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RESUMO

INTRODUCAO: A terapia anti-angiogénica tornou-se o tratamento de primeira
linha para a forma neovascular da degeneracdo macular relacionada a idade. O
Bevacizumabe é uma droga com boa eficacia e custo-efetividade, porém seu
uso nesta doenca ainda € considerado off-label. OBJETIVOS: Avaliar a
toxicidade sobre a retina neurossensorial (RNS) e epitélio pigmentado da retina
(EPR) da injecéo intra-vitrea (IV) de bevacizumabe em olhos de coelhos néo
albinos; avaliar se o0 aumento subito do volume vitreo apds a injecdo IV de
0,1ml de solucdo salina balanceada (SSB) no olho do coelho leva a danos
histologicos na RNS e EPR; e avaliar as complicacdes clinicas pos-operatérias
ap6s a injecdo IV em olhos de coelhos. METODOS: 18 coelhos néo albinos (36
olhos) foram distribuidos em 4 grupos. O grupo controle (3 coelhos — 6 olhos), o
qual ndo recebeu injecdo 1V, foi sacrificado no inicio do estudo. Os trinta olhos
dos 15 coelhos restantes foram distribuidos em 3 grupos (1:1:1): Grupo Placebo
(injecdo IV de 0,Iml de SSB); Grupo 1 (injecdo IV de 1,25mg/0,1ml de
bevacizumabe); e Grupo 2 (injecéo IV de 2,5mg/0,1ml de bevacizumabe). Os
coelhos foram acompanhados por um periodo de 90 dias apds o procedimento,
quando entdo foram submetidos a eutandsia. Todos os coelhos tiveram seus
olhos enucleados e avaliados histologicamente. Foram realizadas avaliacdo
clinica pés-operatdria (inspecdo do segmento anterior e oftalmoscopia binocular
indireta) e avaliacdo histoldgica da morfologia e da espessura das camadas da
RNS e EPR. RESULTADOS: Nao foram observadas complica¢des clinicas pés-
operatorias significantes. A morfologia histolégica e espessura das camadas da
RNS e EPR nao apresentou diferenca significante entre os grupos controle e
placebo, grupo placebo e grupo 1 e grupo placebo e grupo 2. CONCLUSOES:
A injecdo IV de 1,25mg/0,1ml e 2,5mg/0,1ml bevacizumabe n&o leva a
alteracdes histologicas téxicas na RNS e EPR, nem a complicacdes clinicas
pés-operatorias importantes em olhos de coelhos néo albinos. A injecédo IV de
0,1ml de SSB néo leva a danos histologicos ao RNS e ao EPR em olhos de
coelhos n&o albinos.

PALAVRAS-CHAVE: Inibidores da Angiogénese; Degeneracdo Macular;
Neovascularizacao Patoldgica; Mécula Latea; Drogas Anti-
Angiogénicas/Toxicidade; Bevacizumabe
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ABSTRACT

BACKGROUND: Antiangiogenesis therapy has become a first-line treatment for
neovascular age-related macular degeneration (AMD). Bevacizumab has proven
to be efficient and cost effective, however its use in AMD is still off-label.
PURPOSES: Evaluating the histological toxicity of bevacizumab on the
neurosensorial retina (NSR) and the retinal pigmented epithelium (RPE) in
pigmented rabbit eyes; evaluating if a fast increase in vitreous volume after a 0.1
ml balanced saline solution (BSS) intravitreal injection (IVI) in a rabbit eye will
lead to histological damages in the NSR and RPE; and evaluating postoperative
clinical complications after an IVl in rabbits’ eyes. METHODS: Eighteen
pigmented rabbits (36 eyes) were divided into 4 groups — a Control Group (3
rabbits - 6 eyes), which did not receive any IVI; the rabbits were sacrificed at the
beginning of the study. Thirty eyes of the fifteen remaining rabbits were
distributed to three groups: a sham group (S), that received a 0.1 ml balanced
saline solution (BSS) IVI (ten eyes); group 1, that received a 1.25 mg (0.1 ml)
bevacizumab VI (ten eyes); and group 2, that received a 2.5 mg (0.1 ml)
bevacizumab VI (ten eyes). Postoperative clinical evaluation included
inspection of the anterior segment and indirect binocular ophthalmoscopy. The
rabbits were sacrificed 90 days after the procedure and both eyes of all the
rabbits were enucleated. Histological examination of the NSR and RPE were
performed and their morphological features and layer thickness were analyzed.
RESULTS: No significant postoperative clinical complications were observed
either in the neurossensorial retina or in the RPE. Histological morphology and
thickness of the NSR and RPE layers did not differ significantly between BBS-
injected eyes and bevacizumab-injected eyes. CONCLUSIONS: A rapid
increase in vitreous volume, after 0.1 ml BSS 1VI did not lead to any histological
damage in the NSR and RPE in rabbit eyes. After a 90-day follow-up period, a
single Bevacizumab 1.25 and 2.5 mg intravitreal injection did not lead any toxic
damage in the NSR and RPE. No important postoperative complications in
pigmented rabbit eyes were observed and it appears to be a safe procedure for
the treatment of retinal neovascular diseases.

