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RESUMO

As oclusbes de veias da retina sdo caracterizadas por uma obstrucdo vascular
trombdtica, sendo uma causa importante de cegueira no mundo. O tratamento dessa
condicdo ainda é bastante desafiador devido ao acesso restrito dos farmacos ao
segmento posterior do olho, causado por barreiras anatdémicas e fisiologicas
destinadas a manter os tecidos oculares isolados da circulacdo sistémica. Assim,
intervencdes invasivas, como a injecao intravitrea, sdo necessarias para que farmacos
atinjam concentragfes terapéuticas na retina. Diversas substancias com potencial
trombolitico vém sendo estudadas e empregadas na dissolucao de trombos, de modo
que, neste trabalho, buscou-se avaliar a leucurolisina-a (leuc-a), uma
metaloproteinase ndo hemorragica, purificada da peconha da serpente Bothrops
leucurus, que apresenta atividade fibrinolitica ja descrita. Nesse contexto, teve-se por
objetivo com a realizacao deste trabalho investigar a toxicidade e a seguranca da leuc-
a in vitro e in vivo, por meio de diferentes exames clinicos e modelos animais. Ainda,
foi avaliada a depuracdo da leuc-a apds a sua injecao intravitrea em olhos de ratos
saudaveis e o potencial de degradacdo dos componentes da Matrigel pela leuc-a. O
estudo de viabilidade celular indicou que nenhuma das concentracbes testadas
apresentou viabilidade celular acima de 80% frente as células do epitélio pigmentado
da retina (ARPE-19), atingindo uma ICso de 26,64 pg/mL. Nos estudos in vivo foram
avaliadas as doses de 12,5, 25, 50 e 100 pg/mL. A primeira etapa foi realizada em
ratos Wistar saudaveis e avaliada pelo exame de eletrorretinografia; nela, apenas a
dose mais alta provocou alteracdo na atividade funcional da retina. As imagens
cintilogréficas obtidas apos a radiomarcacao da leuc-a com o tecnécio-99m mostraram
gque a depuracdo dessa proteina na cavidade vitrea ocorreu de forma lenta,
permanecendo constante por até 6 h. Contudo, na segunda etapa, também em ratos
Wistar saudaveis, os exames de tomografia de coeréncia Optica e angiografia
revelaram que todas as doses testadas apresentaram algum grau de toxicidade,
incluindo eventos hemorragicos. Esse resultado foi corroborado pela terceira etapa,
gue avaliou os efeitos da maior dose em ratos Long Evans saudaveis e deu indicios
de alteracdes vasculares e recrutamento de células inflamatorias pelas analises de
imuno-histoquimica. A degradagdo da laminina e do nidogénio, componentes da

Matrigel e das membranas basais, pela leuc-a, pode explicar os eventos hemorragicos



observados anteriormente. Esse estudo apresentou resultados controversos quanto a
seguranca da leuc-a para uso intravitreo e ao seu potencial hemorragico, de modo
gue ela nao foi diretamente testada em um modelo de ocluséo de veia de retina. No
entanto, este trabalho fornece resultados clinicos de grande relevancia para o0s
estudos de toxicidade ocular, bem como para melhor elucidacdo do comportamento

da leuc-a in vivo e posteriores aplicacoes.

Palavras-chave: oclusdo de veia da retina; metaloproteinases de venenos de

serpentes; leuc-a.



ABSTRACT

Retinal vein occlusion is characterized by a thrombotic vascular obstruction and is an
important cause of blindness worldwide. The treatment of this condition is still very
challenging due to restricted drug access to the posterior segment of the eye, caused
by anatomical and physiological barriers designed to keep the ocular tissues isolated
from the systemic circulation. Thus, invasive interventions, such as intravitreal
injection, are necessary for drugs to reach therapeutic concentrations in the retina.
Several substances with thrombolytic potential have been studied and employed in the
dissolution of thrombi, so that, in this work, we sought to evaluate leucurolysin-a (leuc-
a), a non-hemorrhagic metalloproteinase, purified from the Bothrops leucurus snake
venom, which has a fibrinolytic activity already described. In this context, the objective
of this work was to investigate the toxicity and safety of leuc-a in vitro and in vivo,
employing different clinical tests and animal models. In addition, the clearance of leuc-
a after intravitreal injection into the eyes of healthy rats and the potential degradation
of Matrigel components by leuc-a were evaluated. The cell viability study indicated that
none of the tested concentrations showed cell viability above 80% against ARPE-19
cells, and for the ICso a concentration of 26.64 pg/mL was obtained. In the in vivo
studies, doses of 12.5, 25, 50, and 100 pg/mL were evaluated. The first step was
performed in healthy Wistar rats and evaluated by electroretinography exam; in it, only
the highest dose caused alteration in the functional activity of the retina. The
scintigraphic images obtained after the radiolabeling of leuc-a with technetium-99m
showed that the clearance of this protein in the vitreous cavity occurred slowly,
remaining constant for up to 6 h. However, in the second step, also in healthy Wistar
rats, optical coherence tomography and angiography revealed that all doses tested
showed some degree of toxicity, including hemorrhagic events. This result was
corroborated by the third step, which evaluated the effects of the highest dose of leuc-
a in healthy Long Evans rats and gave evidence of vascular changes and recruitment
of inflammatory cells by immunohistochemistry analyses. The degradation of laminin
and nidogen, components of Matrigel and basement membranes, by leuc-a may
explain the hemorrhagic events observed earlier. This study showed controversial
results regarding the safety of leuc-a for intravitreal use and its hemorrhagic potential,

so it was not directly tested in a retinal vein occlusion model. However, this work



provides clinical results of great relevance for ocular toxicity studies as well as for

further elucidation of the behavior of leuc-a in vivo and in further applications.

Keywords: retinal vein occlusion; snake venom metalloproteinases; leuc-a.
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1 INTRODUCAO

As oclusbes de veia da retina constituem um tipo de doenca vascular degenerativa
gue esta relacionada a cegueira, sendo mais prevalente na populacédo de meia idade
e idosa (AWWAD et al., 2017b; HAYREH, 2014).

A principal intervencdo terapéutica atual é composta pelos ativadores de
plasminogénio tecidual, que convertem o plasminogénio em plasmina. No entanto,
essa abordagem terapéutica traz riscos de hemorragia severos ao paciente, de modo
que a busca por alternativas se faz necessaria (HERMOGENES et al., 2006;
THELWELL, 2014). Além disso, o tratamento das doencas no segmento posterior do
olho é bastante desafiador, uma vez que as suas barreiras anatdmicas dificultam o
acesso de farmacos a alvos especificos e em concentracfes terapéuticas (HUANG;
CHEN; RUPENTHAL, 2018). Assim, vias alternativas de administracdo ocular, como

as injecoes intravitreas, sdo essenciais para contornar essas limitacoes.

Nesse contexto, venenos de animais peconhentos vém sendo investigados quanto a
presenca de compostos com propriedades terapéuticas potenciais para o tratamento
de doencas, como as metaloproteinases de venenos de serpentes (MPVSs). As
metaloproteinases sdo compostos biologicamente ativos que, dentre outras fucdes,
atuam em mecanismos envolvidos na cascata de coagulacéo, agregacao plaquetaria

e degradacao dos componentes das membranas basais (DE SOUZA et al., 2016a).

Esses compostos também estéo presentes no veneno da serpente Bothrops leucurus,
uma espécie de jararaca responsavel por altos indices de acidentes ofidicos no Brasil
(DE MORAIS et al., 2013b). Verificou-se que dentre as metaloproteinases presentes
nessa e em outras espécies, algumas eram capazes de provocar hemorragia,
enguanto outras ndo. Assim, a partir da purificacdo do veneno de Bothrops leucurus
foi identificada a leucurolisina-a, ou leuc-a, uma proteinase ndo hemorragica da classe
P-I das MPVSs com atividade fibrinolitica (FERREIRA et al., 2009a).

A leuc-a foi, entdo, sugerida como possivel alternativa para o tratamento das oclusdes
de veia da retina devido a sua atividade fibrinolitica e ndo hemorragica, o que traria

eficacia no tratamento e maior seguranca ao paciente.
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Diante do exposto, teve-se por objetivo com o desenvolvimento deste trabalho
investigar o comportamento da leuc-a apos a sua administracao intravitrea em olhos
de ratos saudaveis, a fim de avaliar possiveis indicios de toxicidade retiniana e

determinar doses seguras de trabalho.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A anatomia do olho humano

O olho € um o6rgao sensorial, altamente especializado em fotorrecepcéo, o processo
pelo qual a luz do ambiente produz alteracdes em células nervosas especializadas da
retina. Essas alteracbes resultam em potenciais de agdo nervosos, que sdo, em
seguida, transmitidos ao nervo Optico e ao cérebro, onde as informacdes sao

processadas e conscientemente apreciadas como visao (FORRESTER et al., 2016).

Cada tecido ocular apresenta uma estrutura distinta que desempenha funcoes
especificas que possibilitam a percepcéo visual. Enquanto a porcéo anterior do olho
€ responsavel por capturar e focar a luz, o segmento posterior € responsavel por
detecté-la e converté-la em sinais elétricos que irdo, posteriormente, formar uma
imagem (KIM et al., 2014). De maneira geral, 0 segmento anterior corresponde a um
terco do olho e engloba a cornea, esclera, iris, corpo ciliar e lente (também chamada
de cristalino), e o segmento posterior corresponde aos dois tercos restantes para o
fundo do olho, sendo formado pelo corpo vitreo, esclera, coroide, retina e nervo éptico
(JOSEPH, 2017). Essas estruturas sdo classificadas em trés tanicas principais e

concéntricas, sendo elas, de fora para dentro:

e tunica externa ou fibrosa, formada pela esclera, composta por tecido colageno-
elastico, e pela cérnea, camada transparente anterior;
e tunica média ou vascular, chamada de Uvea, que compreende a iris, 0 corpo

ciliar e a coroide;
e tlnica interna ou nervosa, formada pela retina, sendo o estrato neural e
sensorial do olho (MAFEE et al., 2005).

As principais estruturas do olho estéo representadas na Figura 1.
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Figura 1 — Esquema anatdémico do bulbo ocular.
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Fonte: Adaptado de VISION AND THE HEALTH EYE, 2018 (ACESSO EM 7/8/2022).

O olho tem duas funcdes principais: permitir que a luz visivel chegue a retina, ao
mesmo tempo em que blogueia outros comprimentos de onda nocivos (como a luz
UV), além de formar a imagem nessa camada nervosa; e traduzir os fétons luminosos,
por meio das células retinianas, em sinais elétricos que serdo codificados, analisados
e enviados a estruturas cerebrais superiores para permitir a visdo. Ao longo desse
percurso da luz até a retina, diferentes tecidos oculares e tipos celulares
desempenham papeis importantes para o funcionamento desse érgdo, como: manter
a transparéncia da cérnea e da lente, produzir e drenar o humor aquoso para
manutencdo da pressao intraocular, prover nutrientes para os tecidos avasculares,
realizar a transducgédo visual pelos fotorreceptores e, ainda, reciclar o cromoforo do
fotopigmento da retina (GIBLIN et al., 2016).

Por fazer parte do sistema nervoso central, o olho € privado da circulacdo sistémica
pelas barreiras hemato-retiniana, hemato-aguosa e hemato-vitrea, como mecanismos

de protecao dos tecidos oculares. Como consequéncia, o olho apresenta propriedades



26

farmacodinamicas e farmacocinéticas particulares (GOODMAN & GILMAN, 2017),
que irdo impactar na abordagem terapéutica das diferentes desordens e doencas

associadas a esse 0rgao.

Nessa revisdo serdo abordadas as estruturas do segmento posterior do olho, que
representam o foco deste trabalho.

2.1.1 Segmento posterior

2.1.1.1 Esclera

A esclera é uma camada fibrosa e opaca de tecido conectivo, conhecida como “branco
do olho”, que protege o conteldo intraocular e mantém o formato do globo ao permitir
pequenas distensfes e contracbes frente a alteracbes da pressdo intraocular
(FORRESTER et al., 2016).

A opacidade dessa estrutura impede a transmissédo de luz que poderia degradar as
imagens formadas na retina, de modo que a sua geometria é regulada para focar a
luz precisamente na retina. Além disso, 0s vasos sanguineos da esclera auxiliam na
irrigacéo e drenagem da coroide, do corpo ciliar, da iris e do nervo 6ptico (GOODMAN
& GILMAN, 2017).

2.1.1.2 Coroide

A coroide é um tecido colagenoso e vascular situado na parte interna da esclera,
responsavel, principalmente, pelo aporte de oxigénio e nutrientes a retina externa.
Além disso, ela também atua na termorregulacéo, secreta fatores de crescimento e
possibilita ajustes da posicado da retina, sendo mais espessa na regido posterior e
gradualmente mais fina a medida que avanca a regido anterior. Entre a rede de
capilares da coroide e a retina externa encontra-se a membrana de Bruch, uma lamina
de tecido elastico e fibras colagenas (GOODMAN & GILMAN, 2017; NICKLA;
WALLMAN, 2010).
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2.1.1.3 Corpo vitreo

Aproximadamente 80 % do volume do olho corresponde a cavidade vitrea, que se
situa entre a lente e a retina, e € preenchida pelo humor vitreo, um fluido gelatinoso e
transparente. Esse fluido contém, em sua maioria, colageno tipo Il, &cido hialurénico
e proteoglicanos, sendo secretado pelo corpo ciliar (FORRESTER et al.,, 2016;
GOODMAN & GILMAN, 2017).

O humor vitreo auxilia no desenvolvimento do epitélio pigmentado da retina (EPR),
protege as estruturas do olho de choques mecéanicos, funciona como uma barreira a
substancias bioquimicas e, por ser transparente, permite que até 90 % da luz visivel
alcance a retina (YADAV et al., 2021).

2.1.1.4 Nervo Optico

O nervo Optico é um nervo mielinizado que pode ser dividido em quatro secdes:
intraocular, orbital, intracanalicular e intracranial. A formacdo do nervo se da pela
convergéncia dos axbnios das células ganglionares no disco 6ptico, a partir do qual
0os axbnios se expandem através da Orbita ocular, chegando ao cérebro
(FORRESTER et al., 2016; GOODMAN & GILMAN, 2017).

Aproximadamente 38 % de todos 0s ax6nios que entram e saem do sistema nervoso
central sdo do nervo Optico, condicdo responsavel pelo sistema visual altamente
especializado e desenvolvido dos humanos (SELHORST; CHEN, 2009).

2.1.1.5 Retina

A retina € uma estrutura fina e transparente formada por neurdnios altamente
organizados, células da glia e vasos sanguineos, sendo externamente ligada a
membrana de Bruch e internamente ao vitreo. Tal estrutura é a responsavel pela
captacdo dos estimulos luminosos por meio de células fotossensiveis, que irdo

processar e traduzir os sinais em impulsos elétricos para o cérebro, onde as imagens
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serdo formadas (KOLB et al., 2001; TSAI et al., 2018a). Diz-se que a estrutura da
retina reflete o seu funcionamento complexo e sua especializacdo topografica
extraordinéria (BEHAR-COHEN et al., 2020).

A retina consiste em duas camadas principais: a retina neurossensorial e o epitélio
pigmentado da retina (EPR). O EPR forma uma camada Unica de células na por¢éo
mais externa da retina e funciona como uma barreira hemato-retiniana, uma vez que
as suas células séo interligadas por juncdes estreitas que bloqueiam o processo de
difusdo, de modo que a maioria dos metabdlitos necessita de transportadores para
passar pelo EPR. No lado da retina, o EPR projeta as extremidades apicais, que se
intercalam entre os segmentos externos e os fotorreceptores (HURLEY, 2021). O EPR
apresenta, ainda, funcdes como adesdo da camada neurossensorial, fagocitose de
cones e bastonetes, absorcao da luz e reducdo da refracdo da luz dentro do olho,
aumentando a resolugcédo das imagens formadas, e transporte e armazenamento de

metabolitos e vitaminas, em especial a vitamina A (FORRESTER et al., 2016).

A circulagdo sistémica é filtrada pelas barreiras hemato-retinianas interna e externa
antes de alcancar a retina neurossensorial. Trata-se de um tecido estratificado,
composto por seis tipos de células neurais: cones e bastonetes, que sao
fotorreceptores, células horizontais e amacrinas, que sao neurdnios de associacao,
células bipolares e ganglionares, que sdo neurdnios de conducéo; e por trés tipos de
células da glia: as células de Mdller, que sdo células de sustentacdo, os astrocitos e
as microglias, que sdo células de protecdo. Essa por¢cdo neurossensorial da retina
pode ser dividida nas seguintes camadas, comecando pela mais interna e seguindo

para a mais externa:

¢ membrana limitante externa, uma expansdo membranosa que separa a retina
do corpo vitreo;

e fibras nervosas, que constituem os ax6nios das células ganglionares, cercados
por extensdes gliais que formam o nervo Optico, conectado ao cérebro;

e células ganglionares, cujos axénios formam o nervo optico;

e plexiforme interna, constituida pelos dendritos das células ganglionares e os
axbnios das células bipolares;

e plexiforme externa, formada pelas sinapses entre as células bipolares e os

fotorreceptores e entre as células horizontais;
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e nuclear externa;

o fotorreceptores (cones e bastonentes): os bastonetes detectam contraste,
brilho e movimento e sdo responsaveis pela visdo em preto-e-branco de baixa
luminosidade, denominada condigdo escotOpica, enquanto 0s cones Sao
responsaveis por uma resolucdo mais fina e espacial e pela visdo colorida,
denominada condigéo fotopica,

e EPR (BEHAR-COHEN et al., 2020).

A organizagdo em camadas da retina, desde a mais interna até a mais externa, esta

demonstrada na Figura 2.

Figura 2 - Camadas e estrututuras celulares que compdem a retina.
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Camada de células ganglionares .[ Células ganglionares
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Células bipolares
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Camada nuclear externa -[
Membrana limitante externa —— Bastonetes

Cones
Camada de fotorreceptores -

Epitélio pigmentar da retina - Células pigmentadas

Fonte: desenvolvido com BioRender.com.

Em sintese, os raios luminosos incidem pela cérnea e a pupila do olho e chegam na
camara anterior, que € preenchida pelo humor aguoso. Esses raios passam, entao,
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pelo cristalino, ou lente, que constitui a principal estrutura refrativa do olho, e séo
focalizados em direcéo a retina. E devido a lente que as imagens sdo formadas de
forma invertida na retina, cabendo ao cérebro reverté-las porteriormente. Em seguida,
0s raios passam pela cavidade vitrea translicida e atingem, finalmente, a retina
neurossensorial. Uma vez na retina, 0s raios luminosos sdo absorvidos pelos
fotorreceptores hiperpolarizados, sendo decompostos por duas substancias quimicas
presentes nos cones e bastonetes: opsina, presente no primeiro, e rodopsina,
presente no segundo. Esse processo, chamado de fototransducgéo, é responsavel pela
chegada do impulso elétrico no nervo optico e pela consequente formacao da imagem
no nosso cérebro (KAPLAN, 2007; TSAI et al., 2018b).

