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Neovascularizagdo da Cornea — Perda de um privilégio

Mariana Rodrigues, Luis Figueira



Resumo

A avascularidade, enquanto fator determinante da transparéncia corneana, é
imprescindivel para a manutengdo de uma acuidade visual 6tima. A capacidade da
cornea se manter desprovida de vasculatura sanguinea e linfatica - o privilégio
(linf)Jangiogénico corneano - resulta de um processo ativo de equilibrio entre
diversos fatores promotores e inibidores da angiogénese. Na presencga de insultos
como hipodxia, infecdo ou trauma, esse equilibrio € quebrado, e a cérnea ¢é invadida
por neovasos patolégicos. A neovascularizagdo da cérnea, para além de
comprometer severamente a visdo, aumenta o risco de rejeigdo do enxerto apés
uma queratoplastia subsequente.

A compreensao dos principios subjacentes a manutengcdo do privilégio
angiogénico, assim como da fisiopatogenia da neovascularizacdo da cérnea, torna-
se pertinente para um melhor entendimento das estratégias utilizadas na prevengao
e terapéutica desta patologia. Nesta revisdo sao assim discutidos, quer os
mecanismos basicos envolvidos no privilégio angiogénico da cérnea, quer as
diferentes etiologias, manifestagdes clinicas e patogenia da neovascularizagdo. Os
principais métodos terapéuticos atuais e perspetivas futuras para a abordagem

desta doenca sdo também analisados.



Abstract

As one of the mainstays of corneal transparency, avascularity is essential for
obtaining optimal visual acuity. Cornea’s ability to keep devoid of blood and
lymphatic vessels — corneal (lymph)angiogenic privilege — is due to an active balance
process between several angiogenesis promoter and inhibitor factors. In the
presence of insults like hypoxia, infection or trauma, the balance is lost, and
pathologic neovessels grow into the cornea. Corneal neovascularization not only
causes visual impairment, but also increases the risk of graft rejection after a
subsequent keratoplasty.

A comprehension of the underlying principles of both angiogenic privilege
maintenance and corneal neovascularization pathogenesis allows the appreciation of
preventive and therapeutic strategies used in corneal angiogenesis. Therefore, this
review considers the basic mechanisms implied in corneal angiogenic privilege, as
well as the different etiologies, clinical manifestations and pathogenesis subjacent to
corneal neovascularization. Main current therapeutic methods and future prospects

in the management of this disease are also analyzed.



Palavras-chave: cornea, angiogénese, neovascularizagao, avascularidade,
terapéutica
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Introducgao

A vascularizagdo € um processo vital para a sobrevivéncia e homeostasia da
maioria dos tecidos, no entanto, alguns tecidos, de modo a assegurarem um
funcionamento adequado, sdo desprovidos de vasos sanguineos e linfaticos. Entre
estes incluem-se a cartilagem, as valvulas cardiacas, o humor vitreo, o cristalino e a
cornea. 2

Com aproximadamente 1mm de espessura na periferia e 0.5mm no centro, a
cornea é constituida por uma camada externa de epitélio escamoso estratificado nao
queratinizado, um estroma de colagénio com queratocitos e, a rodear a camara
anterior, um endotélio cubdide.® A cornea, para além de desempenhar a funcgéo de
barreira de protecdo dos tecidos intraoculares, funciona essencialmente como
elemento de transmissdo e refraccdo da luz incidente. Para uma transmisséao
eficiente da luz é fundamental a manutencao da transparéncia da cérnea, processo
no qual a avascularidade representa um fator chave, sendo a cérnea um tecido de
natureza avascular em todos os estadios do seu desenvolvimento.® * Perante a
auséncia de uma vasculatura propria, a cornea é nutrida e oxigenada a partir dos
tecidos adjacentes: o filme lacrimal, o humor aquoso na cémara anterior e o
complexo capilar pericorneano localizado no limbo.®) Esta capacidade de, na
auséncia de patologia, a cérnea ser desprovida e ter a capacidade de inibir a
formacao de vasos sanguineos e linfaticos € denominada “privilégio (linf)Jangiogénico
da cornea”. Tal designagao, que evidencia a atipia desta caracteristica corneana,
surge em paralelismo com o “privilégio imune da cérnea”, a “protecao” que esta goza
contra a rejeicdo de enxertos de tecido por parte do sistema imunitario.® *®

O privilégio angiogénico da coérnea resulta de um delicado equilibrio entre
fatores inibidores e promotores da angiogénese (factores pro- e anti-angiogénicos)

no epitélio corneano.”” Em determinados processos patolégicos como a hipédxia,

inflamacao, infecdo ou trauma, o equilibrio entre estes factores é perturbado®),



levando a perda do privilégio angiogénico com a consequente formagao de novos
vasos sanguineos e linfaticos, a neovascularizagdo da cornea (NVK).

A NVK representa uma causa importante de diminuicdo da acuidade visual e
distirbios da visdo, podendo conduzir & cegueira.* ® O crescimento anormal de
vasos na cornea modifica as caracteristicas anatomicas da mesma e produz
escleralizagdo das camadas, e mesmo conjuntivizagdo da superficie, diminuindo a
transparéncia de que estas sdo dotadas!'” e causando assim disturbios no
transporte de luz. Esses novos vasos sdo desprovidos de membrana basal e
pericitos e deste modo muito frageis e suscetiveis a fugas de contetido.® A
hemorragia resultante leva uma bloqueio ainda maior do transporte da luz incidente.
A acumulacéo de fluidos, proteinas e lipideos resultam em edema e exsudados, que
vdo também contribuir para a diminuigdo da transparéncia da cérnea.® Para além
de reduzir a acuidade visual, a vascularizacdo introduz na cornea células do sistema
imunitario, interferindo com o privilégio imune e aumentando significativamente a
taxa de rejeigao do enxerto num transplante subsequente.® "

A incidéncia da NVK ronda os 1.4 milhdes de doentes por ano nos EUA,
sendo que 12% destes casos estdo associados a perda da acuidade visual."> ' A
NVK associa-se as principais causas de cegueira corneana no mundo (tracoma) e

(19 As diferentes etiologias da NVK

nos paises industrializados (queratite herpética).
é comum a quebra do privilégio angiogénico!"™ tornando-se imperativo identificar os
diversos mecanismos moleculares que possam ser utilizados como alvo na
terapéutica, prevencdo ou atraso da progressdo desta patologia.* '@ W A
angiogeénese corneana pode conduzir a uma perda irreversivel da acuidade visual, o
que implica uma abordagem terapéutica precoce e agressiva.

