 0 in vivo ph dependente
o 4’ : ~ ‘T—’
0o O H OH
Talidomida 0. 0
7N - Y
+ B~ T \]
Sildenafil P s
A_H
+ - =

OH  LASSBio-596

Arilsulfonamida

Hibridizagao molecular
+

Trocas isostéricas
+

Transformagao quimica in vivo

Figura 5. Estruturas quimicas da talidomida, seu metabdlito e do LASSBIi0-596, evidenciando o
processo de hibridizagdo molecular da talidomida, sildenafil e arilsulfonamida na forma¢&o do
LASSBI0-596. Radical A representa radical da talidomida que de acordo com o pH transforma-

se em radical A’ in vivo. Radical A’ mantem-se na estrutura quimica do LASSBio-596.

LASSBIi0-596 modula o processo inflamatério demostrando ter
potente atividade inibitéria do recrutamento de neutréfilos induzido por
lipopolissacarideo que esta correlacionado com seu efeito inibidor dos niveis
de TNF-a (LIMA et al., 2002).

Ja em um estudo envolvendo inflamag&o pulmonar, LASSBio-596
atenuou o aumento dos niveis de TNF-a no fluido do lavado broncoalveolar e
inibiu a neutrofilia pulmonar, além de ter demonstrado efeito protetor contra a
formacao de edema pulmonar (ROCCO et al., 2003).

Em 2010, foi realizado uma revisdo a respeito da trajetéria da
descoberta do LASSBi0-596 como um novo candidato a farmaco antiasmaético,
evidenciando-se 0s primeiros ensaios pré-clinicos em modelo murino de asma
aguda e crbnica, com propriedade broncodilatadora, anti-inflamatéria e com
acbes benéficas no remodelamento das vias aéreas, até estudos

farmacocinéticos e toxicolégicos em roedores e determinacdo de



genotoxicidade e mutagenicidade que antecedem a eventual etapa de estudos
clinicos de Fase | (ROCCO et al., 2010). Constatou-se que o LASSBIi0-596 ndo
apresentou efeito genotdxico e/ou mutagénico, em condi¢cdes in vitro. Quando
administrado por via oral, apresentou baixa biodisponibilidade e curto tempo de
meia-vida. Nos ensaios de toxicidade aguda e crbnica em roedores, nao
apresentou toxicidade aguda e cronica, embora, com uso crénico por 90 dias
consecutivos, tenham sido observados algumas alteracfes histopatologicas e
hematolégicas (ROCCO et al., 2010).

Recentemente, o0 LASSBIi0o-596 foi estudado em modelo
experimental de inflamacdo pulmonar e hepatica induzido por microcistina-LR,
uma toxina produzida por cianobactérias, tendo sido capaz de tratar o dano
funcional pulmonar agudo por via intraperitoneal (i.p.) e, por via oral (per 0s),
capaz de prevenir inflamacdo pulmonar e hepatica, respectivamente
(CARVALHO et al., 2010; CASQUILHO et al., 2011).

Todavia, o LASSBIi0-596, com essa sua importante agédo anti-
inflamatoria, ndo havia sido estudado em modelos de angiogénese. Além
disso, partindo-se do principio desse composto ser formado quimicamente a
partir da molécula da talidomida, com importante acdo farmacoldgica
modeladora de TNF-a, dentro outros mediadores inflamatdrios, resolveu-se

investigar seu efeito na angiogénese inflamatéria.



1.6 Relevancia e justificativa

Diversos estudos demonstraram o efeito inibitorio da talidomida
na angiogénese corneana induzida por fatores angiogénicos especificos, como
FGF-2 (D’AMATO et al., 1994; GONZALEZ et al., 2001) e VEGF (KENYON;
BROWNE, D’AMATO, 1997; KRUSE et al., 1998; JOUSSEN et al., 1999).

Além disso, a talidomida, administrada por via oral, € capaz de
inibir a angiogénese corneana inflamatoria (FECHINE-JAMACARU, 2006),
ainda que parcialmente (47,2%).

Considerando que o LASSBIi0-596 € um anélogo da talidomida,
por também apresentar acdo moduladora dos efeitos do TNF-a, resolveu-se
investigar o efeito desse farmaco na angiogénese corneana inflamatoria.

Mais ainda, optou-se pela administracdo por via topica com o
intuito de aumentar a eficAcia do farmaco avaliado, diminuindo absorcéo

sistémica e possiveis efeitos colaterais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o efeito do farmaco LASSBIio-596, um composto analogo

da talidomida, na angiogénese corneana inflamatoria.

2.2 Especificos

Induzir angiogénese inflamatoria em cérnea de coelho mediante
uma cauterizacao pontual com hidréxido de sédio (NaOH).

Elaborar um colirio do farmaco avaliado para realizar a
administracdo por via topica no intuito de aumentar sua eficacia e diminuir sua
absorcao sistémica.

Investigar a atividade antiangiogénica do farmaco, considerando a
concentracdo de 1,0%.

Monitorar temporalmente o processo angiogénico utilizando um

sistema automatico para a quantificacdo da angiogénese.



3 METODO

3.1 Animais

O estudo foi realizado conforme o protocolo n° 59/08 aprovado
pela Comissdo de Etica em Pesquisa Animal (CEPA), da Universidade Federal
do Cear4 (UFC), estando de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA). Foram utilizados coelhos (Oryctolagus cuniculus) machos,
brancos, da raga Nova Zelandia, saudaveis, com idade entre 90 e 120 dias e
peso variando entre 1.800 e 2.700 gramas, procedentes do Setor de
Cunicultura do Departamento de Zootecnia da UFC, os quais foram
previamente examinados para exclusdo de doencas oculares externas.