N&o é dificil concluir que a sofisticacdo da estrutura e dos processos fisiolégicos que
se passam nos olhos esta relacionada com o alto grau de complexidade da formacéao
da visdo e com a necessidade de mecanismos eficientes de protecdo do 6rgao. Assim,
muitas barreiras anatbmicas e fisiolégicas sdo destinadas a manter a circulacédo
sistémica separada dos tecidos oculares, como a cornea e as barreiras do segmento
anterior, mecanismos de depuracao plasmatica conjuntival, drenagem nasolacrimal, o
complexo coroide-membrana de Bruch e a barreira hemato-retiniana. Dessa forma, a
entrega de farmacos a alvos intraoculares especificos em concentracfes terapéuticas
é limitada, principalmente no que diz respeito aos tecidos do segmento posterior do
olho, como € o caso da retina, de tal maneira que o tratamento de doencas que
acometem essa regido se torna um desafio (HUANG; CHEN; RUPENTHAL, 2017,
LALU et al., 2017; TSAI et al., 2018a). Logo, a injecdo de farmacos diretamente na
cavidade vitrea apresenta-se como uma alternativa para atingir a concentracao
necessaria no tecido retiniano (OGURA, 2001; PENHA et al., 2010; TSAI et al.,
2018a).
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2.2 Vias oftdlmicas de administracdo de farmacos

Os sistemas convencionais de administracdo de farmacos para o tratamento das
doencas oculares incluem vias nao invasivas, como a topica (colirios e pomadas) e
oral (sistémica), e vias invasivas, como as injecdes intravitreas e perioculares (KIM;
WOQO, 2021), como ilustrado na Figura 3.

Figura 3 — Principais vias de administracdo oculares.
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Via subretinal
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Fonte: adaptado de KIM; WOO, 2021.

A via topica costuma ser a via de escolha, principalmente para o tratamento das
doencas que acometem a camara anterior, como a sindrome do olho seco, a catarata
e as infeccdes na cornea (GOTE et al., 2019). Contudo, ainda que a administracao
topica seja de facil acesso, simples e segura, muitas vezes ha uma baixa adesao dos
pacientes ao tratamento, por serem necessarias instilacdes frequentes do colirio ou
da pomada ao longo do dia. Além disso, algumas condi¢cdes farmacocinéticas sao
desfavoraveis para um tratamento eficaz, uma vez que o proprio mecanismo de
drenagem lacrimal pode reduzir substancialmente a concentragdo necessaria do

farmaco para o tratamento (QAMAR et al., 2019).
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A via oral ou sistémica, por outro lado, oferece maior conforto ao paciente por requerer
um menor numero de administracdes, em comparacao a via topica, e por ja ser uma
via bastante comum para tratamentos de uma forma geral (KAUR; KAKKAR, 2014).
Durante muito tempo essa foi a via de escolha para o tratamento das doencas que
acometem o segmento posterior do olho, como glaucoma, degeneracdo macular
relacionada a idade, retinite causada por citomegalovirus, uveite posterior, retinopatia

diabética, retinite pigmentosa e as oclusfes de veia da retina (AWWAD et al., 2017a).

No entanto, além das barreiras anatdémicas e fisioldgicas do olho ja mencionadas,
farmacos que sdo administrados por via oral sofrem metabolismo de primeira
passagem no figado, fazendo com que apenas 1 a 2 % da dose do farmaco alcance
o0 segmento posterior do olho (KAUR; KAKKAR, 2014). Esses dois fatores resultam
em uma baixa biodisponibilidade do farmaco, o que leva a necessidade da
administracao de doses elevadas, com consequente toxicidade e efeitos adversos ao
paciente, tornando essa via ineficaz para o tratamento de tais doengas (ARRIBADA et
al., 2022; FIALHO; CUNHA, 2007).

Com o intuito de superar essas questbes e aumentar a biodisponibilidade dos
farmacos nos sitios-alvo, diferentes estratégias, como as inje¢des intravitreas,
injecdes perioculares e aplicacdo de implantes intraoculares, tém sido empregadas
para o tratamento das doencas do segmento posterior do olho. Essas estratégias
promovem uma liberagéo sustentada do farmaco, o que prolonga a duracao da terapia
e, como consequéncia, reduz o numero de intervencdes no paciente (GABALLA et al.,
2021).

As injecBes perioculares referem-se aquelas realizadas nas areas que circundam o
globo ocular, promovendo a liberacdo local do farmaco em regibes adjacentes a
esclera (GABALLA et al., 2021), referindo-se as vias subconjuntival, peribulbar,
retrobulbar, subtenoniana e intracameral (AGRAHARI et al., 2016). Comparadas a
injecdo intravitrea, as injecdes perioculares ndo oferecem uma disponibilidade tdo alta
do farmaco, embora sejam menos invasivas e possibilitem a chegada do farmaco no
tecido-alvo por trés vias: transescleral, circulagdo sistémica pela coroide, e na camada
anterior pelo filme lacrimal, cérnea, humor aquoso e humor vitreo (GAUDANA et al.,
2010Db).
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Embora as diferentes administracdes perioculares sejam, de fato, menos invasivas,
as injecdes intravitreas continuam sendo bastante utilizadas para o tratamento das
doencas vitreo-retinianas e da coroide por serem mais alvo-especificas (GAUDANA
et al., 2010a; KOMPELLA et al., 2013). Tais inje¢bes envolvem a administragéo direta
do medicamento sob a forma de solucédo, suspensdo ou até mesmo implantes
(FIALHO et al., 2003), com o uso de uma agulha de até 30 gauge e aplicando,
usualmente, um volume de 150 a 200 pL no olho humano.

Apos a injecao, o farmaco se distribui pela cavidade vitrea e penetra nos alvos
extracelulares e intracelulares dos tecidos do segmento posterior do olho (DEL AMO
et al., 2017). Apesar disso, a distribuicdo do farmaco no vitreo ndo é uniforme, de
modo que moléculas menores tendem a se distribuir rapidamente, enquanto
moléculas maiores levam mais tempo. O processo de distribuicdo do farmaco também
depende das condi¢Bes fisiopatolégicas do olho e do peso molecular do farmaco
injetado (GAUDANA et al., 2010a). Segundo Jagger e colaboradores (2004), as
propriedades farmacocinéticas dos compostos no vitreo tendem a se alterarem em

um cenario de inflamacé&o ou infeccdo (JAGER et al., 2004).

A injecdo intravitrea apresenta alguns riscos inerentes ao proprio procedimento,

independente da substancia que esta sendo administrada, como:

e ansiedade pré-injecao;

¢ hemorragia subconjuntival e outras complicac6es hemorragicas;
e aumento da pressao intraocular;

e percepcdes visuais, como particulas em orbita;

e dor durante e apés o procedimento;

¢ refluxo logo apds a injecéo;

¢ endoftalmite (GUPTA; SUN; SILVA, 2018).

Ainda, existem outros efeitos adversos mais graves que estdo associados a uma
maior frequéncia de administracdes intravitreas, como catarata, hemorragia e
descolamento da retina (KOMPELLA et al., 2013).

E importante pontuar que antes de um composto ser devidamente aprovado para ser

administrado por injecdo intravitrea, € possivel que ele possa apresentar



34

caracteristicas prejudiciais ao ambiente natural do olho, como pH inadequado,

excipientes improprios ou, ainda, algum tipo de contaminacéo (JAGER et al., 2004).

2.3 Oclusoes de veia daretina

As doencas degenerativas da retina sdo a maior causa de cegueira no mundo e, para
as quais, atualmente ndao ha cura (PETIT; PUNZO, 2016). Associadas as doencas
degenerativas estdo, ainda, outras desordens retinianas que sao igualmente
prejudiciais a visdo e constituem importante aspecto de saude publica, como as

obstrucdes vasculares da retina.

As oclusdes de veias da retina (OVR) sdo um grupo heterogéneo de desordens
cronicas que apresentam retorno venoso comprometido da circulacao retiniana (IP;
HENDRICK, 2018a). Esses disturbios vasculares constituem uma importante causa
de deficiéncia visual na populacdo de meia idade e idosa e de cegueira definitiva,
apesar de nenhuma faixa etaria estar imune (AWWAD et al., 2017b; HAYREH, 2014).

O paciente acometido por uma OVR apresenta reducédo indolor e unilateral da viséo
central e do campo visual de gravidade variavel. Inicialmente, os sintomas dependem,
principalmente, da gravidade da lesdo macular e da hemorragia retiniana e, mais
tarde, das complicacbes do edema retiniano prolongado e isquemia, incluindo as
neovascularizagdes secundarias (MACDONALD, 2014a).

A vascularizacao da retina é suprida pela artéia oftdlmica, que é um ramo da artéria
cardtida interna. A artéria oftalmica passa ao longo do nervo éptico, sendo 0s seus
ramos principais a artéria central da retina, que irriga a sua camada interna, e as
artérias ciliares posteriores, que irrigam a coroide e a retina externa. Geralmente os
pontos de oclusdo correspondem a areas onde a artéria e a veia compartilham uma
bainha adventicia comum, isto €, na area da lamina cribrosa ou nas areas de
cruzamento artéria-veia (CASTILLA-GUERRA; GOMEZ ESCOBAR; GOMEZ
CEREZO, 2021). A vascularizacao da retina pode ser observada na Figura 4.
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Figura 4 — Principais componentes envolvidos na vascularizacdo da retina.
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Fonte: adaptado de Servier Medical Art (Creative Commons Attribution 3.0 Unported License).

Classicamente, as OVRs podem ser subdivididas em oclusdo de veia retiniana
ramificada (OVRR), que ocorre quando um ramo da veia central é obstruido, e em
oclusao de veia retiniana central (OVRC), quando o fluxo de saida da veia central esta
prejudicado, sendo este 0 caso mais grave, uma vez que toda a retina é afetada
(Figura 5) (CEHOFSKI; HONOR; VORUM, 2017).
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Figura 5 — Fundoscopias de (A) ocluséo de veia retiniana central e (B) oclusao de veia retiniana

ramificada.

Fonte: adaptado de (MACDONALD, 2014b).

No entanto, hoje a classificacdo € um pouco mais especifica, como exposto por
Hayreh et al., 2021:

e OVRC, podendo ser ndo isquémica ou isquémica;
e oclusdo de veia retiniana hemi-central (OVRHC), podendo também ser nao
isquémcia ou isquémica;

e e OVRR, sendo classificada como principal ou macular (HAYREH, 2021).

Cada um dos tipos de OVR estad associado a um (ou varios) fator de risco, por
exemplo, hipermetropia, aterosclerose e pressao sanguinea elevada sdo mais
comuns na OVRR, enquanto o aumento da pressédo intraocular é mais comum na
OVRC. Essas particularidades demonstram que, apesar de virem de um grande grupo
de doencas vasculares, os diferentes tipos de OVR apresentam diferentes
prognosticos e tratamentos (REHAK; WIEDEMANN, 2010).

Embora a patogénese exata das OVR permaneca incerta, sabe-se que ela esta
relacionada a combinacao de trés alteracdes sistémicas, conhecidas como a triade de
Virchow: alteragbes hemodindmicas (estase venosa), alteracdes degenerativas da
parede vascular e hipercoagulabilidade sanguinea (REHAK; WIEDEMANN, 2010).
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A OVRC exacerba a estase venosa, aumenta a pressao intraluminal em até 24 vezes,
estimula a liberacdo de mediadores inflamatdérios, incluindo o fator de crescimento
endotelial vascular e compromete a barreira hemato-retiniana interna. Isso leva a
transudacdo de sangue e plasma das veias retinianas dilatadas e tortuosas,
produzindo edema na cabeca do nervo 6ptico, hemorragia intrarretiniana e edema nos
quatro quadrantes da retina, incluindo a macula. O edema macular crénico, resultante
das OVR provoca danos nas células da glia e do EPR, com consequente reducéo da
drenagem do fluido retiniano. A isquemia costuma ser resultado tanto da inflamacgéao
gquanto do aumento na pressao intersticial mediado pelo edema, que comprime
fisicamente os capilares e compromete a perfusdo. Tanto a HOVR quanto a OVRR
produzem efeitos similares, mas, enquanto a HOVR acomete apenas um hemisfério
do tecido, o aspecto retiniano da OVRR fica restrito ao setor drenado pelo vaso

afetado, além de ndo provocar edema no nervo 6ptico (MACDONALD, 2014a).

O diagnostico, assim como a diferenciacao entre os tipos de OVR, conta com 0 uso
de diferentes testes clinicos que, combinados, apresentam grande confiabilidade e
seguranca, sendo eles acuidade visual, campos visuais plotados com um perimetro
de Goldmann, defeito pupilar aferente relativo, eletrorretinografia, oftalmoscopia e,
principalmente, a angiografia de fundo de olho com fluoresceina (HAYREH, 2005).

Exames de rotina incluem a avaliacdo da presséo intraocular, exame com lampada de
fenda e fundoscopia dilatada para deteccdo de glaucoma, neovascularizacdo e/ou
edema macular. A tomografia de coeréncia Optica (do inglés Optical Coherence
Tomography - OCT) também é um exame bastante utilizado para confirmar a presenca
de edema macular e possibilita a avaliacdo quantitativa da espessura das camadas
retinianas. Além disso, as imagens obtidas pela OCT fornecem informacéao adicional,
como a presenca de anormalidades na interface vitreo-retiniana, descolametos

neurossensoriais e/ou perda da integridade da retina exterior (IP; HENDRICK, 2018b).

Diferentes tratamentos das OVR foram realizados com o intuito de reestabelecer a
circulacado venosa normal, como, por exemplo, tentativas em realizar anastomoses
(ligacéo entre veias) por meio de cirurgias e laser, aliviar a ocluséo pela administragéo
farmacolégica de agentes tromboliticos e contornar o ponto de oclusdo por
seathotomy do nervo optico. Contudo, a maior parte das limitagdes dessas estratégias

resulta de complicacdes inerentes das proprias intervencdes, levando a um cenario
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atual em que a grande maioria dos tratamentos empregados é destinada as
complicacBes decorrentes da OVR (IP; HENDRICK, 2018b), sendo os mais utilizados
a fotocoagulacao por laser, terapia anti-VEGF (do inglés Vascular Endothelial Growth
Factor), implantes de esteroides e vitrectomia (JONAS; GLACET-BERNARD;
COSCAS, 2017; KIDA, 2017; PIERRU et al., 2017).

A melhor intervencao, idealmente, seria a dissolucéo do trombo responséavel pela OVR
em um intervalo de tempo suficiente para minimizar as complicacdes posteriores. A
dissolucdo de um trombo esta diretamente relacionada ao processo bioquimico de
degradacdo das redes de fibrina, chamado de fibrindlise (THELWELL, 2014). Nesse
processo, o plasminogénio é convertido na sua forma ativa, a enzima plasmina, que,
por sua vez, degrada a rede de fibrina presente no interior do trombo (HERMOGENES
et al., 2006).

Os agentes farmacolégicos que atuam nesse sistema e que séo utilizados na clinica
médica sdo derivados dos ativadores de plasminogénio tecidual (AP-t), de modo que
a infusdo intravenosa desses agentes é eficaz na restauracéo do fluxo sanguineo em
veias e artérias oclusas. No entanto, essa abordagem farmacologica apresenta baixa
seguranca para o paciente devido a uma janela terapéutica muito estreita, capaz de

desencadear eventos hemorragicos (THELWELL, 2014).

Diante do exposto, faz-se necessaria a busca por alternativas igualmente eficazes na
dissolucéo do trombo e restauracao do fluxo sanguineo nas veias retinianas, mas que
apresentem maior seguranca vascular. Uma estratégia bastante utilizada nesses
casos é a procura por compostos que possuam propriedades e mecanismos de acao
semelhantes, mas que até entdo ndo haviam sido testados para esse fim. Nao
raramente, esses compostos podem ser encontrados na natureza, sendo de origem
vegetal ou animal, fruto da imensa biodiversidade que encontramos, principalmente,
no nosso pais. Nao é recente, por exemplo, a descoberta de proteinas presentes no
veneno de alguns animais pegonhentos (isto é, que apresentam aparelho inoculador
do veneno), com propriedades terapéuticas, sendo potenciais tratamentos para
diversas doencas. Nesse contexto, muitos pesquisadores vém dedicando seu tempo

no estudo de proteinas purificadas de venenos de serpentes com esse objetivo.
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2.4 Metaloproteinases de venenos de serpentes

Mais de 220.000 espécies, aproximadamente 15 % de toda a diversidade animal no
mundo, s&do venenosas, de modo que o0s venenos melhor caracterizados
correspondem aqueles oriundos de caramujos cbnicos, aranhas, escorpides e
serpentes (OLIVEIRA et al., 2022).

O género Bothrops é constituido de diversas espécies de serpentes distribuidas pelas
Ameéricas do Sul e Central, sendo todas elas peconhentas. No Brasil, a espécie
Bothrops leucurus (jararaca de cauda branca), responsavel pelos maiores indices de
envenenamento por picada de serpente, é encontrada nas regiées nordeste e
sudeste, principalmente nos estados da Bahia e do Espirito Santo (DE MORAIS et al.,

2013; GREMSKI et al., 2007).

Os venenos de serpentes sdo uma fonte rica de moléculas bioquimicamente ativas,
cujas propriedades despertaram a curiosidade de pesquisadores, que buscaram
entender a acdo sistémica desses compostos a fim de chegar a uma possivel
aplicacao farmacéutica (GOMES et al., 2011; KOHLHOFF et al., 2012).

Em meados dos anos 1800, pesquisadores apontaram os primeiros indicios da
atividade proteolitica dos venenos de serpentes ao verificarem que o fibrinogénio
presente no sangue animal perdia a sua capacidade de induzir a coagulacdo apo6s
exposicdo ao veneno da serpente cascavel. Anos mais tarde, em 1960, houve
provavelmente o primeiro relato do isolamento de proteinases que foram inativadas
por EDTA e que foram posteriormente reconhecidas como metaloproteinases de
venenos de serpentes (MPVSs) (MARKLAND; SWENSON, 2013).

Uma grande quantidade de proteinas e peptideos biologicamente ativos fazem parte
da composicdo dos venenos ofidicos, sendo que eles perturbam processos
fisioldgicos e bioquimicos normais e causam lesdes locais e sistémicas como dor,
edema, hemorragia, necrose tecidual e desordens na coagulacdo sanguinea. As
principais proteinas com atividade enzimatica encontradas nos venenos S&80 as
fosfolipases A2, as proteases de serina, os peptideos de trés dedos e as
metaloproteinases (SOFYANTORO et al.,, 2022). Dentre esses compostos, as

metaloproteinases representam a classe principal de toxinas como alvo de
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desenvolvimento terapéutico. A purificacdo e caracterizacdo dessas substancias
demonstraram um papel importante associado ao sistema vascular, especialmente
aos mecanismos que coordenam a cascata de coagulagéo e as funcdes plaquetérias
(DE SOUZA et al., 2016; GOMES et al., 2011; HIGUCHI et al., 2011).

De maneira geral, as metaloproteinases sdo metaloproteinas de matriz, ou
endopeptidases, que contém ions célcio na sua composicédo e sao dependentes de
zinco para serem fisiologicamente ativas (KANDHWAL et al., 2022; MARKLAND;
SWENSON, 2013). Tanto as MPVSs quanto as metaloproteinases endodgenas estao
envolvidas na degradagdo dos constituintes proteicos da matriz extracelular
(FISCHER; RIEDL, 2021; LI et al., 2022).