Esta revisdo tem assim por objectivo a discussao dos mecanismos implicados

na manutencao da avascularidade corneana e na fisiopatologia da NVK, bem como

das principais abordagens terapéuticas atuais da NVK na pratica clinica



Privilégio Angiogénico - um processo ativo de regulagao

Na formacdo do sistema vascular, durante o desenvolvimento embrionario e
remodelacdo vascular pos-natal, estdo presentes dois mecanismos, a
. s (5, 12)
vasculogénese e a angiogénese.
Na vasculogénese o processo de formacdo de vasos sanguineos envolve
angioblastos, células de origem mesodérmica, originadas a partir dos

hemangioblastos."

Os angioblastos agregam-se e diferenciam-se em células
endoteliais que se vao alinhar em torno de um lumen contendo percursores das
células hematopoiéticas,”’ dando assim origem aos plexos capilares primarios.
Posteriormente ocorre a remodelacao e extensao da rede primitiva com a formacao
de novos vasos a partir dos vasos pré-existentes, através do processo de
angiogénese.® O aparecimento de novos vasos implica o alargamento de contactos
célula-célula entre as células endoteliais, degradacdo da matriz extracelular,
maturagdo funcional de células endoteliais e recrutamento de células musculares
lisas ou pericitos.!"® Enquanto a vasculogénese predomina no periodo embrionario,
onde adquire um papel major na formacéo de novos vasos na maioria dos tecidos,®
'®) a angiogénese ocorre também no adulto.

A angiogénese ¢é, na idade adulta, um processo altamente regulado,
ativado/inibido por moléculas angiogénicas/anti-angiogénicas especificas e que
intervém em fungdes fisiolégicas como cicatrizagcdo de lesdes, reparagao 6ssea,

" E o equilibro entre estes factores

ciclo uterino ou maturagdo placentaria.® '
inibidores e estimulantes que permite que a vasculatura capilar se mantenha
normalmente quiescente.'® Por outro lado a angiogénese esta também subjacente
ao crescimento patolégico de novos vasos quando esse equilibrio € perturbado,

como acontece no crescimento e metastizacdo tumoral, retinopatia diabética ou na

NVK.(5’ 19, 20)



O privilégio angiogénico da cérnea implica, ndo um estado quiescente, mas
um processo ativo de manutencao do equilibrio que envolve diversos mecanismos
moleculares.® 2 Agressdes como o trauma, infegdes, ou patologias degenerativas,
promovem upregulation de factores angiogénicos que, de modo a que o estado
avascular da mesma seja mantido, tem de ser contrabalangada através da
producdo de factores antiangiogénicos pelo epitélio corneano. A formacéo de
neovasos corneanos vai assim ser consequéncia de um desequilibrio em favor da
angiogénese, causado por upregulation cronica e persistente da resposta
angiogeénica que resulta, por sua vez , de uma reagao tecidual local inapropriada ao
insulto primario. Esta upregulation dos factores angiogénicos € acompanhada por
uma downregulation dos factores anti-angiogénicos.®

Foi igualmente demonstrado que o limbo da cdérnea desempenha uma
contribuicdo na preveng¢ao da neovascularizagédo (ainda que por mecanismos pouco

conhecidos até a data)_<6: 22)



Factores angiogénicos na cérnea

Vascular endothelium growth factor

O vascular endothelium growth factor (VEGF), cuja familia compreende o
VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C e VEGF-D, é o mais potente dos factores
angiogénicos e vasculogénicos.'” Os membros da familia VEGF, inicialmente
identificados como estimuladores da permeabilidade vascular, promovem varios
passos no processo de angiogénese, incluindo recrutamento dos percursores,
proliferacédo e migracao de células endoteliais vasculares, e inibigdo da apoptose
das mesmas." Na cdrnea, a expressdo de VEGF aumenta marcadamente com
a hipoxia ou durante a inflamacdo aguda,”® sendo este segregado por
macréfagos, células T, pericitos e células do musculo liso.

O VEGF-A é o factor principal na promogao da hemangiogénese na cornea.
Este liga-se a receptores tipo tirosina-cinase VEGFR-1 (sFlt-1) e VEGFR-2 (sFlk-
2).%Y Atualmente a terapia anti VEGF-A constitui uma das bases para o
tratamento da neovascularizagéo patolégica.®

O VEGF-C e o VEGF-D, que se ligam ao receptor VEGFR3, estéo

envolvidos no crescimento e desenvolvimento de endotélio linfatico.®

basic fibroblast growth factor

O basic fibroblast growth factor (bFGF) pertence a familia dos fibroblast
growth factors (FGFs), que engloba 23 peptideos de ligagado a heparina que
estdo envolvidos na diferenciagéo celular, angiogénese, mitogénese e reparagao
de lesées.’) O bFGF-1 e o bFGF-2 sdo expressos na cornea e tém sido
exaustivamente estudados na NVK. O bFGF-2 ¢é suprarregulado apds uma lesao
enquanto o bFGF-1 é expresso na cornea normal.®) O FGF liga-se @ membrana

basal em coérneas neovascularizadas, acreditando-se assim que a membrana



basal corneana sirva como reservatério de bFGF, “sequestrando-0” num
mecanismo de controlo angiogénico®)