Os coelhos foram mantidos no Biotério do Laboratério de Cirurgia
Experimental do Departamento de Cirurgia da UFC, alojados em gaiolas
individuais de 50x50x50 cm e coletivas de 80x50x60 cm, estas com
capacidade para abrigar até 3 animais adultos. Permaneceram em um
ambiente climatizado, em condi¢cbes adequadas de temperatura e umidade,
com iluminacdo apropriada, observando-se a alterndncia dos ciclos
claro/escuro a cada 12 horas. Foram oferecidos 4gua e alimento ad libitum.
Este ultimo consiste de racdo balanceada propria para coelhos (Fri-Coelhos®,
DISPA — Industria de Rag¢6es, Maracanau — CE).

Os animais foram submetidos a um periodo de adaptacéo de pelo
menos sete dias, que precederam a realizagdo dos procedimentos. Os
experimentos foram realizados no Laboratério de Microcirurgia, parte integrante

do Laboratorio de Cirurgia Experimental.

3.2 Preparacdo dos colirios experimentais

LASSBIi0-596, um sal sodico, foi obtido a partir do Laboratério de
Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas (LASSBio®) da Universidade
Federal do Rio de Janeiro. Neste estudo, LASSBio-596 foi administrado em
uma solugdo aquosa, a fim de se desenvolver um colirio. O processo de

solubilizagdo da droga foi realizado no Departamento de Quimica da UFC.
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Primeiramente, uma solucdo a 1,0% de LASSBIi0-596, feita com cloreto de
benzalcénio (0,1%) associado a salina 0,9%, sofreu agitacdo magnética
durante 5 minutos. Para esta soluc¢éo, foi adicionado o copolimero PE114CL20
(1,0%) e Tween 80 (0,02%). A homogeneizacdo foi realizada em um
homogeneizador ultrassénico, Sonifier 11-450 W (70 W, 0 ciclo, Ms73 ponta, 60
s), com amostra arrefecida num banho de gelo. A amostra foi finalmente filtrada
através de um filtro de membrana de 0,45 pym (Millex-HA Filtro Unidades,
Millipore™). Para controlar qualquer confundimento do efeito do veiculo do
colirio do composto LASSBIi0-596 sobre a superficie ocular, o colirio Veiculo
(uma solugdo de cloreto de benzalcénio 0,1% associado a salina 0,9%
adicionado ao copolimero PE114CL20 1,0% e Tween 80 0,02%) foi adicionado
como controle para o estudo. Dexametasona (Med. Farm. — Comércio e
Representacfes LTDA.) a 40 mg/ml (4%) foi preparado em agua estéril
destilada adicionada a uma solugdo do conservante cloreto de benzalcénio
0,1% associando a salina 0,9% (Figuras 6 e 7). Ao final, todos foram
acondicionados em frascos conta-gotas (30 ml cada, sendo cada gota

aproximadamente 40 pl).

LASSBio-596
+ ¢l. benzalconio cl.benzalconio Doametsom
Copolimero '
— Copolimera
PEI 14CL20 e i | ¢ Ten®0
cl. benzaleanio = i?es:;f:z
Homogeneizador Filtro Homogeinizad i
e -— geinizador Filtra
ultrassnico Millex-HA  ultrassonico 4™
: Millex-HA
Sonifier I Sonifier Il
Y Y Y
LASSBio-596 1,0% Veiculo Dexametasona 4%

Figura 6. Preparacéo dos colirios experimentais.



Figura 7. Colirios experimentais.

3.3 Modelo de angiogénese inflamatoria em cornea de coelho

Foram utilizados 18 coelhos machos, brancos, da raca Nova
Zelandia, previamente examinados para a exclusdo de doencas externas
oculares. Para a realizagcdo da cauterizagdo, os animais foram anestesiados
com uma injecao intramuscular de cloridrato de cetamina (12 mg/kg) associado
a cloridrato de xilazina (4 mg/kg), complementada com instilacdo de 2 gotas do
anestésico topico cloridrato de proximetacaina 0,5% no saco conjuntival, e
posicionados em decubito lateral esquerdo numa base de isopor apropriada.
Posteriormente, utilizou-se um blefarostato, desenvolvido especificamente para
este propdsito, expondo quase que totalmente a superficie corneana e a area
do limbo superior. Em seguida, os coelhos foram submetidos a uma
cauterizacdo pontual na periferia superior da cornea direita, com o auxilio de
um microscopio com um aumento de 16 vezes. Para tanto, foi utilizado uma
peca circular de papel filtro com 3 mm de didmetro, previamente embebida
numa solucéo de hidroxido de sédio (NaOH) 1 molar (M) durante 30 segundos,
sendo o excesso da solucdo retirado com ajuda de gaze. O papel filtro foi
posicionado a aproximadamente 1 mm do limbo corneoescleral, num ponto
situado as 12 horas, proximo a inser¢do do musculo ocular reto superior. A
peca de papel filtro permaneceu na superficie corneana durante 2 minutos
(Figura 8). Logo ap0s a sua remocao, o olho foi irrigado com 5 ml de solucao

de cloreto de sodio a 0,9%. A técnica produziu um local de cauterizacao
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homogéneo, circular, com bordas bem definidas e de 3,5mm de diametro

(Figura 9). Os animais retornaram em seguidas para as suas respectivas

gaiolas apenas ap0s completa recuperacdo do efeito anestésico.