As MPVSs constituem, aproximadamente, de 11 a 65 % do total de proteinas com
atividade enzimatica presentes nos venenos da familia Viperidae (viboras)
(CALVETE; JUAREZ; SANZ, 2007). Essas proteinas sio resultado de mecanismos
evolucionarios desenvolvidos para a adaptacdo das serpentes a diferentes ambientes,
sendo substancias capazes de agir em funcdes fisiol6gicas vitais em presas e
predadores, por meio da interacdo com diferentes alvos relacionados a homeostase
(MOURA-DA-SILVA et al., 2016).

As MPVSs séo proteases zinco-dependentes, divididas em classes de acordo com a
composicdo do seu dominio na forma madura da proteina. As MPVSs da classe P-I
apresentam apenas um dominio catalitico, enquanto aquelas da classe P-II
apresentam, além do dominio catalitico, um segundo dominio que pode gerar
desintegrinas ao ser clivado; as MPVSs da classe P-lll apresentam nao sé os dois
dominios ja citados, como também um outro dominio rico em cisteina (ESCALANTE
et al., 2011); ja as MPVSs da classe P-IV diferem das P-IIl por possuirem um dominio
do tipo lecitina (FERREIRA et al., 2009).

A partir dessa classificacdo das MPVSs, tornou-se possivel predizer o potencial
hemorragico dessas proteinas, uma vez que se observou que a capacidade de induzir
hemorragia esta diretamente ligada a presenca de dominios extras; isso significa,
portanto, que as MPVSs das classes P-Il, P-lll e P-IV sdo potencialmente mais
hemorragicas que aquelas da classe P-1 (ESCALANTE et al., 2011). Os dominios das

MPVSs e suas principais caracteristicas estdo apresentados na Figura 6.
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Figura 6 — Esquema representativo dos dominios das MPVSs e suas principais caracteristicas.
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Os efeitos locais e sistémicos que se sucedem a inoculagdo do veneno sé&o
consequéncia da acéao sinérgica das metaloproteinases sobre diferentes segmentos
da coagulacdo sanguinea, de modo que esses componentes podem atuar, por
exemplo, como agentes fibrinoliticos, ativadores de protrombina (MARKLAND;
SWENSON, 2013), ou ativadores dos fatores de coagulacdo X e Il (MOURA-DA-
SILVA et al., 2016). Como consequéncia, a atividade dessas substancias em
proteinas plasméticas, tecidos conectivos, plaquetas e vasos sanguineos
(BERTHOLIM et al., 2021) produz danos que incluem necrose celular, hemolise,
edema, inflamacdo, coagulopatia e hemorragia, que, se ndo forem rapidamente
controlados, podem levar a ébito (WILLARD et al., 2021).

O processo hemorragico ocorre quando a MPVS hidrolisa as proteinas da membrana
basal, como a laminina, o colageno IV e o nidogénio (PAES LEME et al., 2011), o que
reduz a sua estabilidade mecanica e leva a sua ruptura (DE SOUZA et al., 2016). De
modo geral, trés fatores sdo importantes para esse processo: a ligacdo da proteina
aos componentes da membrana basal dos capilares; o local em que ocorre essa

ligacdo na membrana basal, que pode potencializar a hidrélise da propria membrana
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e das proteinas celulares de sustentacao; e, por fim, as forcas hemodinamicas da
microcirculacdo que contribuem para a distenséo e ruptura da parede capilar, com
consequente hemorragia (FREITAS-DE-SOUSA et al., 2017). Assim, 0 mecanismo
hemorragico induzido pelas MPVSs pode ndo depender da degradacao generalizada
da matriz extracelular, mas sim da hidrdlise de locais altamente especificos e pouco
caracterizados da membrana basal responsaveis pela integridade vascular
(GREMSKI et al., 2007).

Diversos estudos tentaram determinar as diferencas estruturais e sequenciais entre
as MPVSs que justificassem as diferentes capacidades hemorragicas entre elas.
Modelos de homologia molecular sugerem que a diferenca eletrostatica do ambiente
ao redor do sitio ativo das MPVSs estaria envolvida nesse processo. Ja as simulacdes
de dindmica molecular indicam que esse fendmeno pode ter relacdo com as
diferengas de flexibilidade e rigidez em duas regides da alga Q, situadas préximo ao
dominio catalitico das MPVSs. Essa regido proxima ao dominio catalitico, entre os
residuos 153 e 176 parece ser uma interface proteina-proteina critica, capaz de
influenciar a interacdo das MPVSs com as proteinas da matriz extracelular
encontradas na membrana basal (DE SOUZA et al., 2016). Outros autores relatam,
ainda, que as MPVSs P-Il e P-lll apresentam a mesma localizagdo nos capilares e
nas arteriolas que o colageno tipo 1V, enquanto as P-l estdo mais espalhadas pelo
tecido, de tal forma que essa diferenca de localizacdo também pode contribuir para a
elevada atividade hemorragica das P-Il e P-lll em comparacéo as P-1 (OLAOBA et al.,
2020). Entretanto, apesar de todos os indicios apontados por esses estudos, ainda

nao ha uma explicacdo definitiva sobre esse assunto.

Dentro da classe P-l, as MPVSs apresentam massa molecular entre 20 e 30 kDa e
muita similaridade estrutural, mas com diferencas marcantes quanto a capacidade de
induzir hemorragia. Segundo Freitas-de-Sousa e colaboradores (2017), a capacidade
de uma MPVS em degradar componentes da membrana basal in vitro ndo implica que
essa mesma atividade ocorra in vivo; contudo, muitos mecanismos envolvidos nesse
processo ainda ndo foram completamente elucidados (FREITAS-DE-SOUSA et al.,
2017).
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2.5 Leucurolisina-a

Dentre as metaloproteinases ndo hemorragicas purificadas do veneno de B. leucurus
encontra-se a leucurolisina-a (leuc-a), uma a-fibrinogenase de 23 kDa da classe P-I
das MPVSs, composta por 202 residuos de aminoacidos, em uma Unica cadeia
polipeptidica (Figura 7) (FERREIRA et al., 2009; GREMSKI et al., 2007).

Figura 7 — Estrutura 3D da leuc-a.

Fonte: protein data bank (www.wwpdb.org -acesso em 18/09/2022).

A leuc-a purificada atua diretamente sobre as cadeias alfa de fibrinogénio, fibrina e
fibronectina plasmatica, de maneira dose-dependente in vitro, o que resulta na sua
capacidade de degradar coagulos de fibrina (BELLO et al., 2006; FERREIRA et al.,
2009a; GREMSKI et al., 2007b). Esses componentes, dentre outros, como nidogénio,
colageno e laminina, sdo componentes da matriz extracelular e da membrana basal,
sendo que a hidrélise desses componentes pelas metaloproteinases pode
desencadear processos que perturbam a hemostasia (KARAMANOS et al., 2021,
SOANS; NORDEN, 2021).


http://www.wwpdb.org/
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Os estudos com a leuc-a sugerem uma similaridade elevada de sequenciamento e
conformacao a uma outra MPVS ndo hemorragica, também do tipo P-I, a mutalisina-
Il. Essa proteina, assim como a leuc-a, € uma a-fibrinogenase cujas propriedades e
atividades ja sdo melhor elucidadas. Foi verificado, por exemplo, que a mutalisina-I|
induziu a recanalizacdo de microvasos ap0s um evento trombolitico nas orelhas de
camundongos, de forma eficaz e segura, sem provocar sangramento (AGERO et al.,
2007). Esse resultado, somado as similaridades sequencial e estrutural entre as duas
proteinas, serviu como base para os estudos que se seguiram para avaliacdo das

atividades fibrinolitica e trombolitica da leuc-a.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar parametros de toxicidade e seguranca in vitro e in vivo da leuc-a, administrada
por via intravitrea em olhos de ratos saudaveis, como uma alternativa potencial para

o tratamento das oclusdes de veia da retina.

3.2 Objetivos Especificos

e Estudar a viabilidade celular de células do EPR (ARPE-19) expostas a leuc-a.
¢ Realizar a administracao intravitrea da leuc-a em diferentes concentracées em
olhos de ratos saudaveis e avaliar:

o o0 estado clinico dos olhos, por meio de avaliac6es da pressao intraocular
e fotografias do fundo do olho;

o a atividade funcional da retina pelo exame de eletrorretinograma;

o 0 aspecto dos tecidos e dos vasos sanguineos da retina e da coroide, a
integridade da anatomia da retina pelo OCT e a integridade vascular pela
angiografia;

o aspectos teciduais dos olhos por analises histopatologicas e imuno-
histoquimicas.

e Realizar a radiomarcacédo da leuc-a com o is6topo tecnécio-99m e determinar:

o a pureza radioquimica como controle de qualidade;

o a estabilidade de marcacédo do complexo *°*"Tc-leuc-a;

o adepuracdo qualitativa do complexo **"Tc-leuc-a da cavidade vitrea de
ratos saudaveis por meio de imagens cintilogréficas.

¢ Investigar a degradacdo dos componentes da Matrigel pela leuc-a por meio de

analise eletroforética e de western blotting.



4 ETAPA EXPERIMENTAL 1: AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR IN
VITRO DE CELULAS DO EPITELIO PIGMENTADO DA RETINA (ARPE-19)
EXPOSTAS A LEUC-A
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A citotoxicidade da Leuc-a foi determinada por viabilidade celular pelo ensaio

colorimétrico da sulfarrodamina B (SRB), descrito por Skehan (1990).

4.1 Materiais

- Leuc-a, produto natural purificado do veneno da serpente Bothrops leucurus,
cedido pela Fundacéo Ezequiel Dias (FUNED).

- Linhagem de células do epitélio pigmentado da retina (ARPE-19) (BCRJ, Brasil).
- Meio de cultura DMEM-F12 (Dulbecco's Modified Eagle's Medium: Nutrient Mixture
F-12, Gibco®, EUA).

- Agua ultrapura (Mili Q® plus, Merck Millipore, EUA).

- Soro fetal bovino (SFB) (Gibco®, EUA).

- Tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich, EUA).

- PSA 100 x (penicilina - estreptomicina -anfotericina B) (Gibco®, EUA).

- Sulforrodamina B (SRB) (Sigma-Aldrich, EUA).

- Tris base (Sigma-Aldrich, EUA).

- Acido Tricloroacético (TCA) (Sigma-Aldrich, EUA).

- Acido Acético (Synth, Brasil).

- Leitor de Elisa (Benchmark Plus, Bio-Rad, EUA).

- Microscopio Optico Axio Imager M2 (Zeiss, Alemanha).

4.2 Preparo das solugdes de trabalho da leuc-a

A leuc-a foi extraida, purificada e liofilizada a partir de uma aliquota da peconha da
serpente Bothrops leucurus. O produto liofilizado foi entdo ressuspenso em agua
destilada para uma concentracéo de 1,0 mg/mL. A partir dessa solucdo estoque foram
preparadas as concentracdes de trabalho (12,5, 25,0, 50,0, 100,0, 200,0 e 500,0
pg/mL) pela diluicdo com tampéao fosfato-salino (PBS). A solucao estoque foi mantida

em congelamento ao longo do estudo.
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4.3 Avaliacao in vitro da leuc-a em células ARPE-19 pelo método da
sulfarrodamina B

As células ARPE-19 foram cultivadas em garrafas de cultura celular em meio DMEM-
F12 suplementado com SFB (soro fetal bovino) 10% e PSA 1%, sob atmosfera umida
a 37°C e 5% de COg, até o dia do ensaio. Utilizou-se placas de 96 poc¢os, nos quais
foram adicionados 100 pL/pogo da suspensdo celular (10° células/mL). As placas
foram incubadas a 37°C e 5% de CO:2 por 24 h, sendo que apOs esse periodo
adicionou-se os tratamentos preparados a partir de uma solugéo estoque de Leuc-a,
conforme apresentado no Quadro 1, em triplicata, e incubou-se a placa por mais 48
h. O esquema da placa utilizada nesse estudo esta representado na Figura 8. As
células foram, entdo, fixadas com 100 pL de uma solucdo de TCA (&cido
tricloroacético) a 10% (v/v) e incubadas por 1 h a 4 °C. Apés esse periodo, as placas
foram lavadas com agua destilada e mantidas a temperatura ambiente até secagem
completa. As células foram coradas com a adicdo de 100 pL da solucdo de SRB a
0,057% (p/v), por 30 min. Em seguida, as cavidades foram lavadas com solugéo de
acido acético 1% (v/v) para a remocéao do corante ndo ligado as proteinas. Novamente
as placas foram mantidas a temperatura ambiente para secagem. Uma vez
completamente secas, as placas foram fotografadas por camera acoplada ao
microscopio 6ptico. Na sequéncia foram adicionados 100 pL da solucao de tris base
10 mM (pH 10,5) em cada cavidade para solubilizar o corante ligado as proteinas
celulares.

Os valores de absorbancia foram medidos em espectrofotémetro de placas, modelo
Spectra Max Plux 384 — Molecular Devices®, utilizando o software Softmax Pro 6.51®,
a 540 nm. Foram realizados trés experimentos diferentes, em passagens celulares

diferentes.
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Quadro 1 - Relacao dos grupos de estudo para a avaliacdo da viabilidade celular da leuc-a.

Solucao estoque Grupos de tratamento Concentracao final
Leuc-a (n=3 pogos) (ng/mL)
1 12,5
2 25,0
1,0 mg/mL 3 50,0
4 100,0
5 200,0
6 500,0

Figura 8 — Esquema de placa utilizada no estudo de viabilidade celular da leuc-a.

12 O Branco (Tris base)
Controle de células (ARPE)
Células + leuc-a 12,5 pg/mL
Células + leuc-a 25 pg/mL
Células + leuc-a 50 pg/mL
@ células + leuc-a 100 pg/mL

| - | ‘ Células + leuc-a 200 pg/mL
- ‘ Células + leuc-a 500 pg/mL

A porcentagem de viabilidade celular foi determinada segundo a Equacdo 1. Os

resultados foram expressos como a média da porcentagem de viabilidade celular +

desvio padréao. Os dados foram avaliados por meio da analise de variancia - ANOVA

de uma via com pos-teste de Tukey, adotando-se um nivel de significancia de a<0,05.

Além disso, determinou-se a concentracao inibitoria de 50% (ICso), por meio da curva

dose-resposta, calculada pelo programa GraphPad Prism®5.
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Absorbancia por pogo—Média da absorbancia de tris base ( )

Viabilidade celular = 100x

Média da absorbancia do controle—Média da absorbancia da tris base

4.4 Resultados e discussao

4.4.1 Avaliacdo in vitro da leuc-a em células ARPE-19 pelo método da sulfarrodamina
B

O método da SRB avalia a ligacdo do corante (sulforrodamina B) aos aminoacidos
basicos presentes nas proteinas das células viaveis fixadas pelo TCA. Assim, a
citotoxicidade de um composto pode ser inferida pela intensidade da coloragéo das
células, uma vez que quanto mais citotoxico for um composto, menor o nimero de
células viaveis e, portanto, menor a concentracdo do substrato que ira se ligar ao
corante. A Figura 9 apresenta a curva de viabilidade celular para o log das

concentracdes testadas de Leuc-a apés 48 h.

Figura 9 — Curva da viabilidade celular em linhagem ARPE-19 ap6s tratamento com leuc-a por

48 h.
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De acordo com a analise estatistica realizada, houve diferenca significativa de todos
0s grupos de tratamento entre si e comparado ao controle. Pelo grafico apresentado
na Figura 9 é possivel observar que nenhuma das seis concentragbes de leuc-a
testadas apresentou viabilidade celular igual ou superior a 80 %, o0 que € um indicativo,
a principio, da citotoxicidade desse composto frente a linhagem celular avaliada. A
partir da curva dose-resposta foi calculada, ainda, a ICso da leuc-a, obtendo-se um

valor de 26,64 pg/mL apos 48 h de tratamento.

Além da analise quantitativa, as células foram avaliadas qualitativamente quanto a
populacdo celular e a aspectos morfolégicos por meio de fotografias obtidas por
camera acoplada ao microscépio Optico. As imagens mostradas na Figura 10
acompanham o padrédo dose-resposta obtido pela curva da viablidade celular, ainda
que, visualmente, a concentracdo de 12,5 pg/mL ndo tenha se mostrado muito

diferente do grupo controle.

Figura 10 — Células da linhagem ARPE-19 coradas com SRB e fotografadas em aumento de 5 x,
sendo (A) Controle —tratamento com meio de cultura; (B), (C), (D), (E), (F) e (G) e tratamentos

por 48 h com leuc-a 12,5, 25, 50, 100, 200 e 500 pg/mL, respectivamente.

+'25 uglmL

» . ” .

=N qoopgml 200 pg/mL 500 pg/mL
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Gremski e colaboradores (2007) avaliaram a citotoxicidade tanto da leuc-a pura
quanto do veneno bruto de B. leucurus, nas concentracfes de 10, 50 e 100 pg/mL,
em células endoteliais de aorta de coelho. Nesse estudo, a viabilidade celular so foi
reduzida com a concentracdo de 100 pg/mL de Leuc-a, enquanto 0 veneno mostrou-
se mais toxico, com viabilidade de aproximadamente 20 %, o que pode ser explicado
pela presenca de inUmeros componentes toxicos no veneno que, juntos, podem agir
sinergicamente ao potencializar os efeitos deletérios. Essa citotoxicidade observada
pode ser atribuida a atividade direta nas células endoteliais ou a mecanismos indiretos
secundarios a acao proteolitica nos componentes da matriz extracelular. A divergéncia
de resultados obtidos neste trabalho e no estudo citado pode ser explicada tanto pela
utilizacédo de linhagens celulares diferentes, quanto de métodos diferentes para avaliar
a viabilidade celular, uma vez que as andlises de Gremski et al, 2007 foram realizadas
por citometria de fluxo e Sytox Green. Ja no trabalho de Bernardes-Oliveira e
colaboradores (2016), avaliou-se a atividade e toxicidade de Bothrops jararaca, uma
outra espécie do mesmo género da serpente da qual a leuc-a € extraida. Nesse
trabalho foi utilizado um método também colorimétrico, o MTT, para avaliacdo da
viabilidade celular; em fibroblastos saudaveis, obteve-se uma maior pocentagem de
células viaveis, aproximadamente 70%, com a dose de 25 pg/mL. Os autores
consideraram o resultado obtido de 70% como sendo viavel, o que estaria préximo
daquele obtido neste trabalho para a dose de 12,5 pg/mL (BERNARDES-OLIVEIRA
et al., 2016).
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5 ETAPA EXPERIMENTAL 2: AVALIACAO DA TOXICIDADE E SEGURANCA IN
VIVO DA LEUC-A EM RATOS NAO PIGMENTADOS WISTAR PELO EXAME
DE ELETRORRETINOGRAFIA
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As etapas envolvidas no desenvolvimento dessa secdo estdo demonstradas na

Figura 11.

Figura 11 — Protocolo experimental da avaliacdo da toxicidade e seguranca in vivo da leuc-a

em ratos Wistar pelo exame de eletrorretinografia.

U U U U
Histologia HE
Pré-injegédo D14
Oftalmoscopia Inje¢des intravitreas Oftalmoscopia Oftalmoscopia
ERG de leuc-a ERG ERG
Eutanasia

5.1 Animais

Foram utilizados ratos machos néo pigmentados da raga Wistar, pesando entre 200 e
220 g, adquiridos no biotério central (CEBIO) da UFMG. Os animais foram mantidos
em gaiolas, alimentados com racdo e agua ad libitum, com ciclo claro-escuro
respeitado. Todos os procedimentos experimentais com animais foram realizados em
conformidade com as normas da resolucdo para uso de animais em pesquisa da
Associacdo para Pesquisa em Visao e Oftalmologia (ARVO). Os protocolos dos
sistemas em avaliacéo foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da FUNED sob o protocolo 02/2018 (ANEXO ).