A funcdo angiogénica do bFGF deve-se a inducdo da proliferacédo e
migracao de células endoteliais através da ativagao da produgao de VEGF,"e
de metaloproteinases da matriz (MMPs) que degradam a matriz extracelular

“tracando” caminho para a migracao celular.” O bFGF também promove a

linfangiogénese por upregulation da expressdo de VEGF C e D.®

Platelet-derived growth factor
O platelet-derived growth factor (PDGF) suporta a maturagéo vascular ao

induzir o recrutamento de pericitos.®®
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Metaloproteinases da matriz — um papel ambiguo na NVK

Metaloproteinases da matriz (MMPs) sdo um grupo de endopeptidases que se
ligam ao zinco, e que tém a capacidade de, sob diferentes condigbes, participar
tanto na remodelacdo da matriz extracelular e angiogénese, como na manutencao
da avascularidade.""” Das 25 MMPs conhecidas, pelos menos 15 foram identificadas
na cornea, incluindo as colagenases | e lll (MMP-1 e MMP-13 respectivamente),
gelatinases A e B (MMP-2 e MMP-9), ou a MMP do tipo membranar (MMP-14).®

Se inicialmente se pensava que atuavam apenas na degradagdo da matriz
extracelular, agora é sabido que a protedlise mediada por MMPs esta envolvida em
diversas funcdes fisioldgicas, tais como:?” conversdo de moléculas estruturais em
moléculas de sinalizagdo (conseguem gerar endostatina ou angiostatina - factores
anti-angiogénicos - através da clivagem do dominio NC1 do colagénio XVIII ou do
plasminogénio, respectivamente); quimiotaxia; alteragdes na arquitetura tecidular ou
ativacao de moléculas de sinalizagao celular (como o TNF-a). A fungédo ambigua das
MMPs ¢é explicada pela sua capacidade de funcionarem como promotoras da
angiogénese ao degradarem a matriz extra-celular, permitindo a invaséo tecidular
por células endoteliais, e simultaneamente libertarem factores anti-angiogénicos nas
células epiteliais corneanas a partir da degradagdo proteolitica dos seus

percursores.®"
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Factores anti-angiogénicos na cornea

Trombospondinas (TSP-1 e TSP-2)

As trombospondinas (TSP) sdo uma familia de glicoproteinas de secregao
que foram implicadas na supressao da angiogénese, apos se ter verificado que a
TSP-1 e TSP-3 estavam presentes na cartilagem avascular, mas ausentes na
hipertréfica, que se torna vascularizada.®® Dentro desta familia a TSP-1 e a
TSP-2 sédo expressas na cornea normal e na iris,(zg) e foram associadas a
inibicdo da NVK induzida por inflamacdo em modelos animais.®® 3" A TSP-1
inibe a migracado células endoteliais através da ativagcdo do receptor CD36 na
superficie dos macréfagos, que regula negativamente a secregéo de VEGF. Esta
glicoproteina vai também interferir com a sobrevivéncia das células endoteliais

através de efeitos indiretos na mobilizacdo de fatores de crescimento.®***

Endostatina

A endostatina é um fragmento de 20 kDa que resulta da clivagem
proteolitica do colagénio XVIII por MMPs, catepsina L e elastase.® O colagénio
XVIII estd, no olho, presente na cérnea, retina e capsula do cristalino.?" A
endostatina causa paragem do ciclo celular em G1 e inibe a atividade do VEGF-
A ao bloquear as vias de sinalizagdo envolvidas na atividade mitogénica que
este induz em células endoteliais vasculares.® Ao provocar a downregulation
do VEGF-C e regular a proliferacao e migragéo de células linfaticas, vai também
causar um bloqueio da linfangiogénese.®® Esta molécula bloqueia também a
atividade da caspase 3, aumentando a apoptose de células vasculares

endoteliais.®”
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Angiostatina

A angiostatina € um fragmento proteolitico de 38 kDa, produzido a partir do
plasminogénio através da agdo das MMPs -2, -3, -7, -9 e -12.*) A angiostatina
encontra na cérnea um dos seus pontos centrais de produgdo. O efeito anti-
angiogeénico desta proteina relaciona-se com a capacidade de induzir a paragem
do ciclo celular em G2, regulando negativamente a migragao e proliferacéo de
células endoteliais, e de causar apoptose das mesmas.® '® Foi demonstrado que

inibe a NVK causada por trauma em modelos animais.®®

Pigment epithelium-derived factor
O pigment epithelium-derived factor (PEDF) € uma proteina pertencente a

superfamilia das serpinas, identificada no filme lacrimal,®®

iris, epitélio
pigmentado da retina, e na cérnea.®® Para além de funcionar como anti-
neurotrofico e anti-tumorigénico, € um potente anti-angiogénico, com um papel

essencial na reducdo da NVK induzida pelo bFGF.®"

Soluble VEGF receptor-1 e VEGF receptor-3

O epitélio corneano expressa o Receptor soluvel VEGF-1 (sVEGFR-1 ou
sflt-1) e o Receptor ectépico VEGF-3 (VEGFR-3) que atuam como “armadilhas”
fisiolégicas para o VEGF-A e para os VEGF-C e VEGF-D (respectivamente)
sequestrando-o, e controlando desta forma as suas propriedades
linfangiogénicas.“”

Ambati et al*" demonstrou que o SVEGFR-1 é expresso nas corneas
normais, € que a sua expressao esta diminuida em cérneas neovascularizadas,

ocorrendo nestas uma notavel redugao da ligagdo do VEGF-A ao sVEGFR-1. A

existéncia de “armadilhas” para factores angiogénicos e inflamatorios na coérnea

13



saudavel corrobora assim a hipétese de que o epitélio corneano intato tem

efeitos antiangiogénicos.“?