Figura 8. Posicionamento do coelho em decubito lateral esquerdo (A). Aposicdo de campos (B)
e colocagdo do blefarostato graduavel, expondo a coérnea e a regido limbica superior (C).
Posicionamento da peca circular de papel de filtro a 1 mm do limbo corneoescleral (D).



Figura 9. Peca de papel de filtro posicionada na periferia superior da coérnea direita (A);
aspecto da leséo resultante (B). C: cornea; L: regido limbica; PF: peca de papel filtro; R: regido
cauterizada. Magnificacédo de 25 vezes.

3.4 Desenho experimental

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Cirurgia
Experimental (LABCEX). Os coelhos foram, entéo, randomizados por sorteio e
distribuidos em trés grupos de tratamento:

1 Grupo Veiculo (controle negativo): constituido por 6 coelhos, que foram
tratados com 1 gota (40 ul) do colirio formado pela solu¢do do veiculo,
instilada no saco conjuntival de 8 em 8 horas;

[J Grupo Dexametasona (controle positivo): formado por 6 coelhos, que
foram tratados com instilagdo topica de 1 gota (40 ul) de colirio de
dexametasona a 4,0% de 8 em 8 horas;

[J Grupo LASSBI0-596 1,0% (grupo teste): constituido por 6 coelhos, que
foram tratados com o farmaco LASSBIi0-596, diluido numa solucdo na
concentracéo de 1,0%, compreendendo a aplicacdo tdpica de 1 gota (40
pl) de 8 em 8 horas.

Os tratamentos foram iniciados no dia da cauterizagao (dia zero)
e se estenderam por 21 dias (Figura 10). Os animais foram avaliados,
subsequentemente, nos dias 3, 6, 9, 12, 15, 18 e 21, apdés a cauterizacao
(Figura 11) .
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Figura 10. Instilagdo do colirio em saco conjuntival de cérnea ja cauterizada.

DELINEAMENTO DO ENSAIO

Dias de avaliagdao

Dia12 Dia 15

« Cauterizagao Fim do tratamento
« Inicio do tratamento

Fim da observagao

Figura 11. Delineamento do estudo, dando énfase ao inicio e fim do tratamento, fim da
observacdo e aos sete dias de avaliacdo. Importante lembrar que o experimento teve uma
duracéo de vinte e um dias. Cada um dos 18 animais recebeu 1 gota de seu respectivo colirio
de 8 em 8 horas durante vinte e hum dias.
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3.5 Procedimento de captura das imagens

O instrumental utilizado para a aquisicdo das imagens
compreendeu:

7 Um microscopio cirargico (D.F. Vasconcellos M90, D.F. Vasconcellos
S.A., Sdo Paulo — SP) equipado com um divisor de luz e um adaptador
para camera de video, além de um filtro verde;

1 Uma camera de video (Hitachi VCC-151, Japan), instalada no
microscopio, analogica, dotada de dispositivo de carga acoplada (CCD —
chargecoupled device), geradora de imagens em cores, com saida de
video composto (composite video) e video separado (S-video: separate
video);

1 Um monitor video de 20 polegadas (Cineral Eletrénica da Amazénia
Ltda., Manaus — AM);

1 Um microcomputador equipado com um sistema de captura de video.

Imagens digitais da cérnea contendo a regido de angiogénese
foram obtidas, de forma padronizada, por uma camera de video acoplada ao
microscopio cirurgico, cujo sinal foi enviado a uma placa de captura instalada
num microcomputador. O eixo do microscépio foi posicionado
perpendicularmente ao plano tangente a periferia da cérnea, para minimizar a
distorcdo espacial decorrente da projecdo de uma estrutura tridimensional e
curva, como a cornea, numa imagem bidimensional. Além disso, foi acionado o
filtro verde do microscopio para aumentar o contraste dos vasos sanguineos.
As imagens da cornea foram capturadas com uma magnificacéo de 25 vezes e
armazenadas no formato Windows® bitmap (.bmp), com dimensdes de 320 x
240 pixels (Figura 12).



Figura 12. Imagens capturadas em diferentes fases do processo angiogénico.

3.6 Método de quantificagdo de angiogénese

A resposta angiogénica foi mensurada pelo Sistema de
Quantificagdo de Angiogénese (SQAN), um software desenvolvido
especificamente para tal finalidade (FECHINE-JAMACARU, 2006). O sistema
processou as imagens digitais da cOrnea contendo a zona de angiogénese e
determinou 0s seguintes parametros: area de neovascularizacdo (AN),
comprimento vascular total (CT) e niumero de vasos sanguineos (NV) (Figuras
13, 14, 15 e 16).



tema d ot e e
e o T e

Figura 13. Sistema de Quantificacdo de Angiogénese — SQAN.

Area Meovascular Contagem Meovasos

Figura 14. Demarcacéao de regido de interesse.
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Area Selecionada = 17,3331 mn* (25029,0000 pixels®)  Area de Neovascularizagéio = 2,5637 mn# (3702,0000 pixels®)  Percentual = 14,7908 %

Figura 15. Calculo da area de neovascularizagao.
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Figura 16. Célculo do comprimento vascular total.