5.2 Materiais

- Leuc-a, produto natural purificado da serpente Bothrops leucurus, cedido pela
Fundacgédo Ezequiel Dias (FUNED).

- Cloridrato de de cetamina (Dopalen®, Sespo Indlstria e Comércio, Brasil).

- Cloridrato de xilasina (Anasedan®, Sespo Indlstria e Comércio, Brasil).

- Cloridrato de tetracaina 1%.

- Cloridrato de fenilefrina 0,1% (Anestésico colirio®, Allergan, EUA).

- Mydriacyl® (Alcon, EUA).

- Agulha ultra fine 11 0,3 mm (BD, Brasil).

- Agua ultrapura (Mili Q® plus, Merck Millipore, EUA).
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- Microscopio optico Axio Imager M2 (Zeiss, Alemanha).

- Tondmetro veterinario (Tono-PenVet®, EUA).

- Eletrorretinograma Espion E2 Colordome, estimulador de LED Ganzfeld (ColorDome
desktop Ganzfeld, Diagnosys LLC, MA).

- Eletrodos tipo agulha e lente (ERG Jet, Fabrinal SA, Suica). Estimulador de LED
Ganzfeld (ColorDom® desktop Ganzfeld, Diagnosys LLC, Massachusetts, EUA).

5.3 Injecdes intravitreas das solucdes de leuc-a

A toxicidade da leuc-a sobre a retina foi avaliada apos as injecdes intravitreas de
solucBes contendo a proteina previamente purificada, em olhos de ratos adultos
machos da espécie Wistar. Os animais foram divididos em quatro grupos de

tratamento, conforme apresentado no Quadro 2.

Quadro 2 — Relacdo dos grupos de estudo para avaliacdo da toxicidade e seguranca da leuc-a

apods as administracdes intravitreas.

Grupos (n=4) Concentracao leuc-a (ug/mL)
1 12,5
2 25,0
3 50,0
4 100,0

Controle (n=2) -

Os animais de todos os grupos receberam nos olhos direitos injecbes de 5 pL das
solucbes de leuc-a nas doses apresentadas, ou 5 puL de PBS pH 7,4 estéril para os
animais controle. Para o calculo das concentracfes de trabalho, foram considerados
o volume de 5 pL da solucéo injetada e o volume de aproximadamente 40 uL do vitreo,
de modo que as solugcbes foram preparadas nove vezes mais concentradas para

atingirem a concentracdo desejada quando injetadas na cavidade vitrea.
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Para a realizacdo das injecBes intravitreas, os animais foram previamente
anestesiados por injecéo intraperitoneal de uma solucdo contendo xilazina 10 mg/kg
e ketamina 90 mg/kg, os olhos foram anestesiados com cloridrato de tetracaina 1 % e
dilatados com colirio de cloridrato de fenilefrina 0,1 %. As injec6es foram realizadas
com uma seringa de insulina e agulha 30 G, préximo ao limbo, com retencéo de cerca
de 30 s antes da remocao da agulha, a fim de evitar extravasamento da solugdo, como

demonstrado na Figura 12.

Figura 12 — Demonstracdo das injec8es intravitreas nos olhos de ratos Wistar.

Fonte: da autora.

5.4 Avaliagéo clinica

Durante todo o periodo do experimento, os olhos dos animais tratados foram avaliados
clinicamente por inspecdo ocular e oftalmoscopia binocular indireta (Omega 500
Binocular Indirect Ophtalmoscope, Heine Optotechnik, Herrsching, Alemanha), a fim
de avaliar o fundo do olho dos animais e detectar possiveis alteracbes oculares. As
imagens foram realizadas em modo video por meio de cameras de smatphones
(Iphone® SE — Apple®, Cupertino, CA, EUA), com consequente captura da imagem

estatica.

Avaliou-se também a pressao intraocular (P1O) utilizando o tonémetro veterinario
TonoPen XL (Reichert Technologies, Buffalo, NY), sempre no mesmo horario. As duas
avaliacOes foram realizadas antes das injecfes intravitreas, como controle, e sete e

14 dias ap0s as administragfes. A PIO foi calculada com base na média de 3 leituras
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para cada olho, sendo que a diferenca de valores entre os periodos avaliados foi
calculada subtraindo o valor obtido da PIO nos dias sete e 14 pelo valor obtido antes
das injecBes. Os dados foram avaliados por ANOVA de duas vias seguido pelo pos-
teste de Bonferroni utilizando o programa GraphPad Prism®5 e adotando-se um nivel

de significancia de a<0,05.

5.5 Estudo functional daretina por eletrorretinograma

As analises funcionais da retina por ERG foram realizadas antes das injecdes
intravitreas, como controle, e sete e 14 dias apos as injecdes, conforme protocolo
estabelecido pela ISCEV (International Society for Clinical Electrophysiology of
Vision). Para isso, 0s animais foram adaptados ao escuro por 12 h, anestesiados via
injecao intraperitoneal de uma solugéao contendo xilazina 10 mg/kg de ketamina 90
mg/kg. Os olhos foram anestesiados com colirio de cloridrato de fenilefrina 0,1%, e as
pupilas dilatadas com colirio de tropicamida 1% 15 min antes do inicio do exame. Os
animais foram posicionados sobre um suporte de isopor adaptado a cupula de
Ganzfeld (Figura 13).

Figura 13 - Exame de eletrorretinografia, indicando a Clpula de Ganzfeld e o posicionamento

do animal, dos eletrodos e da lente.

Cupula de
Ganzfeld

ey

‘A/ Eletrodo

Fonte: da autora.
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As respostas ERG foram adquiridas, simultaneamente, nos dois olhos utilizando
eletrodo bipolar do tipo lente sobre a cornea (eletrodos ERG Jet, Fabrinal SA, La
Chaux-de-Fonds, Suica); eletrodos do tipo agulha foram fixados subcutaneamente na
pele, na regido frontal acima dos olhos, e o eletrodo-terra foi fixado subcutaneamente
no dorso do animal. Os olhos foram estimulados usando um estimulador de LED
Ganzfeld (ColorDome™ desktop Ganzfeld, Diagnosys LLC, Littleon, MA).

Para exames do tipo escotopico, flashes de luz branca (6500 K) com duracédo de
quatro ms foram conduzidos em 11 steps, sendo os steps seis e 11 0s principais: a
intensidade luminosa de 0,01 cd.s.m™ para avaliacdo da funcdo dos bastonetes e a
intensidade luminosa de 3,0 cd.s.m? para avaliacdo da funcdo dos cones e

bastonetes.

Para a realizacdo do ERG fotdpico, os animais foram adaptados a luz (luz de fundo
de 3,0 cd.s.m™?) por dez min. Em seguida, foi utilizada a intensidade de 3,0 cd.s.m?
com duracdo de quatro ms, seguida de um sinal Flicker de 30 Hz da mesma

intensidade luminosa e duracéo.

Finalizado o ERG fotdpico, as respostas foram amplificadas (filtragem: 0,3-300 Hz) e
armazenadas para andlise off-line usando o Espion E3 (Diagnosys LLC, Lowell, MA).
Os dados foram avaliados a partir de comparagdes entre as amplitudes das ondas a
e b, sob as intensidades de estimulo luminoso citadas. As comparacdes foram
realizadas tanto para as concentracdes de Leuc-a aplicadas, quanto para o intervalo

de tempo dos exames.

Os dados foram avaliados por ANOVA de duas vias (a<0,05) com pds-teste de
Bonferroni, a fim de se comparar as alteracbes decorrentes dos dias e das

concentracfes avaliadas, tendo-se como referéncia os olhos controles (veiculo).

5.6 Avaliagao histologica

Para a avaliagéo histologica, ao final do ultimo ERG os animais foram eutanasiados
com superdosagem de anestésico (270:30 cetamina/xilazina mg/kg) e os olhos

preparados para a analise.

Os bulbos oculares foram enucleados e fixados em solucdo de Davidson (alcool 95

%, formaldeido, acido acético glacial e agua destilada) por 24 h para fixagdo. Em



59

seguida, os olhos foram transferidos para uma solugdo de alcool 70 %, na qual
permaneceram por mais 24 h para desidratacdo. Apds essas duas etapas, os olhos
foram seccionados transversalmente ao nervo optico com o auxilio de um bisturi. As
amostras foram, entdo, emblocadas em parafina e os cortes micrométricos foram
colocados em laminas e corados com hematoxilina-eosina (HE) antes de serem
levados ao microscépio Optico para analise. As laminas foram avaliadas quanto a
espessura e organizacao das camadas celulares da retina, que permitem inferir sobre

a integridade desse tecido frente a injecéo intravitrea da leuc-a.

5.7 Resultados e discussao

5.7.1 Avaliagéo clinica

O aspecto da retina foi avaliado pela andlise do fundo de olho dos animais antes e
apos as injecdes intravitreas de PBS (controle) ou leuc-a. A Figura 14 apresenta as
imagens obtidas para as diferentes doses testadas nos periodos pré injecéo, sete e

14 dias ap0s as injecoes.
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Figura 14 - Imagens do fundo de olho de ratos Wistar nas doses de 12,5, 25, 50 e 100 pg/mL

nos periodos pré injegao, 7 e 14 dias apés as injecdes intravitreas.

Pré injegao 7 dias 14 dias

12,5 pg/mL

25 pg/mL

Leuc-a

50 pg/mL

100 pg/mL

Apesar da possivel perda de qualidade das imagens em decorréncia da técnica e do
aparelho empregados, ndo sdo observadas hemorragias, descolamento da retina,
processo isquémico ou outra alteragdo ocular indicativa de toxicidade retiniana para
as doses de 12,5, 25 e 50 pg/mL. Entretanto, para a dose de 100 pg/mL, sete dias
apos a injecdo é possivel observar um pequeno foco hemorragico, apontado pela seta
verde, que permanece com 14 dias. Ainda que essas alteragbes pudessem ser
decorrentes de falha na injecéo, os resultados posteriores apresentados pelo exame
do ERG e pela andlise histolégica corroboram o indicativo de toxicidade decorrente
da administracéo da dose de 100 pg/mL.

A PIO dos animais foi monitorada durante todo o experimento. Trata-se de um

parametro importante que permite acompanhar a progressao de doencas capazes de
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gerar eventos vasculares ao nervo optico (ANTUNES et al., 2008). Variacbes na PIO
podem ocorrer tanto pelo balanco entre a producéo e a drenagem do humor aquoso,
quanto como consequéncia do estabelecimento de processos inflamatoérios oculares
(ZOU et al., 2011). Na Figura 15 esta representada a varia¢do da PIO dos olhos dos
animais nos tempos de sete e 14 dias em relacéo a PIO inicial, correspondente a pré-
injecdo. A analise estatistica dos dados apresentados comprovou a inexisténcia de
diferenca significativa tanto entre as diferentes doses para um mesmo tempo quanto
nos diferentes tempos de cada dose, ou seja, a PIO manteve-se estavel durante todo

0 experimento.

Figura 15 — Variacéo da PIO dos ratos Wistar nas doses de 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL nos

periodos pré injecdo, 7 e 14 dias apés as inje¢des intravitreas.

- ] Pré-injecédo
i ; .1,4d$:s

s L b Ih uk

< { ']-‘ { | l!
5-

'10 1 ) ) )
12.5 25 50 100

leuc-a (ng/mL)



62

5.7.2 Estudo funcional da retina por ERG

O ERG de campo total € uma técnica nao invasiva que avalia a funcao da retina desde
o EPR até a camada mais interna das células ganglionares, sendo o exame mais
utilizado em experimentacdo animal para avaliagao funcional da retina (BOYES et al.,
2016; HUANG et al., 2015). O rato € um modelo animal bastante adequado para
avaliacao da toxicidade intraocular de farmacos, uma vez que a estrutura celular da
retina desse animal é semelhante a retina humana, além de possuir um sistema

vascular que emerge radialmente do disco 6ptico, como nos humanos.

Os eletrodos utilizados no animal durante o exame sdo capazes de medir a resposta
dos diferentes tipos celulares da retina aos estimulos luminosos, gerando sinais
elétricos na forma de uma onda senoidal bifasica, sendo que as respostas
provenientes da neurorretina sdo traduzidas pelas ondas a e b. A onda a € uma
deflexdo negativa resultante da hiperpolarizacdo dos fotorreceptores (cones e
bastonetes), enquanto a onda b é uma deflexdo positiva gerada pelas células
bipolares e de Muller da camada nuclear mais interna da retina. A diminuicdo da
amplitude de qualquer uma dessas ondas pode ser atribuida a distrofias retinianas;
por outro lado, 0 aumento exagerado da amplitude costuma ser derivado de distrofias
dos cones. As respostas elétricas das células retinianas aos flashes luminosos podem
ser medidas em ciclos adaptados tanto ao escuro, escotépico, quanto ao claro,
fotdpico. No exame escotdpico, 0s animais sdo submetidos a flashes luminosos de
baixa intensidade, seja de flash Unico ou de sinal flicker de dez Hz, para induzir a
ativacado dos bastonetes, de modo que quanto maior o periodo de adaptacdo ao
escuro, maior a sensibilidade dos bastonetes e menor a estimulacdo dos cones. Ja no
exame fotopico, a alta intensidade luminosa a qual os animais sdo expostos, seja de
flash unico ou de sinal flicker de 30 Hz, é capaz de induzir a ativacdo dos cones e
suprimir a atividade dos bastonetes. A alta luminosidade produzida por flashes de luz
branca em ciclos adaptados ao escuro induz a resposta combinada de cones e
bastonetes, sendo que em condi¢Bes normais a resposta € predominantemente do
sistema dos bastonetes. As ondas obtidas sdo caracterizadas por elementos
temporais, como laténcia (tempo entre o inicio do estimulo luminoso e o inicio da
resposta da onda a), tempo implicito (tempo entre o inicio do estimulo luminoso até o

pico da amplitude da onda b) e duracdo, além dos elementos bioelétricos, como a
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medida da amplitude (BENCHORIN et al., 2017; BOYES et al., 2016; FULTON et al.,
2009; HANSEN et al., 2016; HUANG et al., 2015; LIU et al., 2006; PERLMAN, 2009).
Essas caracteristicas estdo demonstradas nas Figuras 16 e 17.

Figura 16 — Respostas normais obtidas por meio do ERG sob condi¢8es escotdpicas e

fotopicas.
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Fonte: adaptado de (FISHMAN et al., 2001).
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Figura 17 — Respostas ERGs escotdpicas de ratos albinos e humanos diferem em amplitude e

tempo implicito.
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Fonte: adaptado de (PERLMAN, 2009).

As analises do ERG foram realizadas pela comparacdo entre as amplitudes e os
tempos implicitos das ondas a e b sob diferentes intensidades de estimulo luminoso
e apos adaptacdo ao escuro. Por meio da avaliacdo desses parametros foi possivel
inferir sobre a funcionalidade retiniana e, consequentemente, sobre a toxicidade da
substancia administrada. A Figura 18 apresenta as respostas escotopicas médias
obtidas no ERG apés os estimulos luminosos de 0,01 cd.s.m? e 3,0 cd.s.m 2 nos

periodos predeterminados.
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Figura 18 - Curva do eletrorretinograma (ERG) na condicdo escotépica (0,03 e 3,0 cd.s.m™?),7 e

14 dias ap0s injecdo intravitrea de diferentes doses de Leuc-a, sendo (A) veiculo, (B) Leuc-a
12,5 pg/mL; (C) Leuc-a 25 pg/mL; (D) Leuc-a 50 pg/mL e (E) Leuc-a 100 pg/mL.

600
400+
200+

Amplitude (pV)

0 50
Tempo implicito (ms)

O-X _________ } -
-200- W
-400- -

-600
0

600+
400
200

=200+

-400+-

50 100 150 200

Tempo implicito (ms)

-600
0

50 100 150 200
Tempo implicito (ms)

Amplitude (pV)

Amplitude (uV)

600
4001
200

=200

-4001-

-600
0

600,
400+
200

=200

50 100 150 200
Tempo implicito (ms)

pré-injecao
— 7 dias
15 dias

-400}- -\/_‘\_

-600
0

50 100 150 200

Tempo implicito (ms)



66

As ondas a e b foram avaliadas nos steps nos quais as intensidades luminosas
induzem a resposta maxima das células retinianas, sendo eles: step seis, na
intensidade de 0,01 cd.s.m?, que estimula apenas células bipolares e bastonetes,
gerando somente a onda b (deflexdo positiva), e step 11, na intensidade de 3,0 cd.s.m"
2, que estimula preferencialmente cones, gerando a onda a (deflexdo negativa), mas
também estimula bastonetes, gerando a onda b. Pela analise dos graficos
apresentados na Figura 19, os quais foram plotados com as curvas dos dois steps
simultaneamente, observa-se que para as doses de 12,5, 25 e 50 ug/mL praticamente
nao houve diferenca de amplitude ou deslocamento do tempo implicito para as ondas
a e b emrelagcéo as curvas do veiculo. A fim de verificar se houve diferenca estatistica
das amplitudes das ondas entre as doses testadas e o veiculo, as variaveis analisadas
foram apresentadas na Figura 19.
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Figura 19 - Medidas das amplitudes das ondas a e b nos steps 6 e 11 das diferentes doses
testadas, sendo (A) a amplitude da onda a no step 11; (B) a amplitude daonda b no step 11 e

(C) arazéo a/b no step 11.
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Pela Figura 19 — A pode-se observar que apenas a dose de 100 pg/mL apresentou
reducao significativa da amplitude da onda a no periodo de sete dias; entretanto, com
14 dias, essa diferenca ja ndo foi observada. O mesmo padrao € encontrado para as
doses de 25 e 50 pg/mL com relacdo a amplitude da onda b (Figura 19 — B), ou seja,
houve uma reducdo significativa da onda b apenas no periodo de sete dias.
Considerando-se que a retina é um tecido que ndo apresenta autorregeneracao, ndo
€ condizente associar a reducdo da amplitude das ondas a e b a morte ou
desfuncionalizacéo dos fotorreceptores e das células bipolares, uma vez que essas

células ndo seriam capazes de se regenerar e recuperar a fungcdo com 14 dias. Dessa
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maneira, pode-se atribuir as diferencas estatisticas encontradas para as doses de 25
e 50 pg/mL a les@es transitorias ou erros de analise do ERG, por se tratar de um
exame bastante sensivel e susceptivel a ocila¢cdes, como dilatagdo da pupila, maior
ou menor adaptacéo ao escuro, temperatura corporal, dentre outros fatores (DAMICO
et al., 2012). Ja para a dose de 100 pug/mL, na Figura 19 - B € possivel notar que a
diferenca estatistica encontrada para o periodo de sete dias se repete para o perido
de 14 dias, isto é, a reducdo de amplitude da onda b pode ser atribuida a perda de
funcéo celular decorrente da toxicidade apresentada pela leuc-a nessa dose. Ainda,
como a razdo da amplitude da onda b sobre a amplitude da onda a (b-amp/a-amp)
reflete a integridade funcional dos fotorreceptores e das células bipolares, mais
especificamente a transmisséo de sinal entre elas, nota-se, pela Figura 19 — C, que
apenas a dose de 100 pg/mL apresentou reducao significativa dessa razéo ao final do

tempo de estudo.