A barreira limbica no privilégio angiogénico corneano

O limbo consiste nhuma zona de fronteira onde a conjuntiva e a esclerética
opaca, transitam para a cérnea transparente.“® Este ndo representa contudo, uma
estrutura anatomica classica com limites definidos sendo, na sua descricdo mais
abrangente, determinado como a zona entre o término das membrana de Bowman e
de Descemet, e a extremidade posterior do canal de Schlemm.®

A fungao do limbo tem sido debatida desde meados do século XIX,*" e s6 na
década de 70 do século XX se comegou a averiguar o papel do mesmo na
renovacao do epitélio corneano.“* O epitélio limbico partilha algumas caracteristicas
com o epitélio da cornea, sendo ambos epitélios escamosos, estratificados e nao
queratinizados, cujas jungdes celulares apresentam especializagdes basais e apicais
semelhantes.®“® Admite-se que seja ha camada basal do limbo que estédo situadas
as ceélulas estaminais epiteliais responsaveis por renovar o epitélio corneano
danificado.“®’ Para além do papel na renovacdo do epitélio corneano o limbo
funciona como fornecedor de oxigénio e recipiente de produtos de excrecdo.®
Acredita-se também que o limbo represente um papel fundamental na manutencao
da avascularidade corneana e na prevencdo da NVK.?? Este conceito tem por base
o grande aumento da NVK que se observa quando ocorre danificagdo da barreira
limbica®”’ e a diminuicdo substancial da NVK apds o transplante de células
limbicas.“® Apesar do papel do limbo na manutengdo da avascularidade corneana
ser bem aceite, pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares subjacentes a
este efeito anti-angiogénico.® A hipétese da barreira limbica sugere que a constante
renovacgao das células epiteliais corneanas pelo limbo atua como barreira fisica na

prevencdo do crescimento vascular para a cérnea,?" sendo atualmente umas das

14



mais bem aceites para explicar o mecanismo subjacente ao efeito anti-angiogénico
do qual este é detentor. Azar et al 2006®" observou contudo que a remocgao de
metade do limbo em modelos animais leva a NVK no lado oposto da cérnea, onde o
limbo se encontra intacto. Esta demonstragdo vem questionar o papel do limbo
enquanto barreira fisica para a NVK, sugerindo antes que a manutengdo desse
privilégio dependera mais do efeito cumulativo de uma massa celular critica de
células limbicas. Estudos adicionais serdo fundamentais no futuro de modo a melhor

esclarecer o papel do limbo no privilégio angiogénico da cérnea ©

15



Etiologia da Neovascularizagdo da Cérnea

A NVK pode ser uma resposta a uma multiplicidade de estimulos infeciosos,
imunolégicos degenerativos, traumaticos ou andxicos que perturbam o privilégio
angiogeénico da cérnea.

As infeccbes constituem atualmente a principal causa de NVK, sendo que o
tracoma, uma queratoconjuntivite crénica causada pela Chlamyidia trachomatis,
representa também a primeira causa de cegueira no mundo.“? A NVK ¢ de igual
modo uma manifestagao possivel em infecgdes causadas por outras bactérias como
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumonia, Haemophilus Influenzae;
espécies de Pseudomonas ou na sifilis, provocada pelo Treponema pallidum
pallidum. Patbégenos viricos, como Herpes Zdéster ou Herpes Simplex, fungicos
como espécies de Candida ou Aspergillus e nematodos como Onchocerca volvulos,
podem também conduzir a NVK.®

Patologias auto-imunes como o sindrome de Sjégren ou degenerativas como a
degenerescéncia marginal de Terrien ou a deficiéncia de células estaminais da
barreira limbica podem igualmente contribuir para o processo de NVK.®

O trauma que pode, por exemplo, ser resultante de queimaduras quimicas
representa uma causa adicional de NVK. Quer substancias acidas quer alcalinas
podem causar consideraveis danos na coérnea, no entanto, a severidade dos
mesmos é maior quando a queimadura é causada por alcalinos, dada maior rapidez
com que penetram na cérnea.'?

O uso de lentes de contacto, cuja popularidade tem vindo a aumentar nas

(12

ultimas décadas, tornou-se noutra das principais causas de NVK.(® As lentes de

contacto estimulam a neovascularizacéo, quer causando irritacdo mecanica do sulco
limbico e eroséao epitelial, quer através da inducao de hipdxia e hipercapnia, o que

conduz a inflamagcao limbica e libertagdo de mediadores da angiogénese.® *"
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E sabido que a NVK aumenta a probabilidade de rejeicdo do enxerto na
queratoplastia, porém o inverso também acontece, sendo a NVK uma consequéncia

em 50% dos transplantes cujo leito receptor era previamente avascular.®

17



Manifestagoes clinicas da Neovascularizagdo da Cérnea

A multiplicidade de “agressdes” que esta na origem da NVK vai também
traduzir-se em diferentes padrbes de neovascularizagdo. Estes podem ser
agrupados segundo a profundidade e localizagdo dos neovasos, em trés entidades
principais: NV superficial, NV em pannus vascular e NV estromal.®

Na NV superficial vasos tortuosos brotam da arcada marginal superficial e
estendem-se sob o epitélio corneano, podendo atingir a porcdo mais superficial do
estroma. A NV superficial resulta de uma irritagdo superficial cronica, surgindo nos
doentes que usam lentes de contacto ou apds trauma da cornea, queimaduras
quimicas ou cirurgias.®

No pannus vascular, vasos e tecido conjuntivo crescem do limbo para a
periferia da cérnea, estando de igual modo associada a disturbios da superficie
ocular. Este padrdo é caracteristico do tracoma.'")