A partir da area de neovascularizacdo (AN), foi calculado a taxa
média de angiogénese (TA) relativa a um dado intervalo de tempo (t), assim

como a eficacia terapéutica dos farmacos estudados (EF), de acordo com as

seguintes equacgoes:

.100

TA - AN(t2)_AN(t1)100 EF — AN(C)_AN(F)
t, —t, Ay(C)



A avaliacdo de tais parametros propiciou, entdo, o0 monitoramento
espacial e temporal da resposta angiogénica in vivo e, por conseguinte, uma

analise quantitativa do efeito inibitério das substancias em teste.
3.7 Anéalise estatistica

As variaveis quantitativas foram inicialmente analisadas pelo teste
de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade da distribuicdo. Assim,
constatando-se tal requisito, foi calculado, para a estatistica descritiva, a média
e o desvio padrdo, bem como foram empregados testes paramétricos para a
analise dos dados. Para comparar os trés grupos de tratamento, foi utilizado a
analise de variancia (ANOVA) associada ao teste de compara¢cdes multiplas de
Tukey, para verificar diferencas entre os grupos dois a dois. O teste t para
variaveis independentes foi usado para comparar duas varidveis nao
emparelhadas. Comparacoes entre duas variaveis emparelhadas foram feitas
mediante o uso do teste t para varidveis emparelhadas.

Em todos os casos, foi estabelecido em 0,05 (5%) a probabilidade
a do erro tipo | (nivel de significancia), sendo considerado como
estatisticamente significante um valor P bicaudal menor que 0,05.

Para a analise dos dados, assim como para a elaboracdo dos
gréaficos, foi utilizado o software estatistico GraphPad Prism® versdo 5.00 para
Windows® (GraphPad Software, San Diego, California, USA, 2007).
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4 RESULTADOS

Ao observar as imagens obtidas através do microscopio cirdrgico
com um aumento de 25 vezes, notou-se bastante evidente a formacdo de
neovasos na cornea tratada no grupo Veiculo durante todos os dias do
experimento (Figura 17). J& no grupo tratado com dexametasona, observou-se
a presencga de neovascularizagdo corneana de forma incipiente e em pequeno
namero (Figura 18). Enquanto no grupo tratado com LASSBIio-596, constatou-
se uma situacao intermediaria, entre os grupos Veiculo e Dexametasona, em

relagdo ao numero de neovasos na superficie da cornea (Figura 19).

Figura 17. Aspecto da resposta angiogénica verificada no grupo Veiculo nos dias 3, 9, 15 e 21
apos a cauterizacdo. Magnificacdo de 25 vezes.



Figura 18. Aspecto da resposta angiogénica verificada no grupo Dexametasona nos dias 3, 9,
15 e 21 apOs a cauterizagao. Magnificagdo de 25 vezes.
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Figura 19. Aspecto da resposta angiogénica verificada no grupo LASSBIi0-596 nos dias 3, 9, 15
e 21 apés a cauterizacdo. Magnificacdo de 25 vezes.

Neste modelo de angiogénese inflamatoria de cornea de coelho, a
resposta angiogénica no grupo Veiculo demostrou um padrdo bifasico:
proliferacéo (entre 0 e 12 dias) e maturacao (entre os dias 13 e 21). Avaliando
os parametros AN, CT e NV, neste mesmo grupo, 0s valores maximos
registrados foram, respectivamente, 1,998 + 0,622 mm? (dia 21), 31,956 =+
10,535 mm (dia 21) e 205,333 + 54,504 vasos (dia 18) (Figuras 20, 21 e 22).

Ao se analisar os parametros angiogénicos AN, CT e NV no grupo
Dexametasona, houve uma reducdo significativa (p < 0,05) em comparagéo ao
veiculo no dia 3. Durante todas as avaliagcbes subsequentes, houve uma
reducdo ainda maior (p < 0,001) da dexametasona em relacéo ao veiculo e ao
LASSBIi0-596. Os valores maximos registrados dos parametros AN, CT e NV
foram, respectivamente, 0,229 + 0,089 mm? (dia 18), 3,618 + 1,367 mm (dia 18)
e 26,000 * 20,396 vasos (dia 9) (Figuras 20, 21 e 22).

Ao avaliar o efeito antiangiogénico da droga em estudo, o
LASSBI0-596 obteve a mesma tendéncia observada nos trés parametros do



grupo Veiculo nos primeiros seis dias. No entanto, a partir do sexto dia, o
LASSBIi0-596 demostrou uma reducdo na progressao angiogénica comparado
ao veiculo, mantendo-se assim até o final do experimento. Porém, essa
reducdo observada néo foi estatisticamente significante. Relata-se ainda que
todos os parametros foram mantidos praticamente constante no grupo
LASSBIio-596 a partir do sexto dia. Os valores maximos dos parametros
angiogénicos AN, CT e NV foram, respectivamente, 1,680 * 0,322 mm? (dia
18), 27,202 £ 6,216 mm (dia 15) e 178,667 + 44,889 vasos (dia 15) (Figuras 20,
21 e 21).

. 2.75+

N

a1

o
3

2.254
2.00+
1.75+
1.50+
1.25+
1.00+
0.75+4
0.50+
0.25+4
0.00-

*kk *%k%x
*k%

Area de neovascularizagéo (mm?

3 6 9 12 15 18 21
Tempo (dias)
Bl Veiculo [ Dexametasona [ LASSBi0596

Figura 20. Quantificagdo da resposta angiogénica nos grupos Veiculo, Dexametasona e
LASSBIi0-596 conforme a variavel area de neovascularizagcdo (AN). Os dados, expressos em
mm?, correspondem a média e desvio padrdo das medi¢gBes efetuadas em 6 animais de cada
grupo nos dias 3, 6, 9, 12, 15, 18 e 21, apés a cauterizacdo. Para comparar os trés grupos de
tratamento num mesmo dia, utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) associada ao teste de
comparacdes multiplas de Tukey, que verificou diferencas entre os grupos dois a dois.