Uma outra maneira de avaliar a funcionalidade das células retinianas € por meio da
correlacdo entre as amplitudes das ondas a e b em funcéo da intensidade luminosa,
em gue se pode avaliar a saturacdo dos fotorreceptores, isto €, a medida em que se
aumenta a intesidade do estimulo luminoso, as respostas celulares aumentam
proporcionalmente até se estabilizarem. Dessa forma, a toxicidade provocada por
alguma substancia injetada no olho pode fazer com que essas células se sensibilizem
mais rapidamente, de tal maneira que a amplitude maxima da onda (representada por
Vmax — ponto maximo no eixo y) ocorre com uma intensidade luminosa menor, uma
vez gue, nesse caso, baixos estimulos luminosos sdo suficientes para saturarem os
fotorreceptores. Essa analise esta representada nos graficos de amplitude das ondas

a e b em razéo do log da intensidade luminosa, na Figura 20.
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Figura 20 - Curvas de amplitude das ondas a e b em raz&o do log da intensidade luminosa nas
diferentes doses testadas, sendo (A) veiculo; (B) Leuc-a 12.5 pg/mL; (C) Leuc-a 25 pg/mL; (D)
Leuc-a 50 pg/mL e (E) Leuc-a 100 pg/mL.
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Analisando-se cada curva da Figura 20, é possivel perceber que, para o veiculo,
praticamente ndo houve alteracdo do Vmax ao longo do periodo de estudo. Para as
doses de 12,5, 25 e 50 pug/mL foi observado o mesmo comportamento apresentado
pelos gréaficos anteriores (Figura 19), isto €, a reducéo de Vmax que ocorreu com sete
dias se reestabeleceu com 14 dias. Da mesma forma, essa analise mostrou que o
comportamento apresentado pela dose de 100 pg/mL também se repetiu; houve uma
reducdo bastante acentuada do Vméax com sete dias e que permaneceu até 14 dias,
principalmente na onda b, o que fornece mais indicios da desfuncionalizacdo das

células retinianas apds a administracdo dessa dose.

Embora o rato seja um animal comumente utilizado para pesquisas na area de
oftalmologia, sua retina € composta na sua maior parte por bastonetes. Alguns
trabalhos ja demonstraram que 0s cones apresentam pequena contribuicdo no
eletrorretinograma, de modo que 0 mecanismo da resposta obtida ainda ndo € bem
estabelecido, o que leva a resultados conflitantes (LI; BARNES; HOLT, 2006;
MOJUMDER; SHERRY; FRISHMAN, 2020).

5.7.3 Avaliacao histolégica

A avaliacdo histolégica foi realizada com o objetivo de verificar se o padrdo de
toxicidade encontrado pela analise clinica e pelo ERG reproduz na estrutura e
organizacdo da retina 14 dias ap0és a realizacdo das injecdes intravitreas. Os cortes
histoldgicos estao apresentados na Figura 21.
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Figura 21 - Microscopia 6ptica de retina de rato corada por HE no tempo de 14 dias apés a
injecdo intravitrea de (A) veiculo; (B) Leuc-a 12,5 ug/mL; (C) Leuc-a 25 pg/mL; (D) Leuc-a 50
pg/mL; (E) Leuc-a 100 pg/mL.
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Assim como nos resultados obtidos pelo exame do ERG, observa-se a semelhanca
da arquitetura e morfologia celular da retina dos olhos que receberam as doses de
12,5, 25 e 50 pg/mL em relacdo aqueles que receberam PBS (veiculo). As camadas
celulares mostram-se preservadas e organizadas, sem evidéncias de
desalinhamento, diminuicdo da espessura ou do niumero de células. Além disso, ndo
foram encontrados sinais de necrose, fibrose ou a presenca de infiltrado inflamatorio.
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Para a dose de 100 pg/mL, contudo, os achados histolégicos ja se mostraram
préximos a elevada toxicidade apresentada pelo ERG, de tal maneira que € possivel
perceber a desorganizagédo das camadas celulares e um espessamento mais evidente
da camada nuclear externa. Essas alteracdes retinianas s&o comumente descritas por
outros autores como sinais da toxicidade de determinados compostos apds injecao
intraocular (KOH et al., 2019; MITORI et al., 2016; SUN et al., 2019).
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6 ETAPA EXPERIMENTAL 3: RADIOMARCACAO DA LEUC-A COM TECNECIO-
99m E AVALIACAO DA DEPURACAO DO COMPLEXO 9MTC-LEUC-A IN VIVO
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As etapas envolvidas no desenvolvimento dessa secdo estdo demonstradas na
Figura 22.

Figura 22 — Protocolo experimental da radiomarcagao da leuc-a com o tecnécio-99m e

avaliacdo qualitativa da depuracdo do complexo **"Tc-leuc-a da cavidade vitrea.

=

1 4
Radiomarcagao Determinagao da Estabilidade de Anadlise
da leuc-a com pureza marcagéo em 1, 2, cintilografica em
99mTg radioquimica 4, 6e24h 1,2,4e6h

6.1 Animais

Todos os procedimentos experimentais com animais foram realizados em
conformidade com as normas da resolucdo para uso de animais em pesquisa da
Associacdo para Pesquisa em Visao e Oftalmologia (ARVO). Os protocolos dos
sistemas em avaliac&o foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da FUNED sob o protocolo 02/2018 (ANEXO I). Foram utilizados ratos
machos Wistar, pesando entre 200 e 220 g, mantidos em gaiolas, alimentados com

racao e agua ad libitum, com ciclo claro-escuro respeitado.

6.2 Materiais

- Leuc-a, produto natural purificado da serpente Bothrops leucurus, cedido pela
FUNED.

- 99MT¢ obtido de um gerador de %°*Mo/*°™Tc a base de alumina.

- Contador gama (Wallac Wizard 1470-020 Gamma Counter®; PerkinElmer Inc.,
Massachusetts, EUA).

- Gama-camara (Mediso, Budapest, Hungary).

-Todos os reagentes, incluindo o SnCl20.2H20, foram adquiridos da Sigma-Aldrich

(Sao Paulo, Brasil).
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6.3 Radiomarcacdo da leuc-a e determinacdo da pureza radioquimica como
controle de qualidade

Para o processo de radiomarcacdo, 30 pL de uma solucéo de leuc-a a 1,0 mg/mL
foram adicionados a um frasco de penicilina. Em seguida, uma aliquota de 100 uL de
solucédo de cloreto estanoso (SnCl2.2H20) em HCI a 0,25 M foi adicionada a solucao
salina contendo a leuc-a e o pH foi ajustado para 7,0 utilizando-se solucdo de NaOH
1 M. O frasco de penicilina foi entdo submetido a vacuo para receber uma aliquota de
0,1 mL de Na**™TcOa4 (37 MB(q), de modo a ndo permitir a oxidacdo do *°"Tc pelo
oxigénio do ar. A solucéo final foi mantida em temperatura ambiente por 15 min para
completar o processo de radiomarcacédo (FERNANDES et al., 2015).

A eficiéncia da radiomarcacéo foi avaliada pela quantificacdo da pureza radioquimica
em cromatografia em camada delgada (CCD) em fitas de silica gel, como fase
estacionaria, e acetona como eluente. ®®™TcOs4 livre apresenta Rf 1 enquanto os
demais constituintes (**™TcO2 e %*MTc-Leuc-a) apresentam Rf préximos a 0. Dessa
forma, é possivel isolar 0 ®*™TcOs" livre na parte superior da fita, mantendo ®*™TcO: e
9mMTc-leuc-a na parte inferior. A fita foi, entdo, cortada ao meio e a radioatividade
contida em cada parte determinada em contador gama (Wallac Wizard 1470-020
Gamma Counter; PerkinElmer Inc., Waltham, Massachusetts, EUA). O percentual de

9MTcOy livre foi determinado segundo a Equacéo 2 abaixo:

atividade da parte superior x 100
%TcOs4 = ——— , — , —(2)
(atividade da parte superior+atividade da parte inferior)

Para a quantificacdo e remocdo do %°™TcO2, a solucdo contendo o produto
radiomarcado foi filtrada em filtro 0,45 pm. Para determinacdo do teor de *°™TcOz,
tanto o filtro quanto a solucao filtrada foram levados ao contador gama e o teor foi
calculado segundo a Equacao 3 (FERNANDES et al., 2015):

atividade do filtro x 100
%TcOz = - ; - - 3
(atividade do filtro+atividade da solugao filtrada)

A pureza radioquimica foi determinada pelo somatoério das impurezas TcO4 e TcOz.
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6.4 Determinacao da estabilidade de marcacado da leuc-a em solucéao salina

A CCD também foi utilizada para estimar a estabilidade do complexo **™Tc-leuc-a na
presenca de solucéo salina 0,9 % (p/v). Para isso, a solucdo radiomarcada foi mantida
em temperatura ambiente e a estabilidade radioquimica foi determinada em amostras
coletadas nos tempos de 1, 2, 4, 6 e 24 h apo0s a incubacdo. Todas as amostras
coletadas foram eluidas em CCD e as fitas de silica gel foram levadas ao contador
gama para quantificacdo do tecnécio-99m livre, ou seja, aquele que se dissociou da

leuc-a.

6.5 Avaliacdo qualitativa da depuracdo do complexo *MTc-leuc-a apds a
administracao intravitrea em olhos de ratos Wistar saudéaveis

Ratos Wistar (n=3) foram anestesiados via injecao intraperitoneal de uma solucéo
contendo xilazina 10 mg/kg de ketamina 90 mg/kg, e os olhos anestesiados com colirio
de cloridrato de fenilefrina 0,1 %. Ap6s a radiomarcacédo da leuc-a com *"Tc e a
determinacdo da pureza radioquimica, a solucéo foi filtrada para completa remocéao

do TcO: e posterior injecdo intravitrea nos animais.

Uma aliquota de 5 pL do complexo *MTc-leuc-a, o que corresponde a uma atividade
de aproximadamente 10 uCi, foi injetada em apenas um dos olhos de cada animal. Os
animais foram entdo levados a gama-camara e posicionados sob o colimador de baixa
energia e alta resolucéo para aquisicdo das imagens cintilograficas. As imagens foram
obtidas logo apds as injecdes intravitreas e nos tempos de 1, 2, 4 e 6 h subsequentes,
usando uma matriz de tamanho 256 x 256 x 16, com uma janela de energia de 20 %
definida a 140 Kev, por um periodo de 300 s cada.
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6.6 Resultados

6.6.1 Radiomarcacdo da leuc-a e determinacdo da pureza radioquimica como

controle de qualidade

Por ser um radionuclideo deficiente de elétrons, o °®™Tc complexa-se facilmente com
compostos que apresentam em sua estrutura grupos doadores de elétrons, formando
ligacOes covalentes. A leuc-a apresenta ligacdes dissulfeto formadas entre os grupos
tiol de residuos de cisteina que, quando quebradas pela acdo do agente redutor

(SnCl2), expéem pares de elétrons disponiveis para complexacédo com o *°MTc.

A melhor condicéo do processo de radiomarcacao € comumente definida como aquela
que apresenta menor teor tanto de ®™TcOs, uma vez que essa impureza representa
o tecnécio que néo foi reduzido e, portanto, ndo conseguiu complexar-se a leuc-a,
quanto de *°MTcOz, que representa o tecnécio que se ligou a Agua ou outro composto
presente nos reagentes utilizados. Assim, apesar de haver um protocolo ja bem
estabelecido no Laboratério de Radioisétopos (DE BARROS et al., 2013;
FERNANDES et al.,, 2015), em que o SnCl. é utilizado como agente redutor do
tecnécio, resolveu-se testar um outro protocolo em que, além do SnClz, é utilizado
também o borohidreto de sédio (BH4), uma vez que a combinacdo dos dois agentes
redutores poderia ser mais eficaz na quebra das pontes dissulfeto da leuc-a e
consequente exposicdo de pares de elétrons para complexacdo. As condicdes
testadas, bem como as respectivas impurezas radioquimicas, estdo apresentadas na
Tabela 1.



78

Tabela 1 — Variacdo das condicdes da radiomarcacéo da Leuc-a para melhor controle da

pureza radioquimica

Condicdes Volume final da Agente pH do % TcOs % TcO2
amostra (salina redutor meio
+ leuc-a)
Condicao 1 30 pL SnCl2 7 0,1 12,9
Condicao 2 30 uL SnClz2+BHa4 7 1,9 35,7

Ao contrario do esperado, o uso do BH4 n&o foi melhor para a radiomarcagéo da leuc-

a e, portanto, optou-se por manter o protocolo original que corresponde a condicédo 1.

A solucéo do radiofarmaco foi filtrada em filtro 0,45 pum, com o auxilio de uma seringa,
de modo a reter todo o *°"TcO:2 no filtro. A partir de testes realizados em CCD e
diferentes eluentes com a amostra filtrada, verificou-se que o complexo *°*"Tc-leuc-a
nao fica retido no filtro e, portanto, esse método pode ser utilizado para purificacado da

amostra.

De maneira geral, considera-se como satisfatério o processo de radiomarcacao
quando a soma das impurezas (**MTcOa4 + %MTcO2) € menor ou igual a 10 %. Apesar
dos resultados encontrados inicialmente ndo estarem dentro desse limite, apds
purificacdo em filtro 0,45 um € possivel obter uma preparacdo com teor minimo de

impurezas e compativel com a utilizacao in vivo.

6.6.2 Determinacéo da estabilidade de marcacao da leuc-a em solugéo salina

Uma vez determinadas as condi¢cbes Otimas de marcacdo da leuc-a, buscou-se
estimar a estabilidade do complexo **™Tc-leuc-a na presenca de solucgéo salina 0,9 %
(p/v) por CCD. A marcacgdo da leuc-a em salina mostrou-se bastante estavel e, por
isso, € possivel afirmar que %™MTc-leuc-a permanece complexado por até 24 h, como

mostrado na Figura 23.
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Figura 23 — Estabilidade in vitro do complexo **™Tc-Leuc-a em funcio do tempo na presenca

de salina, em temperatura ambiente.
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A complexacgdo com alto rendimento e a estabilidade da radiomarcacgédo da leuc-a ja
eram previstas devido a presenca dos residuos de cisteina na sua estrutura, como
demonstrado também por outros autores (LEVASHOVA et al., 2008; VERHAAR et al.,
1996). Esse resultado é importante para a execucdo dos experimentos posteriores,
uma vez que é possivel garantir que o rastreamento do %°™Tc implica no rastreamento
fiel da molécula de leuc-a.

6.6.3 Avaliacdo qualitativa da depuracdo do complexo 99MmTc-leuc-a apls a

administracao intravitrea em olhos de ratos Wistar saudaveis

A farmacocinética de um composto é definida como a sua distribuicdo temporal e
espacial em um sistema, sendo o resultado de diversos eventos complexos que
podem ou nao envolver transformacgdes bioquimicas (FOSTER, 2007). Por se tratar
de um procedimento invasivo, a avaliagéo do perfil farmacocinético de farmacos apoés

a injecdo intravitrea € essencial na determinacdo da dose e frequéncia de
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administracdo que garantem concentracao terapéutica maxima com efeitos adversos

minimos.

ApoOs a administracdo intravitrea, o farmaco se distribui pelos tecidos oculares
conforme o seu coeficiente de particdo. Estudos mostram que a farmacocinética
intraocular de uma substancia esta diretamente relacionada com as suas
propriedades fisico-quimicas, como peso molecular, lipofilicidade e a relacéo
dose/soubilidade em pH 7,4. Caracteristicas intrinsecas, como estrutura e composi¢cao
do vitreo, bem como alteracfes relacionadas a idade e a presenca de inflamacéo
podem influenciar tanto na cinética do farmaco no vitreo quanto na sua chegada até
aretina, que, nesse caso, é o tecido-alvo. Além disso, a presenca de acido hialurénico
no vitreo é responsavel pela carga negativa desse tecido, o que pode dificultar a
permeacdo de moléculas carregadas positivamente (EDINGTON; CONNOLLY;
CHONG, 2017; GARCIA-QUINTANILLA et al., 2019; KIM et al., 2019).

A eliminacdo do farmaco ocorre pela vazdo aquosa na camara anterior via humor
aquoso e fluxo sanguineo uveal ou no segmento posterior através da barreira
hematorretiniana para a circulacéo sanguinea na coroide. As proteinas séo depuradas
preferencialmente pela camara anterior devido as suas moléculas carregadas e com
elevada massa molecular, que apresentam tempos de meia vida mais prolongados no
vitreo (de dias a semanas) em comparacdo a moléculas capazes de transitar pelo
caminho esclera-coroide-retina, as quais apresentam, geralmente, tempo de meia vida
de poucas horas (EDINGTON; CONNOLLY; CHONG, 2017).

A cintilografia € um método que pode ser utilizado para avaliar qualitativamente, por
meio de imagens, a depuracdo de um radiotracador. ApGs a injecao intravitrea do
radiotracador produzido, *°"Tc-leuc-a, foi possivel acompanhar a sua permanéncia no
olho ao longo do tempo, como mostrado na Figura 24. Pelas imagens € possivel
observar que praticamente ndo houve depuracédo do **"Tc-leuc-a ao longo das 6 h de

acompanhamento, o que indica a permanéncia do complexo na cavidade vitrea.
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Figura 24 —Imagens cintilograficas obtidas nos tempos de (A) 0, (B) 1 h,(C)2h,(D)4h e (E) 6
h apds ainjecéo intravitrea de *™Tc-leuc-a em ratos Wistar.

RA-3 TO[3] RA-3 T=1H[6] RA-3 T=2H[9]

RA-3 T=4H[11] RA-3 T=6H[15]

Apesar de ser apenas uma andlise qualitativa, as imagens apresentadas na Figura
24 sugerem que a longa permanéncia da leuc-a no vitreo implica em uma depuracgao
lenta dessa proteina, de tal forma que indicios de toxicidade em estudos a longo prazo
podem estar associados a esse comportamento. Entretanto, considerando-se que as
oclusdes de veia de retina podem se fazer recorrentes caso sejam consequéncia de
doencas crbnicas, esse perfil de depuracdo lenta pode ser desejavel para um
tratamento estendido. Estudos complementares de farmacocinética ocular séo
necessarios para uma avaliacdo quantitativa da depuracdo da leuc-a apoés

administracao intravitrea.
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7 ETAPA EXPERIMENTAL 4: AVALIACAO DA TOXICIDADE E SEGURANCA IN
VIVO DA LEUC-A EM RATOS NAO PIGMENTADOS WISTAR PELOS EXAMES
DE TOMOGRAFIA DE COERENCIA OPTICA E ANGIOGRAFIA
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As etapas envolvidas no desenvolvimento dessa secdo estdo demonstradas na

Figura 25.

Figura 25 — Protocolo experimental da avaliacdo da toxicidade e seguranca in vivo da leuc-a

em ratos Wistar pelos exames de tomografia de coeréncia 6ptica e angiografia.