A NV estromal, pode ser observada a um nivel mais profundo, em qualquer
nivel do estroma desde a membrana de Bowman até a membrana de Descemet,
como vasos rectilineos que arborizam e que frequentemente se fazem acompanhar
de fibras nervosas. Este padrdo de NV pode ser resultado de patologias como a
queratite estromal, esclerite, tuberculose, sifilis ou de queimaduras alcalinas.® 2
A medicdo da extensdo e profundidade dos vasos neoformados, e o

conhecimento da associacao entre os diversos padrbes e causas de NV, representa

assim uma util ferramenta de diagndstico de patologias da cérnea.
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Patogenia da Neovascularizagao da Cérnea

O processo de vascularizacdo que se inicia com a ruptura do equilibrio
avascular corneano em favor da angiogénese pode ser dividido em varias etapas.
Apoés a lesdo percursora, inicia-se uma fase latente caracterizada por dilatacdo dos
vasos pericorneanos, recrutamento de leucocitos, e libertacdo de factores de
crescimento pela cornea, que vao estimular células endoteliais desses mesmos
vasos. Com a ativagao das células endoteliais ocorre retragéo das jungdes celulares,
que promove um aumento da permeabilidade vascular, e degradacdo da matriz
extracelular por MMPs, propiciando a migracado dessas células para a cornea.®® A
esta fase segue-se a germinagao de novos vasos e anastomose, com formacgao de
uma lamina basal de suporte em torno dos mesmos, e uma fase de regressao
capilar e maturagao vascular.®®
Sob condigdes inflamatdrias os macréfagos desempenham um papel essencial

®3) Estes libertam

no processo de invasdo de células endoteliais para a cérnea.
factores pro-angiogénese como o bFGF ou o VEGF que estimulam a producéo e
migragcao de células endoteliais. Os macrofagos vao ainda contribuir para intensificar
a inflamagao através do recrutamento adicional de macréfagos.®

Sob condigdes de hipdxia e/ou hipercapnia, como acontece com o uso
excessivo de lentes de contacto, a neovascularizagao € induzida numa tentativa de
fornecer oxigénio a cornea. Factores como o PEDF que em condigbes normoxicas
actuam como anti-angiogénicos, sdo na hipoxia infraregulados, criando um ambiente
propicio @ NVK.®"E induzida a formacdo de H1F-1 (hypoxia inducible factor-1) que
se liga ao HRE (hypoxia response element) ativando a transcricdo de genes VEGF e
estimulando assim a angiogénese.® *® A hipéxia vai de igual modo causar NVK
através da estimulacédo de marcadores inflamatérios como a IL1B.5"

Os vasos neoformados por este processo patolégico de angiogénese séo

imaturos e desprovidos de integridade estrutural. A permeabilidade vascular
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aumentada vai-se traduzir em edema cronico da cornea, exsudacao de lipideos,
inflamacao adicional e lesbes cicatriciais e, consequentemente, numa diminui¢do da

transparéncia corneana, que pode perturbar severamente a acuidade visual.®®
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Principais abordagens terapéuticas na Neovascularizagdao da Cérnea

A escolha de um tratamento adequado para a NVK pode tornar-se num
processo desafiante. Numerosos tratamentos tém sido testados para os varios
modelos de NVK,® estando atualmente disponiveis diversas op¢des médicas e
cirargicas, que apresentam niveis variados de sucesso.

Para além de tratar a causa subjacente, a terapéutica ideal da NVK visaria
atingir ndo apenas a destruicdo dos neovasos corneanos, como também restaurar a
zona de privilégio angiogénico, prevenindo uma futura neovascularizagéo.? Deste
modo, as abordagens terapéuticas da NVK podem de uma forma geral ser
agrupadas em trés categorias: anti-angiogénicas/angiostaticas, que visam
suspender o crescimento de novos vasos; angio-regressivas, que causam a
regressdo dos vasos patoldgicos ja existentes; angio-oclusivas, que causam uma
ocluséo funcional dos vasos sanguineos.®

O método de escolha para o tratamento dos neovasos patolégicos depende do
estado de maturacdo dos mesmos."” % Vasos em crescimento ativo, imaturos, s&o
ainda dependentes da sinalizagdo por factores angiogénicos (como o VEGF),
podendo a regressédo destes vasos e o bloqueio da perpetuagdo da angiogénese
ser obtidas através da remocdo desses factores de crescimento.® A indugdo da
regressdo de vasos maduros, cobertos por pericitos e dependentes de forma nao
significativa da sinalizagdo angiogénica é um processo mais complexo. Nesta
situagdo, a abordagem terapéutica teria de aliar aos métodos anti-angiogénicos,
estratégias fisicas de oclusédo dos vasos. Os métodos angio-oclusivos sao ainda
Uteis para suster o extravasamento do conteido dos neovasos para a cérnea ou na
prevencao de hemorragias intra-operatorias durante a queratoplastia.®®

Ao contrario do que acontece em relagdo aos vasos sanguineos, 0s

mecanismos que regulam a manutencao dos capilares linfaticos sdo ainda pouco
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conhecidos. Acredita-se que esta podera passar pelo bloqueio da sinalizacdo de
VEGF-C.®¥

As indicacbes atuais para a terapéutica da NVK incluem: queratite infecciosa,
patologias inflamatérias (como a conjuntivite atdpica, rosacea ou sindrome de
Stevens-Johnson); neovascularizagdo agressiva no pterigio recorrente; NV em
doentes com perda de fungédo da barreira limbica (como a deficiéncia de células da
barreira limbica); NVK causada por glaucoma neovascular; queimaduras corneas e
outras lesbes e condicionamento pré-operatério e prevencdo pos operatoria da

rejeicdo de enxertos no transplante corneano.®"
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A. Vasos corneanos em fase de crescimento ativo

Terapéutica Anti-inflamatéria

Os agentes anti-inflamatoérios representam ha muito tempo a base da
terapéutica convencional de supressdo de vasos que proliferam ativamente na
NVK.©?