*P < 0,05, em relacdo ao Veiculo e LASSBIi0-596.
***p < (0,001, em relacdo ao Veiculo e LASSBio-596.
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Figura 21. Quantificacdo da resposta angiogénica nos grupos Veiculo, Dexametasona e
LASSBI0-596 conforme o parametro comprimento vascular total (CT). Os dados, expressos em
mm, correspondem a média e desvio padrao das medi¢cbes efetuadas em 6 animais de cada
grupo nos dias 3, 6, 9, 12, 15, 18 e 21, apds a cauterizacdo. Para comparar os trés grupos de
tratamento num mesmo dia, utilizou-se a andlise de variancia (ANOVA) associada ao teste de
comparacdes multiplas de Tukey, que verificou diferengas entre os grupos dois a dois.

*P < 0,05, em relacdo ao Veiculo e LASSBIi0-596.
*»**p < (0,001, em relacdo ao Veiculo e LASSBIio-596.



270+
240+
210+
180+
150+
120+

©
o
1

NUmero de vasos sanguineos
D
o
'l

w
o
L

**k%k

o
L

3 6 9 12 15 18 21
Tempo (dias)
El Veiculo I Dexametasona [l LASSBi0596

Figura 22. Quantificacdo da resposta angiogénica nos grupos Veiculo, Dexametasona e
LASSBIi0-596 conforme o parametro numero de vasos sanguineos (NV). Os dados
correspondem a média e desvio padrao das medi¢Ges efetuadas em 6 animais de cada grupo
nos dias 3, 6, 9, 12, 15, 18 e 21, ap0s a cauterizacdo. Para comparar os trés grupos de
tratamento num mesmo dia, utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) associada ao teste de
comparacdes multiplas de Tukey, que verificou diferengas entre os grupos dois a dois.

*P < 0,05, em relacdo ao Veiculo e LASSBIi0-596.
***pP < (0,001, em relacdo ao Veiculo e LASSBio-596.

O crescimento vascular foi mensurado neste estudo através da
Taxa média de Angiogénese (TA) entre os dias 3 e 21. No grupo
Dexametasona, observou-se uma inibicdo completa da angiogénese corneana
inflamatéria com uma TA de -0,001 + 0,006 mm?dia, demonstrando uma
reducgéo significante (p < 0,001) em relagcdo ao grupo Veiculo e LASSBIi0-596
(0,078 + 0,024 mm?/dia) (Figura 23).

Ao analisar quantitativamente o crescimento vascular no grupo
LASSBIi0-596, a TA mensurada (0,054 + 0,012 mm?dia) foi menor que a
observada no grupo Veiculo (0,078 + 0,024 mm?dia), tendo este dado

apresentado significancia estatistica (p < 0,05) (Figura 23).
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Figura 23. Taxa média de angiogénese (TA), em mm?/dia, referente ao periodo entre os dias 3
e 21, calculada nos grupos Veiculo, Dexametasona e LASSBIi0-596. Os dados correspondem a
meédia e desvio padrdo das medicdes efetuadas em 6 animais de cada grupo. A andlise de
variancia (ANOVA) foi usada para comparar os trés grupos de tratamento, complementada pelo
teste de comparacgdes multiplas de Tukey, que verificou diferengas entre os grupos dois a dois.
*P < 0,05, em relagdo ao Veiculo.

***P < (0,001, em relagcao ao Veiculo e LASSBIio-596.

Durante analise da resposta angiogénica através da TA referente
ao periodo entre os dias 3 e 12 e ao intervalo entre os dias 12 e 21, péde-se no
estabelecer que, no grupo Veiculo, a resposta angiogénica encontrada durante
todos os dias de andlise seguiu um padréo bifasico, na qual distinguiu-se uma
fase de proliferacdo (3-12) e outra de maturagdo (12-21) (Figura 24).
Constatou-se ainda que, no intervalo de 3-12 dias, a TA do grupo
Dexametasona foi significantemente menor (***P < 0,001; teste de Tukey) que
a dos grupos Veiculo e LASSBi0596. Ademais, nos grupos Veiculo (++P =
0,0019; teste t) e LASSBIio596 (+P = 0,0142; teste t), a TA mensurada no
intervalo de 12-21 dias foi significantemente menor que a verificada no periodo
de 3-12 dias (Figura 24).
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Figura 24. Taxa média de angiogénese (TA), em mm?/dia, referente ao periodo entre os dias 3
e 12 e ao intervalo entre o 12° e 21° dia, calculada nos grupos Veiculo, Dexametasona e
LASSBIi0-596. Os dados correspondem a média e desvio padrao das medi¢fes efetuadas em 6
animais de cada grupo. A andlise de variancia (ANOVA) foi usada para comparar os trés
grupos de tratamento num mesmo intervalo, complementada pelo teste de comparacdes
multiplas de Tukey, que verificou diferencas entre os grupos dois a dois. Comparacdes entre 0s
dois intervalo de tempo num mesmo grupo foram feitas pelo teste t para variaveis
emparelhadas.

***P < 0,001 em relagdo ao Veiculo e LASSBio-596
++P = 0,0019 em relac¢éo ao Veiculo no intervalo 3-12
+P = 10,0142 em relagéo ao LASSBIi0-596 no intervalo 3-12

Avaliando-se a eficacia final dos tratamentos, observou-se que a
dexametasona teve um efeito inibitério (El) de 90,81%, calculado sobre a base
de dados do grupo Veiculo no dia 21, confirmando o seu elevado efeito
antiangiogénico (Figura 25). Quanto ao LASSBIi0-596, houve um EI de 20,74%

em comparag¢ao com o grupo Veiculo.
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Figura 25. Eficacia final dos tratamentos com Dexametasona e LASSBIi0-596, expressa em
termos percentuais, calculada em funcdo dos dados do grupo Veiculo no 21° dia do
experimento.