U~ U U= U
saiit saiit , Histologia HE
Pré-injegéo DO D7 D14
Oftalmoscopia Injecdes intravitreas Oftalmoscopia Oftalmoscopia
OCT de leuc-a OCT OCT
Angiografia Angiografia Angiografia
Eutanasia

7.1 Animais

Foram utilizados ratos machos néo pigmentados da raca WISTAR, pesando entre 200
e 220 g, adquiridos no biotério central (CEBIO) da UFMG. Os animais foram mantidos
em gaiolas, alimentados com racdo e &gua ad libitum, com ciclo claro-escuro
respeitado. Todos os procedimentos experimentais com animais foram realizados em
conformidade com as normas da resolucdo para uso de animais em pesquisa da
ARVO. Os protocolos dos sistemas em avaliagdo foram aprovados pela CEUA da
FUNED sob o protocolo 02/2018 (ANEXO 1).

7.2 Materiais

- Leuc-a, produto natural purificado da serpente Bothrops leucurus, cedido pela
FUNED.

- Cloridrato de de cetamina (Dopalen®, Sespo Indlstria e Comércio, Brasil).

- Cloridrato de xilasina (Anasedan®, Sespo Industria e Comércio, Brasil).

- Cloridrato de tetracaina 1 %.

- Cloridrato de fenilefrina 0,1 % (Anestésico colirio®, Allergan, EUA).

- Mydriacyl® (Alcon, EUA).

- Fluoresceina 10 % (Citopharma, Brasil).

- Agulha ultra fine 11 0,3 mm (BD, Brasil).

- Agua ultrapura (Mili Q® plus, Merck Millipore, EUA).
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- Lente Volk 90D (Welch Allyn, EUA).
- Microscopio optico Axio Imager M2 (Zeiss, Alemanha).

- Tomografo de coeréncia éptica (Heidelberg Engineering, Heidelberg, Alemanha).

7.3 Injecdes intravitreas das solucdes de leuc-a

A toxicidade da leuc-a sobre a retina foi avaliada apés injecéo intravitrea de solucdes
contendo a proteina previamente purificada, em olhos de ratos adultos machos da
espécie Wistar. Foi utilizado o mesmo protocolo descrito no item 5.3.

7.4 Avaliagao clinica

Durante todo o periodo experimental, os olhos dos animais tratados foram avaliados
clinicamente por inspecdo ocular e oftalmoscopia binocular indireta (Omega 500
Binocular Indirect Ophtalmoscope, Heine Optotechnik, Herrsching, Alemanha), a fim
de avaliar o fundo do olho dos animais e detectar possiveis alteracbes oculares. As
imagens foram realizadas em modo video por meio de uma camera de smatphone
(Iphone® SE — Apple®, Cupertino, CA, EUA), com consequente captura da imagem

estatica.

7.5 Tomografia de coeréncia éptica e angiografia por fluoresceina

As analises in vivo da retina por tomografia de coeréncia Optica (do inglés: optical
coherence tomography — OCT) e por angiografia foram realizadas antes das injecdes
intravitreas, como controle, e sete e 14 dias apos as injecbes. Os animais foram
anestesiados via injecao intraperitoneal de uma solucéo contendo xilazina 10 mg/kg e
ketamina 90 mg/kg. Para as duas analises, foi usado um tomografo de coeréncia
optica de dominio espectral (Heidelberg Engineering, Alemanha), que foi adaptado
para o uso animal. As pupilas dos animais foram dilatadas com colirio de tropicamida
1 % 15 min antes do inicio do exame, e 0s animais foram posicionados sobre um

suporte de isopor adaptado ao tomografo (Figura 26).
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Figura 26 — Adaptacédo do tomdégrafo Heidelberg Engineering para uso animal.

Fonte: da autora.

Os guadrantes temporal, nasal e superior da retina foram analisados usando o nervo
Optico e os vasos da retina como pontos de referéncia, sendo que cada escane foi
registrado a um angulo de 30 graus, com uma resolucdo 6ptica de 3,5 mm. Para a
analise da angiografia, o colirio de tropicamida foi reaplicado e 300 uL de uma solugao
a 10 % de fluoresceina foram injetados em uma das veias caudais do animal,
utilizando agulha 0,30 x 13mm acoplada a uma seringa (Figura 27). A angiografia foi
realizada logo ap6s a tomografia, sob efeito da mesma anestesia e sedacdo, nos

animais previamente selecionados.
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Figura 27 — Injecdo intravenosa de uma solu¢ao a 10 % de fluoresceina, na cauda do rato para

analise de angiografia.

Fonte: da autora.

7.6 Avaliagao histoldgica

Para a avaliacdo histologica, no 14° dia de experimentacdo, os animais foram
eutanasiados com superdosagem de anestésico (270:30 cetamina/xilazina mg/kg) via

intraperitoneal e os olhos preparados para a analise, conforme descrito no item 5.6.

7.7 Resultados e discussao

7.7.1 Avaliagéo clinica

A analise do fundo de olho, ou ofalmoscopia direta, € um exame clinico que permite
avaliar qualitativamente o aspecto macroscoépico de uma regido da retina e do nervo
optico. Atualmente, o uso de smartphones como oftalmoscopios vem sendo difundido
devido a alta resolucdo das imagens e praticidade (PUJARI, 2021) .

O aspecto da retina foi avaliado pela andlise do fundo do olho dos animais apés as

injecdes intravitreas de PBS (controle) ou leuc-a. A Figura 28 apresenta imagens
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representativas obtidas para o controle e as diferentes doses testadas nos periodos
de sete e 14 dias apos as injecoes.

Figura 28 - Imagens do fundo de olho de ratos Wistar nas doses de 12,5, 25, 50 e 100 pg/mL

nos periodos pré injecdo, 7 e 14 dias apds as inje¢des intravitreas.

Controle

12,5 pg/mL

25 pg/mL

Leuc-a

50 pg/mL

100 pg/mL

A imagem correspondente ao controle exibe uma retina saudavel, com sua coloracéo
natural e homogénea, vermelho-alaranjada, e vasos sanguineos que se projetam
radialmente a partir do nervo 6ptico; a cabeca do nervo éptico € macroscopicamente
visivel como um disco de cor rosada (BEHAR-COHEN et al., 2020).

Ao comparamos as imagens referentes a administracdo da leuc-a com o controle,
podemos notar dois aspectos: o primeiro é que todas as doses testadas apresentaram
algum sinal de toxicidade, seja no periodo de sete ou 14 dias, ou em ambos; o
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segundo € que as lesdes de 14 dias apresentaram uma melhora discreta em relacéo

as de sete dias.

Ao contrario do resultado obtido no primeiro bloco de avaliagdo da toxicidade, neste
caso, todas as doses apresentaram algum tipo de alteragdo, como indicado pelas
setas verdes nas imagens. Essas alteracdes envolvem opacificagéo e, principalmente,
eventos vasculares como vasodilatacdo e hemorragia. Foram expostas duas imagens
representativas de cada dose com o intuito de mostrar que, para uma mesma dose,
alguns animais apresentaram sinais de toxicidade, enquanto outros ndo, de modo que
essa variacao de resposta ocorreu em todos os grupos de tratamento. Além disso, h&
uma sugestao de que a toxicidade é mais intensa na fase aguda, com sete dias de

exposicao dos olhos dos animais a leuc-a.

De fato, outras questdes podem ter relacdo com os eventos observados. A injecdo
intravitrea, quando néo tdo bem executada, pode lesionar a coroide e a retina, levando
a uma hemorragia, como também pode provocar catarata, caso a agulha atinja o
cristalino, além da possibilidade de instalacéo de processo inflamatério decorrente de
uma infeccdo (GUPTA; SUN; SILVA, 2018). Existe, ainda, a possibildade de perda de

gualidade das imagens em decorréncia da técnica e do aparelho empregados.

Diante de todas as variaveis, é desafiador concluir a origem das altera¢des apontadas,
de modo que podemos considerar, também, uma combinacédo de fatores. No entanto,
hé& fortes indicios da toxicidade da leuc-a, devido a intensidade com que esses eventos
vasculares e hemorragicos ocorreram, e que nao aparentam ser dose-dependentes.
Assim, buscamos, com 0s experimentos seguintes, investigar mais detalhadamente

as caracteristicas dessas lesoes.

7.7.2 Fundo de olho, OCT e angiografia por fluoresceina

Os resultados apresentados nesta secéo sédo decorrentes de exames realizados em
sequéncia e no mesmo equipamento. Apds a abordagem dos fundamentos de cada
exame, os resultados, que sdo complementares, serdo apresentados e discutidos

concomitantemente, a fim de tornar a interpretacéo das analises mais contundente.
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O tomografo Heidelberg Engineering € um equipamento de alta tecnologia que
possibilita a obtencdo de fotografias de fundo de olho em diferentes comprimentos de

onda, bem como a realizacado do exame de OCT e a angiografia por contraste.

As fotografias de fundo de olho obtidas por esse equipamento sédo capazes de replicar
a visdo da retina que o médico tem quando examina o paciente pela oftalmoscopia.
Como os vasos sanguineos absorvem mais energia do que os tecidos adjacentes, €
possivel mapear o fundo do olho de acordo com a intensidade da luz refletida. Para
as nossas analises, utilizamos o modo de otencdo das imagens em cores e em
infravermelho; enquanto as imagens em cores sao mais faceis de interpretar e
mostram as caracteristicas dos vasos e altera¢des vasculares, por meio das imagens
em infravermelho é possivel visualizar a circulacéo capilar de forma mais nitida, devido
ao contraste maior (SPAIDE et al., 2018). Na Figura 29 observamos o aspecto do

fundo de um olho saudavel.

Figura 29 — Fotografia do fundo do olho de um rato Wistar saudéavel, utilizando o OCT, sendo

(A) em cores e (B) em infravermelho.

Fonte: da autora.

A OCT é uma técnica ndo invasiva que produz secc¢des transversais e bidimensionais
da retina, com alta resolugéo. Esse exame tem alto valor na oftalmologia, uma vez
que ele possibilita o diagnostico precoce de distarbios ou alteracdes oculares e,

também, do sistema nervoso central (EUGENIA et al.,, 2018), podendo fornecer
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informacgdes quantitativas, como espessura das camadas da retina, ou qualitativas,
como lesbes e aspectos morfolégicos (MICIELI; NEWMAN; BIOUSSE, 2019). A
Figura 30 demonstra a disposicédo das camadas de uma retina saudavel pela OCT.

Figura 30 — Principais camadas de uma retina saudavel evidenciadas em umaimagem de OCT

daregido macular.

Fotorreceptores

Camada de células
ganglionares Camada plexiforme

interna '.4

Camada plexiforme
externa

Camada nuclear
interna

Fonte: adaptado de (MICIELI; NEWMAN; BIOUSSE, 2019).

A angiografia é um exame de imagem invasivo também bastante atil no diagnéstico
precoce de desordens vasculares no olho, uma vez que a inje¢cdo sistémica de um
contraste permite avaliar detalhadamente e com alta resolucdo as caracteristicas
macro e microvasculares do fundo do olho, apontando altera¢des, como obstrucées

de vasos, aneurismas, isquemia e hemorragia (CAl et al., 2020; JIANG et al., 2018).

A fluoresceina e a indocianina verde (ICG) s@o os contrastes mais utilizados na
angiografia ocular. A fluoresceina é uma molécula hidrossoluvel, com pico de
absorcdo em 490 nm, que se liga rapidamente as proteinas plasmaticas e permeia
pelas paredes vasculares. O tamanho molecular desse composto impede a sua

passagem através das juncdes endoteliais dos vasos sanguineos da retina, permitindo
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uma difusdo rapida nos compartimentos de fluidos (S et al., 2021). J4 a ICG é um
corante de iodeto fluorescente, relativamente atoxico, com pico de absor¢cdo em 832
nm. A elevada taxa de ligacao a proteinas plasméticas de alto peso molecular faz com
que a IGC permanega no espaco intravascular, sem conseguir penetrar nas
fenestracdes capilares, o que a torna ideal para avaliar a perfusédo tecidual da coroide.
Como a trama capilar da retina ndo possui fenestracdes, os contrastes nao
extravasam dos vasos para os tecidos adjacentes, enquanto, na coroide, essas
substancias ficam livres para transitarem entre 0s compartimentos intra e
extravasculares (BRANCATO; TRABUCCHI, 1998; REINHART et al., 2016). Nos
experimentos desta secdo foi usada apenas a fluoresceina por razbes de

disponibilidade no momento do experimento.

De uma maneira geral, assim como observado no exame de oftalmoscopia direta,
animais de todos os grupos de desafio com a leuc-a apresentaram alteracdes
predominantemente agudas ao serem comparadas as analises entre sete e 14 dias.

Na Figura 31 estdo imagens de fundo de olho, angiografia e OCT de um animal

controle.
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Figura 31 — Imagens de fundo de olho em (A) cores e em (B) infravermelho; (C) angiografia por

fluoresceina e (D) e (E) OCT do olho de um rato Wistar controle.

Vaso sanguineo

A Figura 31 mostra o fundo de olho desse animal (A) em cores e em (B) infravermelho,
revelando um aspecto saudavel, com vasculatura integra, de modo que as veias e
artérias saem radialmente do disco 6ptico, enquanto a microvasculatura € mais fina e
tortuosa e se espalha como ramificacées dos vasos principais. A coloracéo natural do
fundo do olho pode variar entre as diferentes espécies e etnias humanas, sendo que
ela é um reflexo da concentracdo de melanina presente no RPE e nos melandcitos da
coroide, e de hemoglobina nos vasos retinianos e coroidais (RAMSAMY;
ARUNAKIRINATHAN; COOMBES, 2017). A imagem de angiografia por fluoresceina
(Figura 31-C) revela os detalhes do aspecto e da circulacdo da retina, reproduzindo
as caracteristicas vistas no exame de fundo de olho, e, pela OCT, é possivel observar
as camadas da retina, organizadas e integras, como apontado nas Figuras 31-D e E.
Os trés resultados em conjunto fazem um mapeamento detalhado das condicdes

fisiol6gicas da retina.

Dentre as diversas alteracbes e lesdes que podem ocorrer na retina, podemos citar
algumas mais comuns, como obstru¢do de um vaso sanguineo, isquemia, hemorragia,

presenca de infiltrado inflamatorio e descolamento seroso da retina, no qual ndo ha
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perda da integridade do tecido. Algumas dessas alteracdes foram observadas nos
animais desafiados com a leuc-a, em diferentes doses. Em todos os grupos de
tratamento houve animais saudaveis, sem alteracfes apos a injecao, e animais com
algum tipo de alteragdo clinica, de tal forma que serdo apresentadas nas figuras
seguintes imagens representativas de animais saudaveis e acometidos dentro de

cada grupo.

A Figura 32 contém imagens referentes as analises do grupo um, em que 0s animais

receberam a dose de 12,5 pg/mL de leuc-a.

Figura 32 - Imagens representativas de fundo de olho em (A) e (E) cores e em (B) e (F)
infravermelho; (C) angiografia por fluoresceina e (D) e (G) OCT dos olhos de ratos Wistar do

grupo um, sete dias apds as inje¢des intravitreas de leuc-a.

As Figuras A-D mostram um animal saudavel 'desse grupo, sem qualquer alteracéo
retiniana em todas as andlises, sendo que as imagens se assemelham aquelas do
animal controle. JA nas Figuras 32-E e F, com sete dias, observamos uma
vasodilatacao acentuada, apontada pelas setas de cor rosa, sendo um possivel foco
de hemorragia. Na imagem de OCT (Figura 32-G), a linha rosa destaca, logo acima,
a camada nuclear externa da retina, que se encontra disforme e danificada. A seta

indica um possivel descolamento parcial da membrana hialoide do vitreo, que ocorre
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qguando a parte posterior do vitreo, em contato intimo com a retina, descola-se e

aparenta estar “flutuando” na cavidade vitrea.

A Figura 33 representa 0 mesmo animal 14 dias apés a administracao da leuc-a.

Figura 33 —Imagens representativas de fundo de olho em (A) cores e em (B) e (D)
infravermelho, e (C) e (E) OCT dos olhos de ratos Wistar do grupo um, 14 dias apds as injecfes

intravitreas de leuc-a.

Houve uma reducdao significativa do calibre do vaso sanguineo apontado pelas setas
(Figuras 33-A e B), mas, em contrapartida, outros focos de hemorragia surgiram nas
periferias da retina. Na Figura 33-C, a linha tracejada delimita o ponto em que
observamos a destruicdo da camada nuclear externa (a esquerda da linha); além
disso, a Figura 33-D mostra uma regido da retina lesionada e praticamente
descelularizada, sem camadas definidas e também com o descolamento hialdide do

vitreo, apontado pelas setas.
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Devido ao estado do olho do outro animal, ndo foi possivel realizar as analises de

imagem correspondentes de 14 dias (Figura 33-E).

A Figura 34 contém imagens referentes as analises do grupo dois, em gque 0s animais
receberam a dose de 25 pg/mL de leuc-a.

Figura 34 —Imagens representativas de fundo de olho em (A) e (F) cores e em (B) e (G)
infravermelho; (C), (D), (H) e (l) angiografia, e (E) e (J) OCT dos olhos de ratos Wistar do grupo
dois, sete dias ap6s as injecdes intravitreas de leuc-a.

9
&
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Assim como no grupo anterior, esse grupo também apresentou animais que nao
tiveram alteracOes retinianas, como mostrado pelas Figuras 34-A-E. Por outro lado,
as imagens de fundo de olho de um outro animal (Figuras 34-F e G) tém regifes de
hemorragia e petéquias destacadas; a angiografia (Figuras 34-H e |) evidencia
regides intensas de hemorragia, que aparecem como manchas pretas. Da mesma
forma, a OCT (Figura 34-J) revela a presenca de infiltrado inflamatério na retina,

representado por pequenos pontos brancos, que estdo em destaque.
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Apos 14 dias, apesar da intensidade ser menor, os focos de hemorragia ainda séo
observados tanto pelo fundo do olho (Figuras 35-A e B), quanto pela angiografia
(Figura 32-C). Pela OCT destacamos o infiltrado inflamatério (Figura 35-D) e perda
de definic&o e reducéo da espessura das camadas da retina, como indicado pela seta
(Figura 35-E).

Figura 35 — Imagens representativas de fundo de olho em (A) cores e em (B) infravermelho; (C)
angiografia e (D) e (E) OCT dos olhos de ratos Wistar do grupo dois, 14 dias apés as injecdes

intravitreas de leuc-a.

Na Figura 36 estdo representadas as andlises do grupo trés, no qual os animais
receberam a dose de 50 pg/mL de leuc-a.
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Figura 36 — Imagens representativas de fundo de olho em (A) e (G) cores e em (B) E (H)
infravermelho; (C), (D) e (I) angiografia, e (E), (J) e (K) OCT dos olhos de ratos Wistar do grupo
trés, sete dias apés as injegcdes intravitreas de leuc-a.

Pela angiografia de sete dias (Figuras 36-C e D), ndo percebemos alteracdes
vasculares em nenhuma das imagens; no entanto, 0s pontos mais escuros, indicados
pelas setas, sdo areas de hipofluorescéncia, que pode ter diferentes causas. Segundo
Brancato e colaboradores (1998), esse fenébmeno pode estar relacionado a auséncia
da fluoresceina regido como consequéncia da falta de perfusdo ou auséncia de tecido
(BRANCATO; TRABUCCHI, 1998). Uma outra explicacéo poderia ser a presenca de
hemorragia sob o EPR, que bloqueia a fluorescéncia. A OCT (Figura 36-E) revela
focos de infiltrado inflamatorio no tecido. Ja nas Figuras 36-G-I, também de sete dias,
esta evidenciado um vaso hiperdilatado, com indicios de hemorragia, proximo ao
nervo optico. Isso refletiu também nas imagens de OCT (Figura 36-K), em que, além

das células inflamatdrias, ha irregularidades nas camadas retinianas.