KEYWORDS: Angiogenesis Inhibitors; Macular Degeneration;
Neovascularization, Pathologic; Macula Lutea; Antiangiogenic drugs/Toxicity;
Bevacizumab
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1 INTRODUCAO

A DEGENERACAO MACULAR RELACIONADA A IDADE (DMRI)

A DMRI é a maior causa de perda da visdo central em pacientes com
idade superior a 65 anos de idade na América do Norte e na Europa (KLEIN et
al., 1992; VINGERLING et al., 1995) e corresponde a 8,7% do total das causas
de cegueira no mundo (RESNIKOFF et al., 2004). Ela se apresenta nas formas
seca e Umida ou neovascular. A forma seca corresponde a 85 ou 90% dos
casos (Figura 1), sendo, entretanto, a forma neovascular responsavel por 80%
daqueles com baixa visual grave (perda de seis ou mais linhas de visdo na
acuidade visual medida pela tabela do Early Treatment Diabetic Retinopathy
Study - ETDRS). Esta forma esta ligada ao crescimento de neovasos coroidais
para 0 espaco subretiniano (BRESSLER et al., 1988; AVILA et al., 2000).

(Figura 2)

Figura 1. Desenho esquematico mostrando as alteragfes da forma seca da DMRI. Nota-se a presenca de
drusas abaixo do epitélio pigmentado da retina (cedido por Dr. David Leonardo Cruvinel Isaac).

Introdugdo 16



Figura 2. Desenho esquemético mostrando o crescimento de neovasos coroidais (NVC) para o espaco
subretiniano na DMRI imida ou neovascular (cedido por Dr. David Leonardo Cruvinel Isaac).

Estima-se que cerca de um milhdo de pessoas com mais de 55 anos
desenvolverdo a doenca nos Estados Unidos da América nos proximos cinco
anos (BRESSLER et al., 2003). Fatores que contribuem para o aumento de sua
frequéncia envolvem o grande crescimento populacional, assim como o
aumento da expectativa de vida, a excessiva exposi¢ao aos raios ultravioleta do
sol, o baixo consumo de frutas e vegetais, 0 uso abusivo de alcool e tabaco e o
aumento da prevaléncia de doencas cardiovasculares (AREDS, 2000;
EHRLICH et al., 2008). Fatores genéticos, como o polimorfismo Y402H no gene
do fator de complemento H, mostraram também envolvimento na génese,
progressao e resposta ao tratamento da doenca (KLEIN et al., 2008; LEE et al.,
2008; SEDDON et al., 2008).

O Brasil registrou, no ano 2000, 34 milhdes de individuos com 55 anos
ou mais de idade (20% de sua populacédo total), segundo dados do IBGE
(Censo Demogréfico 2000). Cinco milhdes (14% da populagdo com idade igual

ou superior a 55 anos) de brasileiros sdo provaveis portadores de DMRI, o que
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1.2

leva a estimativa de que entre 500 e 750 mil pessoas devem portar a forma
neovascular da doenca no pais (BRESSLER et al., 2003). Isto indica ser a
DMRI neovascular um importante problema de saude publica em populacées
dessa faixa etaria. Grandes investimentos tém sido feitos em busca de um

tratamento mais eficaz para a doenca.

O TRATAMENTO CIRURGICO E FOTODESTRUTIVO DA MEMBRANA
NEOVASCULAR SUB-RETINIANA (MNSR)

Até recentemente, o tratamento da DMRI neovascular se baseava na
destruicdo da MNSR, por meio da fotocoagulacéo a laser. Este tipo de terapia,
no entanto, trata a MNSR por meio do bloqueio térmico nao seletivo da lesao, o
que elimina a possibilidade de recuperacdo visual, uma vez que a retina
sobrejacente também é destruida, além de apresentar alta taxa de recorréncia
da neovascularizacdo. Atualmente a fotocoagulacdo a laser tem sua utilizacao
restrita a casos de MNSR extra-foveais (distantes pelo menos 200 micrébmetros
do centro foveal) (MACULAR-PHOTOCOAGULATION-STUDY-GROUP, 1982;
1986; 1990; 1991b; a; 1993; 1994).