Vale salientar que n&o foram observados efeitos adversos nos
grupos de animais avaliados que possam ter interferido com os resultados

encontrados.



5 DISCUSSAO

As descobertas das vérias acdes da talidomida influenciaram
bastante a realizacdo de novas pesquisas com referéncia ao seu efeito
antiangiogénico (D’AMATO et al.,1994; KENYON; BROWNE; D’AMATO, 1997;
KRUSE et al.,, 1998; JOUSSEN; GERMANN; KIRCHHOF, 1999). Com isso,
tem-se procurado a descoberta de analogos antiangiogénicos que combinam
alta poténcia anti-inflamatéria com auséncia de efeitos adversos mais graves.
Para esse efeito, foi desenvolvido o LASSBIi0o-596, um hibrido da talidomida,
sildenafil e arilsulfonamida, obtido por reacdes de hidrdlise da suas estruturas.
A provavel auséncia de qualquer efeito teratogénico deste novo composto €
atribuida a falta do anel phtalimida (responsavel pelo efeito teratogénico da
talidomida) (LIMA et al., 2002; ROCCO et al., 2003; CAMPOS et al., 2006).

Anteriormente, em um modelo de inflamac&o pulmonar, ROCCO
et al. (2003) demonstraram potente atividade inibitéria que o LASSBIio-596
possui no recrutamento de leucdcitos induzida por lipopolissacarideo (LPS),
correlacionando com o seu efeito atenuador dos niveis de TNF-a. CARVALHO
et al. (2010) relataram em seu trabalho a acéo anti-inflamatéria do LASSBIo-
596 por via i.p. em estudos envolvendo modelos de inflamacdo pulmonar
induzido por microcistina-LR, uma toxina liberada por cianobactérias, tendo
sido capaz de reduzir o dano funcional pulmonar, além de diminuir estresse
oxidativo, edema, espessamento de parede alveolar e influxo pulmonar de
células inflamatérias polimorfonucleares (PNM). JA& CASQUILHO et al. (2011)
foram mais adiante e, administrando LASSBIio-596 por via oral (per os) em
modelo experimental de inflamacdo pulmonar e hepética induzido por
microcistina-LR, demonstraram manutencdo de todos parametros mecanicos
pulmonares, células PNM, mediadores pré-inflamatérios, dentre eles TNF-q, IL-
18 e IL-6, similares com o do grupo controle. Devido a essa sua importante
acdo anti-inflamatoria, o LASSBIi0-596 despertou nosso interesse em estuda-lo
na angiogénese inflamatéria, acreditando no seu potencial efeito
antiangiogénico.

Durante este estudo, o LASSBIi0-596 foi administrado topicamente
na forma de colirio na concentracéo de 1,0%, 3 vezes ao dia, e apresentou um

potencial efeito inibitério sobre a angiogénese em comparacdo ao veiculo, a
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partir do sexto dia até o final do experimento. No grupo LASSBIi0-596, 0s
valores dos quantificadores AN, CT, e NV revelaram a mesma evolugéo do
grupo veiculo nos primeiros seis dias. No entanto, a partir do sexto dia, o
LASSBIi0-596 demostrou uma reducdo na progressdo da angiogénese, em
comparacao com o veiculo, mantendo-se assim até o final do experimento. Foi
observado também que todos os parametros se mantiveram constante no
grupo LASSBI0-596 a partir do sexto dia (Figuras 20, 21 e 22). Além disso, a
TA medida no grupo LASSBIio-596 (0,054 =+ 0,012 mm?dia) foi
significativamente menor (p < 0,05) que a observada no grupo veiculo (0,078 £
0,024 mm?/dia), expressando o0 seu potencial efeito antiangiogénico,
principalmente durante a segunda fase do processo angiogénico (Figura 23).

Ao avaliar a eficacia final dos tratamentos, observou-se que o
LASSBIi0-596 teve um El de 20,74%, calculado sobre a base de dados do
grupo veiculo no dia 21. Quanto a dexametasona, houve um EI de 90,81% em
comparacdo ao grupo veiculo, confirmando o seu elevado efeito
antiangiogénico (Figura 25). Apesar do baixo El do LASSBIi0-596 em relacéo a
dexametasona, podemos considerar o seu potencial efeito inibitério, inclusive
por tratar-se de um composto analogo da talidomida. D'Amato et al. (1991)
investigaram, em coelhos, o efeito inibitério da talidomida e seus analogos
sobre a angiogénese induzida por pellets contendo FGF-2. Seus resultados
mostraram significativo efeito inibitério da talidomida, apesar do analogo néo
teratogénico Supidamida n&o ter apresentado qualquer atividade
antiangiogénica.

Mesmo que 0s mecanismos das propriedades antiangiogénicas
dos glicocorticéides ndo estejam plenamente esclarecidos, sabe-se que estas
sobrevém de duas circunstancias, diretamente da acdo na célula endotelial
vascular, e indiretamente agindo sobre células com competéncia para
producdo de estimulos angiogénicos. A inibicdo da migracdo e mesmo da
ativacdo de macrofagos, mastocitos e outros tipos celulares que originam
fatores de crescimento e outros mediadores de relevancia do processo
angiogénico sédo alguns dos efeitos indiretos que se conhecem (MURATA et
al., 2006). De fato, o aumento da expressdo de VEGF em cOrneas
cauterizadas com nitrato de prata foi inibido pela dexametasona em 27% e
23% nas 24 e 48 horas, respectivamente, apds a cauterizagdo (EDELMAN;
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CASTRO; WEN, 1999). Em relacdo aos efeitos diretos, estes envolvem a
inibicdo de processos proteoliticos que promovem a degradacdo da membrana
basal e da matriz extracelular, evento necessario para desencadear o inicio do

processo angiogénico (MURATA et al., 2006) (Figura 26).
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Figura 26. Representacdo esquemédtica e simplificada do mecanismo de agdo dos

glicocorticéides.