Uma imagem obtida nas analises de 14 dias (Figura 37) indica um descolamento

seroso da retina, no qual ndo ha perda da integridade (rasgo) do tecido, podendo ser
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causado, por exemplo, por inflamacdes ou acumulo de fluido sob a retina
(CHRONOPOULOS et al., 2021; VAN DIJK; BOON, 2021).

Figura 37 —Imagens representativas de fundo de olho em (A) e (G) cores e em (B) e (H)
infravermelho; (C), (D) e (I) angiografia, e (E), (J) e (K) OCT dos olhos de ratos Wistar do grupo
trés, 14 dias ap6s as injegdes intravitreas de leuc-a.

As Figuras 37-G-l mostram que o vaso dilatado e hemorragico permanece, enquanto
um corte de OCT que passa pelo disco optico (Figura 37-J) revela um tecido bastante

alterado e danificado, com regides de descelularizacdo e achatamento.

Por fim, a Figura 38 mostra os resultados do grupo quatro, no qual os animais
receberam a dose de 100 pug/mL de leuc-a.
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Figura 38 —Imagens representativas de fundo de olho em (A) e (F) cores e em (B) e (G)
infravermelho; (C), (D), (H) e (l) angiografia, e (E) e (J) OCT dos olhos de ratos Wistar do grupo

guatro, sete dias ap6s as injegdes intravitreas de leuc-a.
A l
C l
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Nas Figuras 38-A e B estdo destacados eventos hemorragicos que, pela angiografia
(Figuras 38-C e D), aparecem como um ponto de hipofluorescéncia. A imagem de
OCT (Figura 38-E) indica uma perturbacdo das camadas mais internas da retina, que

se apresentam degeneradas.

Com 14 dias os eventos hemorragicos se mantiveram, mas com um extravasamento
maior da fluoresceina sob o ponto de bloqueio do fluxo sanguineo. Ao contrario do
esperado, alguns animais que receberam a dose mais alta da leuc-a também néo
apresentaram alteracdes significativas na retina como sinal de toxicidade, como

demonstrado na Figura 39.
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Figura 39 —Imagens representativas de fundo de olho em (A) e (F) cores e em (B) e (G)
infravermelho; (C), (D), (H) e (l) angiografia, e (E) e (J) OCT dos olhos de ratos Wistar do grupo
guatro, 14 dias ap6s as injegdes intravitreas de leuc-a.

7.7.3 Avaliagéo histolégica

A avaliacao da arquitetura da retina foi realizada a partir de cortes histologicos, cujas

imagens representativas estdo apresentadas na Figura 40.
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Figura 40- Microscopia 6ptica de retina de rato corada por HE no tempo de 14 dias apés a

injecdo intravitrea de (A) veiculo; (B) Leuc-a 12,5 ug/mL; (C) Leuc-a 25 pg/mL; (D) Leuc-a 50

pg/mL; (E) Leuc-a 100 pg/mL.
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Assim como observado nas analises clinicas, todos os quatro grupos de tratamento
apresentaram tanto regides da retina saudaveis quanto regifes danificadas ou que
reproduzem os resultados anteriores. Na Figura 40-B, correspondente ao grupo um
(12,5 pg/mL de leuc-a), apesar das camadas celulares se mostrarem integras e
organizadas, a seta aponta para uma regiao da retina em gue houve um descolamento
da camada de células fotorreceptoras do EPR. A Figura 40-C, representativa do grupo
dois (25 pg/mL de leuc-a), € marcada por variacdes de espessura das camadas
retinianas, principalmente a camada plexiforme interna, assinalada com um asterisco,
e a camada nuclear externa, assinalada com dois asteriscos. Isso esta associado a
uma arquitetura desorganizada. Pela histologia, o grupo trés (50 pg/mL de leuc-a)
apresentou um alto grau de degeneracéo (Figura 40-D), em que a linha pontilhada
delimita o inicio de uma completa destruicdo da camada nuclear interna da retina,
assinalada com um asterisco. Além disso, houve descolamento da camada

fotorreceptora em relacdo ao EPR e deste em relacdo a coroide. A Figura 40-E,
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representante do grupo quatro (100 pg/mL de leuc-a), apresenta a arquitetura da
retina preservada, mas com um vaso de caracteristica anormal, indicado pela seta.
Esse vaso, que se encontra na coroide, é mais calibroso e com o limen maior que o

normal.
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8 ETAPA EXPERIMENTAL 5: AVALIACAO DA TOXICIDADE DA MAIOR DOSE
TESTADA DA LEUC-A IN VIVO EM RATOS PIGMENTADOS LONG EVANS
PELOS EXAMES DE OCT E ANGIOGRAFIA
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Os experimentos contidos nessa secao foram realizados durante o periodo de
doutorado sanduiche em Paris, Franca, no laboratério de Physiopathologie des
maladies oculaires: innovations thérapeutiques, sob orientagdo da Profa. Dra.
Francine Behar-Cohen. Cronologicamente, essa etapa ocorreu logo apds os
experimentos da secdo 5, em que apenas a dose mais alta, de 100 pg/mL de leuc-a
apresentou toxicidade. Assim, optamos por avaliar apenas essa dose, de modo a
investigar as causas possiveis de toxicidade e hemorragia oculares. As etapas

envolvidas no desenvolvimento dessa se¢ao estdo demonstradas na Figura 41.

Figura 41 — Protocolo experimental da avaliacdo da toxicidade da maior dose testada da leuc-a

in vivo em ratos Long Evans pelos exames de OCT e angiografia.
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8.1 Animais

Foram utilizados ratos machos Long Evans, pesando aproximadamente 250 g,
adquiridos no Centre d’Exploration Fonctionelle (CEF) do Centre de recherche des
Cordeliers (Paris, Francga), onde essa etapa experimental foi realizada. Os animais
foram mantidos em gaiolas, alimentados com racéo e agua ad libitum, com ciclo claro-
escuro respeitado. Todos os procedimentos experimentais com animais foram
realizados em conformidade com as normas da resolucdo para uso de animais em
pesquisa da ARVO. Os protocolos dos sistemas em avaliacdo foram aprovados pelo
Réglementation et le Dispositif Ethique de I’éxperimentation Animale sob protocolo
C03-320 (ANEXO 11).
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8.2 Materiais

- Leuc-a, produto natural purificado da serpente Bothrops leucurus, cedido pela
FUNED.

- Cloridrato de de cetamina (Dopalen®, Sespo Industria e Comércio, Brasil).
- Cloridrato de xilasina (Anasedan®, Sespo Industria e Comércio, Brasil).

- Cloridrato de tetracaina 1%.

- Cloridrato de fenilefrina 0,1% (Anestésico colirio®, Allergan, EUA).

- Mydriacyl® (Alcon, EUA).

- Fluoresceina 10 % (Fluocyne®, SERB, Franca).

- Indocianina verde (SERB, Franca).

- Agulha ultra fine Il 0,3 mm (BD, Brasil).

- Agua ultrapura (Mili Q® plus, Merck Millipore, EUA).

- Anticorpo NG-2 132.98 - sc33666 (Santa Cruz Biotechnology, Franca).

- Anticorpo CD31 TLD-3A12 (BioRad, EUA).

- Anticorpo IBA-1 (FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, EUA).

- Microscoépio de fluorescéncia AXIO SCAN Z1 (Zeiss®, EUA).

- Tomdgrafo de coeréncia dptica (Micron I1®, Phoenix Research Labs, EUA).

8.3 Injecdes intravitreas das solucdes de leuc-a

As injecOes intravitreas foram realizadas em olhos de ratos adultos machos da
espécie ndo pigmentada Long Evans, seguindo os mesmos procedimentos descritos
anteriormente (topico 8.1.2.1). Foram utilizados 12 animais, divididos entre 0s grupos
controle e tratamento (n=6), sendo que o0s animais receberam nos olhos direitos
injecdes de 5 uL da solucéo de 100 pg/mL de leuc-a, ou 5 pL de PBS pH 7,4 estéril
para os animais controle. O calculo da concentracéo de trabalho também foi 0 mesmo

ja descrito.
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8.4 OCT e angiografia por fluoresceina e indocianina verde

As analises in vivo da retina por OCT foram realizadas conforme descrito no
procedimento anterior (tépico 8.1.2.2). Para a analise da angiografia, o colirio de
tropicamida foi reaplicado, sendo que foram injetados 100 puL de uma solugéo a 10 %
de fluoresceina (Fluocyne, SERB, Franca) e 200 uL de indocianina verde (25 mg/10
mL), SERB, Fran¢ca) em uma das veias caudais do animal, utilizando agulha 0,30 x 13
mm acoplada a uma seringa. A angiografia foi realizada logo apos a tomografia, sob

efeito da mesma anestesia e sedagéo, em todos os animais.

8.5 Imunohistoquimica em montagens planas da retina

No 28° dia de experimentacado, apds as analises de OCT e angiografia, os olhos dos
animais foram enucleados e fixados em paraformaldeido 4 % por 1 h antes da
dissecacdo dos olhos. Nesse processo, as neurorretinas foram recuperadas e
seccionadas parcialmente em quatro pontos, como se formassem uma flor de quatro
pétalas, a fim de ficarem planas. ApGs passarem pelos processos de lavagem e
bloqueio, as neurorretinas foram incubadas em 100 pyL do anticorpo primario
overnight, a 4 °C. Em seguida, ap6s as lavagens, foram adicionados 100 uL dos
anticorpos secundarios nas suas respectivas amostras, com uma diluicdo de 1:200,
por 3 h sob agitacdo. Mais uma vez as amostras foram lavadas e cada neurorretina
foi posicionada entre duas laminulas antes de ser colocada sobre uma lamina para

analise microscopica. A relacdo dos anticorpos utilizados esta exposta no Quadro 3.
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Quadro 3 — Relacao dos anticorpos utilizados para avaliacdo das neurorretinas de ratos Long

Evans pela técnica de imuno-histoquimica.

Anticorpo Alvo biolodgico
primario
IBA-1 Micrdglia e macrofagos
NG-2 Pericitos, lamina basal do

endotélio dos capilares
CD-31 Células endoteliais, plaguetas e

leucdcitos

8.6 Resultados e discussao

Anticorpo
secundario
Anti-coelho

Anti-camundongo

Anti-rato

8.6.1 OCT e angiografia por fluoresceina e indocianina verde

Cor

Violeta

Vermelho

Verde

A Figura 42 representa um animal controle. A OCT (Figura 42-A) destaca todas as

camadas da retina, que se apresentam bem delimitadas e integras. As imagens de

angiografia (Figura 42-B) revelam a vasculatura caracteristica de um olho saudavel e

evidenciam (Figura 42-C) a microvasculatura da coroide.

Figura 42 — Imagens representativas de (A) OCT e (B) e (C) angiografia do olho de um rato

Long Evans controle.
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O periodo de sete dias também se mostrou com maior toxicidade nesse estudo, e a

Figura 43 mostra imagens representativas dos resultados.

Figura 43 —Imagens representativas de (A) e (C) OCT e (B) e (D) angiografia dos olhos de ratos

Long Evans, sete dias ap0s as injecfes intravitreas de leuc-a.

A Figura 43-A, que possui baixa qualidade devido ao estado clinico em que o olho se
encontrava, mostra camadas celulares com pouca delimitacdo, além de um
descolamento de retina, indicado pela seta; j& a outra imagem de OCT (Figura 43-C)
destaca um foco de infiltrado inflamatorio. Na angiografia (Figura 43-B) a seta aponta
para pequenos pontos de hiperfluorescéncia, assim como na Figura 43-D, em que ha
um foco hiperfluorescente em um vaso, podendo indicar neovascularizacdo. A
hiperfluorescéncia pode se originar pelo acumulo de fluoresceina nos espacos entre
o0 EPR e a membrana de Bruch, devido ao descolamento focal do EPR (BRANCATO,;
TRABUCCHI, 1998).

No periodo de 14 dias foi realizada apenas a imagem de angiografia, uma vez que o
anico objetivo era verificar as condicbes da vasculatura do fundo dos olhos. Pelas
imagens (Figura 44) pode-se perceber uma reducédo consideravel dos pontos de

hiperfluorescéncia.
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Figura 44 - Imagens representativas das angiografias dos olhos de ratos Long Evans, 14 dias

apos as injegOes intravitreas de leuc-a.

Com 28 dias, praticamente ndo foram verificadas alteracfes vasculares (Figura 45);
no entanto, a OCT revela camadas celulares pouco definidas e reducao da espessura
da retina em alguns pontos (Figura 45-C).

Figura 45 - Imagens representativas de (A) e (C) OCT e (B) e (D) angiografia dos olhos de ratos

Long Evans, 28 dias ap0s as injec8es intravitreas de leuc-a.
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De modo geral, as manifestacdes da toxicidade da leuc-a apresentaram carater mais
agudo, por volta de sete dias apos as injecdes intraoculares, e foram arrefecendo com

0 passar dos dias.

8.6.2 Imuno-histoquimica em montagens planas da retina

A imuno-histoquimica por fluorescéncia € uma técnica que explora a ligacédo
especifica entre um antigeno e um anticorpo para detectar e localizar antigenos
especificos em células e tecidos, sendo detectadas e examinadas por microscopios
de fluorescéncia. Em geral, os anticorpos monoclonais sdo os de escolha, uma vez
que eles visam um Unico epitopo e tendem a ser mais especificos; em contrapartida,
0s anticorpos policlonais, que se ligam a diferentes epitopos, sdo mais sensitivos. No
método indireto de analise, utilizado no nosso experimento, o anticorpo primario se
liga ao epitopo do antigeno-alvo e, em seguida, o anticorpo secundario, que €
marcado e fluorescente, se liga ao primério, permitindo a amplificacdo do sinal
(MAGAKI et al., 2019).

O IBA-1 (do inglés ionized calcium-binding adapter molecule 1) é o marcador
microglial (macréfagos) mais usado na imuno-histoquimica, ou seja, ele marca as
céluals de defesa do sistema nervoso central e, consequentemente, da retina. Células
positivas para IBA-1 também séo encontradas ap0s eventos isquémicos: os achados
histopatolégicos em um infarto cerebral isquémico subagudo, fase II, incluem a
infiltracdo de macrofagos (LIER; STREIT; BECHMANN, 2021; SCHWABENLAND et
al., 2021).

O NG-2 é um antigeno proteoglicano nervo-glial que atua como uma proteina
transmembrana do tipo I, envolvida na proliferacdo e migracéo celular. Essa proteina
€ expressa, principalmente, em pericitos, que sao células do sistema nervoso central
gue envolvem o endotélio dos vasos sanguineos e atuam na regulacédo do calibre
vascular e do fluxo da microcirculacdo retiniana, além da reparacdo dos vasos
sanguineos (BOEWE et al., 2022).

O CD-31 (também conhecido como PECAM-1, do inglés platelet/endothelial cell

adhesion molecule-1) € um receptor de membrana glicosilado, expresso por
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leucdcitos, plaquetas e células endoteliais. Por ser a glicoproteina mais abundante no
endotélio vascular, o CD-31 € um antigeno comumente utilizado para identificar vasos
sanguineos. Em condicdes fisiologicas, o CD-31 € expresso constitutivamente e
exclusivamente nas células que interagem na interface do vaso sanguineo, sendo
necessario para manter a homeostase na circulacédo (CALIGIURI, 2020). Além disso,
o CD-31 atua diretamente na permeabilidade vascular e pode ter papel importante em
processos como trombose, inflamacgé&o e resposta imune (LERTKIATMONGKOL et al.,
2016).

Esses trés antigenos foram escolhidos para avaliar, principalmente, os efeitos diretos
da leuc-a nos vasos sanguineos da retina e a ativagdo microglial como sinal de
inflamacdo. A imuno-histoquimica é uma técnica que tem carater qualitativo e
semiquantitativo; no caso deste estudo, sdo apresentadas imagens da retina plana
representativas do grupo controle e do grupo desafiado com a leuc-a, a titulo de

comparacao qualitativa, como disposto na Figura 46.
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Figura 46 - Imagens representativas do ensaio de imuno-histoquimica em montagens planas

daretina. As imagens (A), (D) e (G) correspondem ao grupo controle; as imagens (B), (E), (H),

(©), (F) e (I) correspondem a animais do grupo tratado com a leuc-a. A cor roxa representa a
marcagdo com o anticorpo para IBA-1; a cor vermelha representa a marcag&o com o anticorpo

para NG-2; e a cor verde representa a marcagdo com o anticorpo para CD-31.

.
..
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As figuras em roxo (Figuras 46-A-C) representam a marcacao da microglia pelo IBA-
1. Considerando um contexto de inflamacdo provocado pela leuc-a, baseado nos
resulados anteriores, € de se esperar que as retinas dos animais tratados apresentem
flurorescéncia mais intensa em relacdo ao controle, uma vez que a ativagdo das
células de defesa (microglia) se da em virtude da inflamacéo do tecido. A Figura 46-
A, referente ao controle, tem fluorescéncia mais intensa em relacdo a um dos animais
tratados (Figura 46-B), mas menos intensa em relagdo ao outro animal tratado
(Figura 46-C). Apesar de inconclusivo, esse resultado aponta para uma possivel

ativacdo microglial frente a exposicéo pela leuc-a.

As figuras em vermelho (Figuras 46-D-F) representam a marcacdo dos pericitos do
endotélio pelo NG-2. Em um tecido saudavel, os pericitos, que atuam na estabilidade
vascular, estdo presentes em maior concentracdo do que em estados patoldgicos.
Isso justifica a maior intensidade de fluorescéncia no animal controle (Figura 46-D)
em comparacao aos animais tratados (Figuras 46-E e F). O mesmo se aplica ao CD-
31 (Figuras 46-G-l), que esta relacionado com a integridade do endotélio vascular;
em um contexto de toxicidade, a concentracao e, logo, a intensidade da fluorescéncia,
sdo menores (Figuras 46-H e |) em relacdo ao tecido saudavel de um animal controle
(Figura 46-G).

Segundo Gutierrez e colaboradores (2016), estudos imunohistoquimicos revelaram
que as MPVSs P-Il e P-lll se ligam preferencialmente & microvasculatura quando
aplicadas em tecido murino e apresentam um padrdo de localizacao no colageno IV e
nas paredes vasculares. Em contrapartida, as MPVSs, como a leuc-a, apresentam
uma localizagdo mais espalhada pela matriz extracelular, e ndo concentrada nos

vasos.

Esses resultados corroboram os dados anteriores, apontando para um efeito vascular

toxico da leuc-a na retina dos olhos de ratos.
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9 ETAPA EXPERIMENTAL 6: AVALIACAO DA HIDROLISE DA MATRIGEL PELA
LEUC-A E ANALISE POR WESTERN BLOTTING
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As etapas envolvidas no desenvolvimento dessa secdo estdo demonstradas na

Figura 47.

Figura 47 — Protocolo experimental da avaliacdo hidrélise da matrigel pelaleuc-a e analise por

western blotting.

1 2 3
Preparo das Eletroforese SDS- Analise por
amostras controle PAGE western blotting
e teste com anticorpos
especificos

9.1 Materiais

- Matrigel (Corning, USA).