Desde a descoberta dos efeitos anti-angiogénicos dos esterdides em 1950,
varios agentes foram testados para a inibigdo da NVK. A lista de esterdides
utilizados convencionalmente inclui a hidrocortisona, dexametasona,
metilprednisolona, prednisolona, assim como o acetonido de triancinolona.!'® %" 62
Os efeitos anti-angiogénicos dos esterdides sao essencialmente secundarios a sua
acao anti-inflamatoéria. Estes incluem a inibicado da quimiotaxia celular, modulacéo da
atividade proteolitica das células endoteliais vasculares que precede a formacao de
neovasos, e inibicdo de citocinas pro-inflamatoérias (TNF-a, IL-1 ou IL-6). Para além
disso os esterdides também inibem a produgéo de prostaglandinas (PGs) que séao
pro-angiogénicas e regulam a producgédo de VEGF.®? Apesar de serem utilizados
com sucesso ha varios anos para o tratamento da NVK de etiologia inflamatéria, a
sua eficacia na NVK nao inflamatéria é limitada, e o seu uso a longo prazo pode
resultar em efeitos oculares severos, nomeadamente o desenvolvimento de
glaucoma ou cataratas e o aumento do risco de infecdes.®

Os anti-inflamatérios nao esterdides (AINEs), que possuem uma eficacia
similar a dos esterdides, sem contudo partilharem dos mesmos efeitos secundarios,
tém também sido usados na terapéutica da NVK. Estes inibem a enzima
ciclooxigenase (COX), que converte o acido araquidonico em PGs. Durante a
angiogénese, a expressao da isoforma COX-2 é induzida nas células endoteliais dos
neovasos. AINEs como a indometacina, flurbiprofeno, cetorolac ou diclofenac
demonstram inibir a angiogénese, no entanto, os efeitos potenciais secundarios sao

muito variaveis e foram descritas complicagcbes como ulceracdo da cornea. Os
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AINEs nao sao utilizados como primeira linha na supressao da NVK, mas podem,
em conjunto com outras terapias, melhorar o outcome do doente.®?

Varias outras moléculas anti-inflamatorias demonstraram possuir efeito
angiogénico, das quais sdo exemplos a ciclosporina A,®? a angiostatina,®” ou a

talidomida.®®

Inibicdo do VEGF

E sabido que o VEGF é um indutor major das vias da angiogénese, o que
levou a que terapéuticas anti-angiogénicas que tém como alvo as isoformas VEGF
ou moléculas relacionadas com a via VEGF, se tenham vindo a estabelecer como o
‘gold standard” no tratamento da NVK. Nas terapias anti-VEGF os agentes
terapéuticos podem ser administrados em gotas oculares tdpicas, injegbes
subconjuntivais, injecgdes intra-estromais corneanas e injecdes intravitreas.®

Atualmente, trés anticorpos anti-VEGF tém sido utilizados para a terapéutica
da NVK. O bevacizumab (Avastin; Genentech/Roche) é um anticorpo monoclonal
humanizado recombinante que reconhece todas as isoformas de VEGF e inibe a
interagdo VEGF/VEGF-R.®® Foi inicialmente aprovado pela FDA para o tratamento
do carcinoma colo-rectal metastatico, mas também se mostrou eficaz no tratamento
da degenerescéncia macular da idade (DMI).®) Varios estudos experimentais em
modelos animais e humanos demonstraram que o bevacizumab causa uma
redugdo significativa dos paradmetros que refletem a NVK.®") Este revelou-se mais
eficaz em vasos neoformados do que em vasos maduros, estabelecidos.®® O
ranibizumab (Lucentis; Genentech/Roche) resulta do fragmento Fab do mesmo
anticorpo utilizado para produzir o bevacizumab, ligando-se ao VEGF-A com maior
afinidade.® Esta molécula tem revelado resultados promissores no tratamento da
NVK na queratite por Herpes Simplex, pterigio recorrente, e sindrome de Steven

Johnson por via topica ou injegao subconjuntival.(3>0 pegaptanib sodico (Macugen;
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EyeTech, Inc) foi o primeiro agente anti-VEGF aprovado para a neovascularizagéao
associada a DMI e liga-se apenas a isoforma VEGF165, tendo uma eficacia mais
limitada comparativamente ao bevacizumab e ranibizumab.®®
Recentemente demonstrou-se que tanto o bevacizumab como o ranibizumab
bloqueiam também a linfangiogénese, atuando quer diretamente no epitélio linfatico,
quer indiretamente através da inibicdo do recrutamento de macréfagos. Estes
compostos poderao desta forma ter interesse na prevengao da rejeigdo imunoldgica
de enxertos apdés uma queratoplastia penetrante, onde o componente
linfangiogénico é um dos responsaveis pelo processo de rejeigdo. " ¢
Outras formas de terapéutica anti-VEGF tem vindo a ser alvo de estudos, das
quais sao exemplos:
* VEGF trap, um receptor soluvel criado através da combinacdo do segundo
dominio da imunoglobulina do VEGFR-1 e do terceiro dominio da imunoblogulina
do VEGFR-2 com um fragmento Fc de uma Imunoglobulina G1 humana.”® O
VEGEF trap liga-se a todas as isoformas VEGF-A, com um afinidade superior a do
Bevacizumab, funcionando como mecanismo de “armadilha”. Oliveira et al"
recentemente demonstrou que o VEGF-trap bloqueia a NVK induzida por bGFG
em modelos murinos, Outra vantagem deste receptor € a sua prolongada

duracdo de agao,

podendo vir a tornar-se mais eficaz do que o bevacizumab
na terapéutica da NVK. A FDA aprovou recentemente a utilizacdo de VEGF
trap-eye (Aflibercept; Regeneron) em injecdo intravitrea para o tratamento
neovascularizagdo coroideia na DMI,™® o que podera vir a reduzir os efeitos
secundarios do VEGF frap (administrado por via sistémica)

* siRNA (silence RNA), fragmentos de RNA de cadeia dupla utilizados para
silenciar genes dos quais sdo homoélogos, através do envio de copias duplicadas
para a célula.” Esta molécula atravessa as barreiras celulares e inibe o

processamento pos-transcricdo, podendo ter como alvo os efeitos intra e

extracelulares do VEGF e seus receptores e, potencialmente, reduzir a NVK
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numa extensao superior a dos anticorpos e mecanismos “armadilha” anti-VEGF.