Neste estudo, a dexametasona foi administrada topicamente
tendo sido realizada a instilagdo de 1 gota (40 pl) do colirio a uma
concentracédo de 4,0% de 8 em 8 horas, e promoveu a inibicdo da resposta
angiogénica, de forma plena e sustentada, durante todo o experimento.

No grupo dexametasona, os valores dos quantificadores AN, CT e
NV sofreram uma reducéo significante (p < 0,05) em relacéo ao veiculo no dia
trés. Em todas as outras avaliacbes subsequentes observou-se uma reducéo
ainda maior (p < 0,001) da dexametasona em relagdo ao veiculo (Figuras 20,
21 e 22). Assim, a dexametasona inibiu completamente a angiogénese
corneana inflamatéria com uma TA de -0,001 + 0,006 mm?dia que foi
significantemente menor (p < 0,001) que o veiculo e LASSBio-596 (0,078 *
0,024 mm?%dia) (Figura 23). Convém destacar que, embora a resposta

inflamatoria ndo tenha sido avaliada do ponto de vista histolégico, nos animais



tratados com dexametasona, a inspecao visual, os sinais de inflamacéo foram
bem menos intensos que os observados no veiculo.

No modelo de cauterizagdo alcalina, consegue-se induzir a
formacao de neovasos bem delimitados, restritos ao local de aplicacdo da peca
de papel filtro, sem comprometer a regido limbica nem as suas células
germinativas. E capaz também de causar uma éarea de -cauterizacio
homogénea, na qual a resposta inflamatéria ndo prejudica a quantificacdo dos
neovasos, possibilitando avaliacdes sucessivas num mesmo animal. O uso de
meios de contraste ndo é necessario mesmo na regido cauterizada, pois a
reacdo inflamatoéria ndo constitui obstaculo para a observacdo e quantificacao
dos neovasos, 0s quais podem ser vistos com facilidade (FECHINE-
JAMACARU, 2006).

Em modelos de angiogénese corneana induzida tanto por fatores
especificos como por fatores inespecificos, como na inflamacéo, ja foram
comprovado a acdo antiangiogénica dos glicocorticoides. De fato, apds a
identificacdo do fator etiolégico da neovascularizacdo, a terapéutica mais
utiizada no tratamento da neovascularizacdo corneana compde de
glicocorticéides e das drogas anti-inflamatoérias ndo esteroidais (USUI et al.,
2005), associado ou ndo ao uso recente de anti-VEGF, além do controle do
processo infeccioso em casos de ceratite infecciosa (CURSIEFEN et al., 2011).

A cauterizacdo alcalina da cérnea constitui um modelo de
inflamacé@o e neovascularizacdo que atualmente € amplamente utilizado nos
estudos experimentais de angiogénese devido a sua simplicidade, além da sua
facilidade de reproducao e quantificacdo (EDELMAN;CASTRO; WEN, 1999).
Ele tem sido utilizado ndo s para estudar o papel de leucécitos, fatores
angiogénicos e mediadores da inflamacdo na angiogénese inflamatoria
(SUNDERKOTTER et al, 1991; EDELMAN; CASTRO; WEN, 1999;
MOROMIZATO et al.,, 2000; ZHENG et al., 2001; ZHANG,; LI; BACIU, 2002,
AMBATI et al., 2003; YOSHIDA et al., 2003; POULAKI et al., 2004; SAMOLOV
et al.,, 2005; SONODA et al.,, 2005), mas para avaliar também o efeito anti-
inflamatodrio e/ou antiangiogénico de drogas (CONRAD et al., 1994; BOCCI et
al., 1999; SOTOZONO et al., 1999; KLOTZ et al., 2000; JOUSSEN et al., 2001;
CASTRO; LUTZ; EDELMAN, 2004; KWON et al., 2005). Consequentemente,
tal modelo € de grande utilidade no estudo das afec¢cfes oculares de natureza



inflamatoria, infecciosa ou traumatica, principalmente as que cursam com
neovascularizacdo corneana (CONRAD et al., 1994; EDELMAN; CASTRO;
WEN, 1999; KLOTZ et al., 2000; JOUSSEN et al., 2001; ZHENG et al., 2001;
YOSHIDA et al., 2003; POULAKI et al., 2004; KWON et al., 2005).

Revisando-se a literatura pertinente a respeito do bloqueio isolado
de TNF-a como tratamento para neovascularizagdo da cérnea, € estabelecido
gue o efeito angiostatico de tal terapia € minimo. Dana (2007) estudou o efeito
antiangiogénico do antagonista do receptor de IL-1 (IL.-1Ra) em comparacao
com STNFR, um receptor solivel de TNF-a capaz de inibir ambos os
receptores de TNF-a, mostrando, de acordo com o que Coxon et al. (2002)
haviam publicado previamente, que IL-1Ra apresentou efeito angiostéatico
significativamente maior em comparagao com sTNFR.