- Agua ultrapura (Mili-Q® plus, Merck Millipore, EUA).

- Membrana de nitrocelulose (Hybond ECL®, GE Healthcare, USA)

- Aparato para eletroforese vertical (Trans-Blot®, Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

- Chemiluminescence imaging system - ChemiDoc (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

- Anticorpo primario para laminina (NB300-144, Novus).

- Anticorpo primario para nidogénio (AF2570, RD Sistems).

- Anticorpo secundario para proteina G conjugada com peroxidase (P21041, Thermo
Scientific).

- Azul de comassie R-250 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

9.2 Avaliagédo da hidrélise dos componentes da Matrigel pela leuc-a

A Matrigel € uma matriz da membrana basal obtida de células de camundongo
Engelbreth-Holm-Swarm (356234), fornecida pela Corning (Bedford, USA). Para a
avaliacao da degradacédo da Matrigel pela leuc-a, foram preparadas duas amostras: a



116

amostra controle, contendo 5 L de uma solucdo de Matrigel (correspondente a 50
pg) e 10 pL de agua milli-Q, e a amostra teste, contendo uma proporcéo de 50 ug de
matrigel para 1 pug de leuc-a, em agua milli-Q. Apos o preparo, as amostras foram
incubadas por 1 h a 37 °C e, apds esse periodo, a reacao foi parada com a adi¢ao do
tampéao de amostra com reducdo. Em seguida, as amostras foram colocadas na agua

fervente por cinco minutos, ficando prontas para a eletroforese.

As amostras controle e teste foram corridas em um gel de poliacrilamida do tipo SDS-
PAGE (do inglés Sodium Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis), em
gradiente de 5 % a 15 %, usando um aparato para eletroforese vertical (Trans-Blot®,
Bio-Rad, USA). 30 pL das amostras, mais 2 pL do padrédo foram aplicados nas
canaletas do gel seguindo a seguinte ordem, da esquerda para a direira: padréo >
controle > leuc-a. Uma vez finalizada a corrida, o gel foi deixado no tampao de fixacao
por 30 min, sob agitagéo e, em seguida, foi adicionado o corante azul de coomassie
por mais 10 min, para coloracdo das bandas. Os géis foram revelados no aparelho

Chemidoc, e as imagens posteriormente tratadas usando o software Image lab.

9.3 Western blotting

Para a realizacéo do western blotting, as amostras controle e teste foram preparadas
e corridas no SDS-PAGE, conforme descrito no item 10.1.2.1. Em seguida, as
proteinas e seus fragmentos de clivagem foram transferidos para uma membrana de
nitrocelulose, usando o aparto para eletroforese vertical. Apés esse processo, as
membranas foram bloqueadas com PBS Tween® 0,05 % e leite em pé desnatado 5
%, por 1 h sob agitacao, e, logo apds, incubadas com os anticorpos primarios para
laminina (1:5000), colageno IV (1:4000) e nidogénio (1:5000), diluidos em PBS
Tween® 0,05 % e leite em pd desnatado 1 %, por 1 h sob agitagdo. ApoOs as trés
lavagens das membranas com PBS Tween® 0,05 % foram adicionados os anticorpos
secundarios para proteina G (1:5000), também diluidos em PBS Tween®0,05 % e leite
em p6 desnatado 1 %, por 1 h sob agitagdo. As membranas foram, entdo, novamente

lavadas e reveladas no aparelho Chemidoc.
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9.4 Resultados e discussao

9.4.1 Avaliacado da hidrélise dos componentes da matrigel pela leuc-a

As membranas basais sdo matrizes extracelulares aceluladas que se encontram,
principalmente, abaixo das células epiteliais e endoteliais. Essas membranas séo
compostas por lamininas, coldgeno IV, proteoglicanos, fatores de crescimento,

citocinas, quimiocinas e proteases (BENTON et al., 2014).

Matrigel € um derivado biolégico do hidrogel a base de matriz extracelular, purificado
do sarcoma murino Engelbreth-Holm-Swarms (EHS), composto pelas mesmas
proteinas presentes nas membranas basais, que vem sendo utilizado como suporte
para crescimento de células 3D (JOSAN; KAKAR; RAHA, 2021; KAUR et al., 2021).

A Figura 48 representa a membrana de eletroforese revelada, contendo as bandas

das proteinas e seus produtos de hidrolise.

Figura 48 — Avaliacao da degradacéo dos componentes da Matrigel pela leuc-a, por analise

eletroforética.
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As bandas referentes ao controle correspondem as proteinas presentes na matrigel,
que foram separadas de acordo com suas respectivas massas moleculares. Ja na
coluna da amostra é possivel verificar a reducéo da intensidade de algumas bandas,
como por exemplo a de ~100 KDa, o surgimento de outras (~41, 34 e 20 KDa),
correspondentes a produtos de degradacdo, bem como a banda referente a leuc-a
(~23 KDa). Esse resultado indica que houve degradacdo da Matrigel pela leuc-a,
contudo, apenas pela eletroforese ndo é possivel identificar exatamente quais
proteinas foram degradadas e seus respectivos fragmentos proteoliticos.

9.4.2 Western blotting

Western blotting é uma técnica simples e eficaz usada para investigar, entre outras
coisas, interacdes entre proteinas. De maneira geral, as proteinas presentes da
amostra em estudo sdo separadas ao passarem por um gel e transferidas para uma
membrana da nitrocelulose, na qual sdo adicionados anticorpos primarios e
secundarios que se ligardo a proteina-alvo e permitirdo a visualizacdo e quantificacdo
dessa proteina. Trata-se, portanto, de uma técnica que fornece tanto resultados
qualitativos, em que a presenca da proteina-alvo € confirmada por identificacéo visual
da banda, quanto quantitativos, em que a banda pode ser medida para quantificar a
expressado da proteina (PILLAI-KASTOORI; SCHUTZ-GESCHWENDER; HARFORD,
2020).

Assim, realizamos as analises de western blotting com anticorpos especificos para as

proteinas de interesse, como apresentado na Figura 49.
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Figura 49 — Avaliacao da hidrolise dos componentes da Matrigel, sendo (A) laminina, (B)

nidogénio, pela leuc-a, por anélise de western blotting.
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A leuc-a hidrolisou uma banda de aproximadamente 300 kDa, que provavelmente
corresponde a laminina al, mas nao surtiu efeito na laminina 1, de aproximadamente
200 KDa. Além disso, enquanto o nidogénio 1 permaneceu intacto, o nidogénio 2 foi
hidrolisado, dando origem a uma banda de fragmento proteolitico de

aproximadamente 150 KDa.

Outros estudos ja descreveram que muitas MPVSs com pouca ou nenhuma atividade
hemorragica também séo capazes de hidrolisar os componentes da membrana basal
in vitro. A diferenca entre proteases hemorragicas e ndo hemorragicas pode estar
relacionada ao grau de hidrolise de componentes especificos da membrana basal, de
modo que ja foi observado que o colageno IV sofre uma degradagcéo mais acenturada
por proteases hemorragicas em relagdo as ndo hemorrégicas, enquanto a degradacao
da laminina e do nidogénio é mais similar (GUTIERREZ et al., 2016). Essa questio

também foi demonstrada em um outro estudo que comparou a degradacao da Matrigel
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in vitro, indicando que a leuc-a provocou degradagcdo mais lenta e menos intensa do
colageno IV e do percalano, nas mesmas condicbes de analise da BaP1l, uma
protease hemorragica (ESCALANTE et al., 2011).
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10 DISCUSSAO GERAL

A leuc-a € uma MPVS da classe P-I que vem sendo bastante estudada pelo grupo de
pesquisa do Servico de Bioguimica de Proteinas de Venenos Animais da FUNED. O
grande interesse nessa protease estd associado ao seu potencial fibrinolitico, sem
provocar eventos hemorragicos, como jA& demonstrado na literatura. A partir dos
resultados descritos nos estudos conduzidos por Bello e colaboradores (2006) e Agero
e colaboradores (2007), sobre a similaridade entre a mutalisina Il, uma MPVS P-I nédo
hemorragica e com atividade trombolitica (AGERO et al., 2007; BELLO et al., 2006),
e a leuc-a, surgiu a ideia de avaliar uma possivel atividade trombolitica da leuc-a no

tratamento das oclusdes de veia da retina.

Assim, a proposta inicial do projeto seria testar e definir as doses seguras da leuc-a
para uso intravitreo em olhos de ratos saudaveis; em seguida, trabalhariamos no
desenvolvimento de um modelo de oclusdo de veia da retina, no qual testariamos a
eficAcia das doses selecionadas. Na Figura 50 esta representado um resumo de

todas as etapas experimentais que foram desenvolvidas ao longo deste trabalho.

Figura 50 — Esquema geral contendo todas as etapas experimentais.
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Na primeira fase do estudo, verificamos que a viabilidade celular foi significativamente
reduzida em todas as doses testadas de leuc-a em células ARPE-19 pelo método da
sulfarrodamina B (Figura 50 — A). Apesar do resultado aparentemente negativo,
muitas vezes os estudos em células tém efeitos mais exacerbados, uma vez que o
contato direto da substancia a ser testada com a célula, sem nenhum outro

interferente, pode potencializar o efeito, seja de atividade ou toxicidade.

Iniciamos, entdo, os estudos in vivo para avaliar a seguranca do uso da leuc-a nos
olhos de ratos saudaveis nas quatro doses propostas. Em um primeiro momento,
buscamos investigar a seguranca da leuc-a por meio do exame de eletrorretinografia,
e concluimos que apenas a dose mais alta foi suficiente para comprometer a resposta
celular da retina frente aos estimulos luminosos, o que nos deu indicios de que as

outras trés doses poderiam ser seguras (Figura 50 — B).

Os exames de imagem de OCT e angiografia foram realizados em uma outra etapa
com o objetivo de mapear o fundo dos olhos dos animais e investigar possiveis
alteracdes teciduais que n&o sédo vistas no exame de ERG. De fato, diversos sinais de
toxicidade se manifestaram ap6s a administracdo intravitrea da leuc-a; eventos
vasculares, como vasodilatacédo e oclusdo de vasos, descolamento hialoide do vitreo,
descolamento seroso da retina, perda da integridade das camadas retinianas e
presenca de infiltrado inflamatério foram algumas das principais alteracdes vistas. Ao
contrario do observado nos resultados anteriores, esses eventos ocorreram com todas
as doses testadas e de forma ndo homogénea, isto €, todos 0s grupos de tratamento
apresentaram alguns animais com essas alteracbes e outros com aspecto
completamente saudavel e fisiolégico. Considerando que o exame de ERG néo foi
realizado em conjunto com o OCT e angiografia, ndo podemos concluir que 0s eventos
de toxicidade observados nesses Uultimos exames poderiam comprometer a

funcionalidade elétrica das células retinianas.

No entanto, o que mais chamou a atencdo foram os eventos relacionados a processos
hemorragicos, como petéquias e focos maiores e menores de hemorragia em
diferentes regides do fundo do olho (Figura 50 — D). Essas alteracfes, em especifico,
nao eram esperadas, uma vez que a leuc-a € uma proteina ndo hemorragica, como ja
foi elucidado. Sabemos que a leuc-a apresenta diferentes isoformas e que 0 processo
de purificacdo do veneno bruto pode ndo ser capaz de separa-las completamente. Por
isso, a cada nova extracao e purificacao, o potencial hemorragico da leuc-a € testado
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a partir de exposicdes subcutaneas em camundongos, conforme descrito
anteriormente. Sugerimos, entdo, que talvez houvesse uma diferenca na atividade
hemorrégica da leuc-a entre as espécies animais, ja que os testes sao realizados em
camundongos e, N0 N0sSSO caso, usamos ratos como modelo animal. Contudo, ao
realizarmos o teste em um rato Wistar, o resultado foi 0 mesmo: a leuc-a ndo induziu

hemorragia.

Uma das propostas que poderiam justificar esse efeito € a diferenca de composicao
tecidual entre o olho e a pele, na qual os testes de hemorragia séo realizados. Como
ja discutido, as MPVS nao hemorragicas e hemorragicas hidrolisam praticamente os
mesmos constituintes da membrana basal, apenas com intensidades diferentes, e 0
colageno IV mostrou ser o grande diferencial nesse quesito. Escalante et al 2011, por
exemplo, demonstraram que a leuc-a hidrolisa o colageno IV (Figura 50 — E), que é
um dos tipos de colageno mais abundantes nas membranas basais nos olhos
(PONSIOEN et al.,, 2008; REGOLI et al.,, 2020). Além disso, a pele, tanto de
camundongos e ratos quanto de humanos, tem em sua composi¢do os colagenos
tipos | e Ill, majoritariamente (SUNAGA et al., 2017; ZHANG et al., 2019). Esse fator
poderia justificar o fato da leuc-a ndo induzir hemorragia nos testes subcutaneos e
apresentar o efeito oposto quando injetada nos olhos. Esses resultados se
reproduziram quando a leuc-a foi avaliada em ratos ndo pigmentados, o que confere

robustez as andlises realizadas.

A investigacdo da depuracdo do complexo %°™Tc-leuc-a revelou que a protease
permanece intacta na cavidade vitrea por até 6 h (Figura 50 — C). A atividade
radioativa utilizada no estudo ndo nos permitiu ultrapassar 6 h de analise, visto que,
devido ao decaimento do tecnécio-99m no periodo, a relacdo sinal/ruido foi sendo
afetada e comprometeu a qualidade e interpretacdo das imagens em tempos mais
longos. Ainda assim, é possivel dizer que esse tempo de residéncia no olho poderia
ser interpretado como positivo, caso a leuc-a tivesse apresentado efeitos terapéuticos,
ou como negativo, considerando que a intensidade dos efeitos toxicos aumenta
guanto maior for o periodo de exposi¢cdo. De qualquer forma, esse experimento serve
como base para futuras investigacdes do perfil farmacocinético da leuc-a em outros

orgaos e tecidos.
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11 CONCLUSAO

A leuc-a ndo se mostrou segura para 0 uso intraocular com base nas concentracdes
testadas e nas condi¢gbes experimentais deste estudo. Assim, ndo prosseguimos com
a investigacéo da atividade da leuc-a em um modelo de oclusdo de veias da retina.
No entanto, os dados encontrados podem direcionar estudos posteriores acerca dos
aspectos bioquimicos e moleculares envolvidos com suas atividades trombolitica e

hemorragica.
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12 PERSPECTIVAS

Os avancos da ciéncia tém demonstrado cada vez mais a relevancia de estudos
acerca dos produtos naturais presentes na nossa biodiversidade, como os venenos
de serpentes. Mas, apesar do indiscutivel potencial terapéutico dessas substancias,
estudos mais abrangentes e completos sdo necessarios, dada a complexidade
bioquimica dos produtos naturais. Isso fica claro com os resultados apresentados
nesta tese, que divergem de algumas caracteristicas da leuc-a até entdo descritas na

literatura.

De fato, o olho é um 6rgdo bastante complexo e sensivel, de modo que muitos
farmacos e substancias que sdo seguros para outros fins mostram-se téxicos no
ambiente ocular. Portanto, ainda que os resultados ndo tenham sido favoraveis ao uso
da leuc-a para o tratamento das oclusfes de veias da retina (e possivelmente outras
doencas oculares também) nas condicfes experimentais desta tese, existe a
possibilidade de que essa protease seja segura para uso em outros tecidos-alvo e em

outras concentracoes.

Os resultados aqui discutidos sugerem que a classificacdo da leuc-a como néo
hemorragica é relativa, e isso abre o campo de pesquisa para investigar os fatores
bioquimicos responsaveis por essa diferenca de comportamento. O detalhamento ndo
s6 da atividade terapéutica, como também dos efeitos que levam a toxicidade (como
por exemplo os efeitos vasculares apresentados), enriguecem a compreensao acerca

de todo o potencial da leuc-a para usos futuros.
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ANEXO | — Oficio de aprovacéao para experimentacado animal pela Comisséao de

Etica No Uso de Animais

z FUNED

Fundacao
7|7| Ezequiel Dias

COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos gue o projeto intitulado “Awvaliagdo da seguranca da administracdo
intravitrea da toxina Leuc-a e da acdo trombolitica em modelo de oclusido de veia
de retina em olhos de ratos “, registrado com o n® 002/2018, sob a responsabilidade
de Silvia Ligdrio Fialho - que envolve a utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino) - enconfra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009 e com as Resolugbes Nomativas
publicadas pelo Conselho MNacional de Controle da Experimentacio Animal (CONCEA).
Portanto, o projeto foi aprovado pela COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA) da Fundagio Ezequiel Dias, em reunido do dia 20/10/2021.

Finalidade Pesquisa
\igéncia da autorizagBo  [21/10/2021 a 21/10/2022
Espécie/linhagem/raca Rattus norvegicus (Ratos Wistar)

N® de animais 67

Pesolldade 200g/ adultos

Sexo Machos

Origem Biotério de Criagao/Faculdade de Farmacia UFMG

Informac&o aos pesquisadores:

Reiteramos a importdncia deste parecer e lembramos que ofa) pesquisador(a)
responsavel devera encaminhar a CEUA-FUMED o Relatorio Final baseado na
conclusdo do estudo & nas publicagbes decorrentes deste, de acordo com o disposto na
Lein®. 11.794 de 08/10/2008 e Resolugdo Normativa n?. 01, de 09/07/2010 do Conselho
Macional de Controle de Experimentagio Animal-CONCEA. O prazo para entrega do
relatdrio & de até 30 dias apos o encerramento da pesquisa, ou seja, até 21/11/2022.

Belo Horizonte, 21 de outubro de 2021.
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ANEXO Il —= Comprovante de cadastro do projeto no Sistema Nacional de Gestao

do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN)

Ministério do Meio Ambiente .
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Certidao
Cadastro n? AFDCC7C

Declaramos, nos termos do art. 41 do Decreto n° 8.772/2016, que o cadastro de acesso ao patrimonio
genético ou conhecimento tradicional associado, abaixo identificado e resumido, no Sistema Nacional de Gestao
do Patrimbnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado foi submetido ao procedimento administrativo
de verificagdo e ndo foi objeto de requerimentos admitidos de verificagdo de indicios de irregularidades ou, caso
tenha sido, o requerimento de verificagao nao foi acatado pelo CGen.

Namero do cadastro: AFDCC7C
Usuario: Silvia Ligorio Fialho
CPFICNPJ: 035.240.096-03
Objeto do Acesso: Patriménio Genético
Finalidade do Acesso: Pesquisa e Desenvolvimento Tecnolégico
Espécie
Bothrops leucurus
Titulo da Atividade: Administragdo intravitrea da toxina Leuc-a incorporada em lipossomas:
estudos de segurancga e atividade em modelo animal de oclusao de veia de
ratina
Equipe
Silvia Ligorio Fialho FUNED
Luciana Maria Silva Funed
Armando da Silva Cunha Junior UFMG
Eladio Oswaldo Flores Sanchez Funed
Data do Cadastro: 15/03/2018 22:43:25 E E
Situagado do Cadastro: Concluido

Conselho de Gestao do Patrimdnio Genético
Situagao cadastral conforme consulta ao SisGen em 15:58 de 04/09/2018.

\N\Y/ SISTEMA NACIONAL DE GESTAO
DO PATRIMONIO GENETICO
W € DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
ANY/AY  ASSOCIADO - SISGEN
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