Apesar da dificuldade em determinar a sequéncia celular “alvo” mais adequada

para a intervencdo do siRNA, este demonstrou inibir a expressido de VEGF

induzido pela hipéxia em células corneanas humanas in vitro, e causar a

regressdo de NVK induzida por lesdes alcalinas em modelos murinos.®

* Inibicdo de receptores tirosina-cinase, que desempenham uma fungéo
fundamental na transducéo de sinal nas vias VEGF, FGF e PDGF, regulando
processos como proliferagdo, migragao e sobrevida de células endoteliais."” No
presente estdo em estudo varios inibidores multicinase do VEGFR-1 e VEGFR-
2, assim como do PEDGFR. Inibidores que atuem simultaneamente nos VEGFR
e PEDGFR poderdo contribuir para a regresséo da proliferacdo de células
endoteliais em varios modelos de NVK.#)

Apesar da sua eficacia na inibigdo e regressédo da angiogénese, a diminui¢cao
do VEGF na cérnea pode, a longo prazo, vir a causar rea¢des adversas como atraso
na cicatrizagdo de lesbes, perda de integridade epitelial e diminuigdo da espessura
da cornea.”™ Estes efeitos podem ser em parte devidos a agdo neurotofica do
VEGF.®

Estudos para melhor esclarecer a eficacia, dosagem e seguranga destas

terapéuticas nos diferentes contextos da NVK serdo necessarios.
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B. Vasos Corneanos Maduros

A eficacia das terapéuticas farmacoldgicas anti-angiogénicas € questionavel
quando aplicada em neovasos maduros, cobertos por pericitos e pouco
dependentes do controlo por factores angiogénicos.”” ® Nestes casos pode ser
necessario recorrer a métodos angio-oclusivos, potencialmente combinados com
terapéutica anti-angiogénica. S3o exemplos destes métodos: Argon LASER,
Terapéutica Fotodindmica (Photodinamic Therapy — PTD), e Diatermia com agulha
fina.®

O Argon LASER induz a fotocoagulagdo vascular e é geralmente aplicado no
contexto da prevencgao pré-queratoplastia da rejeicdo de enxertos, em combinagao
com o bevacizumab.®) Apesar de ser um método aparentemente seguro, a
destruicdo de vasos por coagulagdo pode ativar mediadores inflamatoérios e
supraregular o VEGF. Adicionalmente, os elevados niveis de energia necessarios
para o funcionamento do LASER podem causar hemorragias cérneas periféricas,
atrofia da iris, ectasia da pupila ou diminuigdo da espessura corneana.®

A PTD recorre ao laser para gerar radicais livres de O,, que causam destruigao
dos vasos através da sua citotoxicidade para células vasculares endoteliais.® " Na
Diatermia com agulha fina, uma agulha de ago inoxidavel é inserida perto do [lUmen
ou adjacente a neovasculatura, enquanto uma corrente térmica ou eléctrica €&
utilizada para cauterizar os vasos.®”) Apesar destas técnicas serem largamente
utilizadas com sucesso e seguranga na NVK, a semelhanga do que acontece com o
Argon LASER, podem ativar a resposta inflamatéria e, consequentemente,

exacerbar a causa da NVK.®

27



C. Terapéuticas anti-linfangiogénicas na queratoplastia

Foi ha mais de cem anos, em 1905, que se realizou o primeiro transplante de
cornea bem sucedido no homem, sem recurso a tipagem HLA ou a terapéuticas

2 Na atualidade, cerca de 90% dos transplantes de cornea

imunosupressoras.
retém a transparéncia ao fim de um ano, e 55% apos 15 anos.®” Os excelentes
resultados no outcome de sobrevida dos enxertos devem-se aos privilégios imune e
avascular corneanos. Quando o tecido dador €& colocado num leito vascular
vascularizado considera-se que o transplante é de alto risco e a probabilidade de
rejeicdo do enxerto pelo do sistema imunitario acresce.® A NVK que pode suceder
a queratoplastia (NVK iatrogénica) € também um dos factores de risco para a
faléncia deste procedimento.®' %)

Com a detecdo de marcadores especificos para o endotélio linfatico, como o
VEGFR-3," foi possivel determinar que os vasos linfaticos perfazem cerca de 10%
dos neovasos detectados apds o transplante corneano. A linfangiogénese podera
ser uma das razbes major para a ativagdo do sistema imunitario do hospedeiro
contra um enxerto corneano.® Os vasos linfaticos funcionam como brago aferente
da resposta imune, permitindo que células apresentadoras de antigénios e material
antigénico cheguem ao ganglio linfatico regional. Os vasos sanguineos sao o brago
eferente da resposta imune, permitindo a chegada de células efetoras do sistema
imunitario aos tecidos alvo. A modulagdo de ambos os bragos do reflexo imunitario
através da terapéutica anti hema- e linfangiogénica tem-se revelado util na melhoria
da sobrevivéncia de enxertos, quando aplicada quer antes, quer apods a
queratoplastia.®