Por outro lado, tanto a talidomida como seu analogo LASSBio-
596, que sao classicamente comprovados como importantes moduladores da
acado de TNF-a, ndo agem unicamente em uma unica via de sinalizagéo. Sabe-
se que modulando negativamente NF-kB, a talidomida inibe o processo
angiogénico, ja que o NF-kB ativado apresenta expressdo génica de fatores
pro-angiogénicos, tais como VEGF, FGF-2, IL-1, IL-8. Dessa forma, o
LASSBIi0-596 apresentou acéo inibidora na angiogénese inflamatoria, mesmo
gue parcialmente, como visto no estudo, e acdo anti-inflamatdria devido a sua
capacidade moduladora de outras citocinas, como IL-1B e IL-6 (CASQUILHO et
al., 2011), assim como diminuicdo da quimiotaxia de células inflamatérias PMN
(CARVALHO et al., 2010), fundamentais no processo de formacdo de novos
vasos sanguineos.

O estudo reforca o potencial efeito inibidor do LASSBIi0o-596, um
analogo da talidomida, sobre o processo de neovascularizacéo, verificando que
a sua TA foi significantemente inferior ao veiculo (p < 0,05). Vale salientar que
este trabalho nédo teve como fundamento a analise bioquimica e/ou molecular,
nem citolégica do processo de neovascularizagdo corneana, mas sim o estudo
da evolucdo do processo angiogénico relacionado ao tempo demarcado para
esta pesquisa de acordo com a resposta a determinado farmaco especifico
utilizado.

Analisando retrospectivamente as possiveis limita¢cdes do estudo,
pode-se relatar a dificuldade durante a primeira diluicdo do composto,
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LASSBI0-596, a fim de adquirir um colirio capaz de maximizar o seu efeito por
aplicacéo topica na cérnea. De acordo com publicacdes prévias, o LASSBio-
596 havia sido diluido em dimetilsuféxido (DMSO). Porém, como um dos
objetivos especificos do presente trabalho era a sua administracdo por via
topica, essa diluicdo tornava-se inviavel, pois o DMSO €é um reagente
comprovadamente toxico na superficie ocular. Assim, foi necessario um estudo
especifico para avaliar um outro meio capaz de dilui-lo e a0 mesmo tempo ndo
provocar efeitos toxicos e/ou irritativos oculares. Foi entdo que, juntamente com
o Departamento de Quimica da UFC, foi possivel elaborar um veiculo para o
LASSBIi0-596, formado pelo copolimero PE114CL20 (1,0%) e Tween 80
(0,02%). Como conservante, foi utilizado cloreto de benzalconio (0,1%) em
todos os colirios. Importante relatar que nao foram observados efeitos irritativos
com o colirio Veiculo administrado por via tépica e com nenhum outro dos
colirios em teste.

Além disso, algumas outras limitagdes foram observadas, entre
elas, a auséncia de tratamento com outras concentracdes no intuito de
estabelecer curvas dose-resposta, possibilitando uma analise mais apurada da
eficacia dos farmacos em estudo e inclusive avaliar se o LASSBIi0-596
apresenta propriedade dose dependente. No entanto, o que ficou estabelecido,
desde o inicio do projeto de pesquisa do presente estudo, foi que seria utilizado
uma Unica concentracdo de 1,0%, pois, de acordo com os resultados, eles, sim,
iriam direcionar, a favor ou contra, o prosseguimento do presente estudo. Neste
momento, apresenta-se 0s primeiros resultados demonstrando o potencial
efeito inibitério do LASSBIio-596 na angiogénese corneana inflamatéria. E de
um imenso interesse dar continuidade ao estudo do efeito deste analogo da
talidomida em modelos experimentais envolvendo neovascularizacéo,
permitindo uma maior compreensdo dos seus efeitos sobre o processo de

angiogénese.



5.1 Considerac0es finais

Acredita-se que o0s proximos estudos poderdo demostrar
resultados promissores, que incluem a elaboracdo de colirios em diferentes
concentracdes. A partir deles, poderdo ser respondidas algumas perguntas

pertinentes que foram levantas no presente estudo, como por exemplo:

1. Sera se, em solugcbes de maior concentracdo, a resposta
antiangiogénica do composto LASSBIi0-596 nédo sera ampliada ?

2. Qual sera seu efeito em um modelo de angiogénese in vitro, como
0 modelo de anel adrtico ou de membrana corio-alantoide (CAM) ?

3. Como sera o seu mecanismo de acdo molecular e bioquimico na
angiogénese inflamatdria? Sera se seria capaz de agir nos receptores de
VEGF, ou mesmo inibindo VEGF?

4. Qual sera seu efeito tumoral? Seré capaz de inibir a angiogénese

tumoral, atuando entdo no crescimento de tumores?

Neste momento, apresenta-se 0s resultados iniciais que
demostram o potencial efeito inibitério do LASSBio-596 na angiogénese
corneana inflamatéria. Expressa-se o interesse em continuar estudando os
efeitos desse novo analogo da talidomida em outros ensaios experimentais que
envolvam neovascularizagéo, permitindo uma maior compreensao do seu efeito
Nno processo angiogénico. Assim, contribui-se com a ciéncia na descoberta de
novos farmacos capazes de alterar a evolu¢cdo de patologias tanto benignas

guanto malignas dependentes de angiogénese.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os dados apresentados, conclui-se que o
LASSBIi0-596, um anélogo da talidomida, tem um potencial efeito inibitorio, pela
aplicacao topica na concentracdo de 1,0%, sobre a angiogénese corneana
inflamatdria em coelhos induzida pela cauterizagdo alcalina com hidroxido de

sédio (NaOH) in vivo.
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