Impedir o acesso do sistema imunitario do hospedeiro a cérnea dadora € a
primeira linha de prevencao da faléncia do transplante. O bloqueio da NVK e da
inflamagado crénica causada por estados patoldgicos infecciosos ou inflamatorios,

poderia evitar o desenvolvimento de estados de alto risco do leito receptor,

constituindo uma forma de prevencéo primaria da rejeicdo de um enxerto. Estudos
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em modelos murinos demonstraram que o bloqueio pré-queratoplastia da
linfangiogénese durante a inflamacgéo corneana melhora a sobrevida do enxerto que
ira ser transplantado.®) Quando a NVK ja ocorreu antes da queratoplastia, a
prevencao secundaria da rejeicao implica e regressao dos vasos neoformados. A
regressdo podera ser atingida através de terapéuticas angio-oclusivas adjuvadas
com mecanismos “armadilha” para factores pro-angiogénicos, das quais € exemplo
a terapéutica que combina cauterizagdo de vasos com bevacizumab, ja em ensaios
clinicos.®” Apesar destas terapéuticas de prevencdo secundaria representarem uma
esperanca na diminuicdo da neovascularizacdo dos leitos receptores, nao esta,
todavia, totalmente esclarecido o mecanismo que levara a regressao dos vasos
linfaticos patoldgicos.©"

ApoOs a queratoplastia, a terapéutica da neovascularizagdo leva a que haja
uma diminuicdo do contacto direto entre o enxerto e os vasos que o rodeiam,
prevenindo assim a sensibilizagcdo imediata pelo sistema imunitario e a rejeicédo do

I®® demonstrou que, recorrendo ao VEGF-trap, a inibigao

enxerto. Cursiefen et a
pos-operatéria da linfangiogénese e hemangiogénese em queratoplastias de baixo
risco aumenta consideravelmente a sobrevida do enxerto. A inibicdo das vias
tirosina-cinase em ratos (que tém como alvo os receptores VEGFR-1, VEGFR-2 e
VEGFR-3) levou também a um acréscimo da taxa de sobrevivéncia dos enxertos.®”

Apesar do desenvolvimento de farmacos progressivamente mais especificos
na prevencgao da rejeicdo do transplante, os corticoesteroides topicos representam

ainda como a principal terapéutica pds-queratoplastia.®®
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D. Novas terapéuticas e perspetivas futuras

A concepgao de drogas anti-angiogénicas, como os inibidores VEGF,
aprovadas no tratamento do cancro e na neovascularizacdo secundaria a DMI,
deveu-se parcialmente a contribuicdo de dados de ensaios na angiogénese
corneana.®® Curiosamente, o desenvolvimento de agentes antiangiogénicos
especificos para a cérnea ainda esta em curso, sendo apenas off-label o uso dos
agentes disponiveis.

Um dos componentes anti-angiogénicos que ja atingiu o estado de ensaio
clinico controlado é o IRS-1. Este é um oligonucleotideo antisense, desenhado para
inibir a expressao de insulin receptor substrate-1, uma proteina citosolica envolvida
na organizagdo de hormonas de crescimento e sinalizagdo de receptores de
citocinas.® Outras moléculas como o bFGF, as MMPs, angiostatina, endostatina ou
PDGF sao também potenciais alvos na terapéutica da NVK.®2 &)

As barreiras fisiolégicas do olho, como as lagrimas, que limitam a
biodisponibilidade dos farmacos administrados, e as consequéncias a longo prazo
das injegdes intraoculares repetidas, sdo exemplos das ja& bem estudadas
desvantagens das terapéuticas disponiveis para a NVK. Estas falhas poderao,
futuramente, vir a ser ultrapassadas através do recurso a nanotecnologia. Para além
do método de silenciamento de genes através de siRNA, técnicas como a inje¢do de
vetores recombinantes, capazes de mediar a transducdo de tecido corneano ao
codificar moléculas como a endostatina ou o VEGFR-1, tém sido sujeitas a ensaios

clinicos.®%°"
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Discussao

A cornea, cuja transparéncia otimiza o poder refratario e a acuidade visual do
olho, é dotada de um privilégio (anti)angiogénico. Este € mantido gragas ao delicado
equilibrio entre mecanismos e factores pro- e anti-angiogénicos. Quando, devido a
perturbagbes quimicas, mecéanicas, degenerativas ou infecciosas, o equilibrio é
alterado em favor da angiogénese, desenvolvem-se neovasos que podem
comprometer severamente a performance corneana. Os neovasos corneanos,
particularmente os linfaticos, vado ser também responsaveis pelo aumento do risco
de rejeigdo de um enxerto corneano transplantado.

As terapéuticas disponiveis para a NVK podem, de uma forma geral, ser
classificadas como angioregressivas, angiostaticas e angio-oclusivas, sendo a
escolha da terapéutica mais adequada a patologia determinada pelo estado de
maturacdo dos neovasos. A terapéutica da neovascularizacdo é também benéfica
na diminuicdo da taxa de rejeicao de enxertos na queratoplastia, e otimizada quando
aplicada quer antes do transplante, de forma preventiva, quer apés o0 mesmo, como
forma de evitar o contacto entre o enxerto e a vasculatura linfatica do hospedeiro.

Os métodos terapéuticos utilizados atualmente na pratica clinica, dos quais de
destacam os agentes anti-inflamatoérios e anticorpos anti-VEGF, para além de nao
terem sido desenvolvidas especificamente para a cérnea, sdo, a longo prazo,
dotados de efeitos secundarios indesejados. A compreensdo progressiva dos
mecanismos genéticos e moleculares envolvidos na angiogénese, assim como o
desenvolvimento de métodos mais eficazes de administragao terapéutica permitirao
que no futuro se otimize o processo de restauracdo daquele que se considera ser

0 maior privilégio da cornea, a avascularidade.
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