O tratamento cirdrgico das MNSR também foi tentado em um passado
recente. A remocao cirurgica das MNSR subfoveais em pacientes com DMRI,
embora com sucesso em raros casos, ndo mostrou melhora da acuidade visual
guando comparada ao grupo controle, nos acompanhamentos de curto e longo
prazo (HAWKINS et al., 2004; FALKNER et al., 2007). O transplante autolégico

do complexo epitélio pigmentar da retina—membrana de Bruch e a cirurgia de
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translocacdo macular, apesar de apresentarem estabilizacdo da acuidade visual
em alguns casos, possuem a proliferacdo vitreo-retiniana como uma grande
limitagdo do seu sucesso (MA et al., 2008; WICKHAM et al., 2008)

Novas terapias tém tentado tratar a MNSR sem destruir a retina
sobrejacente, entre as quais se destacam a termoterapia transpupilar (TTT), a
terapia fotodinamica com verteporfina (TFD-V) e a braquiterapia com estroncio-
90. O TTT utiliza laser de diodo vermelho, com baixa irradiancia, no entanto,
resultados recentes apontam para a ineficiéncia, ndo reprodutibilidade da
técnica e o surgimento de complicacbes (REICHEL et al., 1999; GUSTAVSSON
e AGARDH, 2004; 2005; TSAI et al., 2007).

A TFD-V baseia-se na aplicacdo endovenosa de uma droga
fotossensibilizante, a verteporfina, que possui alta afinidade por vasos
neoformados e ativada localmente no olho pela aplicacdo de laser de baixa
intensidade (SCHMIDT-ERFURTH et al., 2007). Para a utilizacdo da TFD-V
com verteporfina, uma nova classificacdo das MNSR foi criada com base na
relacdo da area de neovasos coroidais que mostram limites bem definidos em
relacdo a area total da lesdo (ATL) na angiografia fluoresceinica. Considera-se
membrana oculta (MNSR-O) aquela em que ndo se observam pontos de
definicdo do complexo neovascular em toda a lesdo e, membrana classica,
gquando se evidencia MNSR com limites bem definidos. As membranas
classicas que possuem area de MNSR bem definida menor que 50% da ATL
foram chamadas de minimamente classicas (MNSR-MC) e as que possuem
area de MNSR bem-definidos maior que 50% da ATL foram chamadas de

predominantemente classicas (MNSR-PC)(T.A.P., 1999).
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1.3

A TFD-V com verteporfina conseguiu diminuir o risco de perda visual
grave e o crescimento da lesdo em pacientes com MNSR-PC subfoveais. Estas,
no entanto, representam aproximadamente 13% do total de MNSR secundarias
a DMRI. Soma-se a este fato o custo da terapia fotodinamica com verteporfina,
a necessidade de multiplos retratamentos e a progressiva piora na acuidade
visual experimentada por muitos pacientes, a despeito da terapia (T.A.P., 1999;
MURJANEH et al., 2008).

A braquiterapia com estréncio-90, realizada pela aplicacdo epirretiniana
de 24gy de radiacdo beta por meio da realizacdo de uma cirurgia vitreo-
retiniana, vem mostrando bons resultados na estabilizacdo e melhora visual

sem efeitos adversos relacionados a radiagéo (AVILA et al., 2008).

A TERAPIA ANTI-ANGIOGENICA

Paralelamente as terapias fotossensibilizantes ou fotodestrutivas para a
MNSR, outra modalidade de tratamento ressurge de forma promissora: a
terapia farmacoldgica. A descricdo do envolvimento de fatores angiogénicos no
surgimento de neovasos retinianos (AIELLO et al., 1995; MILLER, 1997) e
coroidais (KRZYSTOLIK et al.,, 2002) em estudos experimentais, estimulou a
pesquisa e a utilizagdo de drogas anti-angiogénicas no tratamento da forma
neovascular da DMRI.

Considera-se o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) como

estimulo para o surgimento de neovascularizagdo na DMRI, induzindo
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inflamacéo e aumento da permeabilidade vascular 50 mil vezes mais do que a
histamina (FRANK et al., 1996; KVANTA et al.,, 1996; LOPEZ et al., 1996;
KLIFFEN et al., 1997; OTANI et al., 2002; AMERI et al., 2007). Este aumento do
extravasamento vascular € a principal causa da baixa de acuidade visual inicial
na DMRI neovascular (DVORAK et al, 1995). Em humanos, a alta
concentracdo de VEGF intra-ocular em pacientes portadores de DMRI
exsudativa corrobora o0 envolvimento deste fator no surgimento e
desenvolvimento da MNSR (HERA et al., 2005).

A familia do gene VEGF é composta pelo VEGF-A, -B, -C, -D e o fator de
crescimento placentario, que se liga com diferentes afinidades a 3 tipos de
receptores VEGF (VEGFR) (BHISITKUL, 2006).

O VEGF, conhecido classicamente, refere-se ao VEGF-A e é codificado
no cromossomo 6, sendo produzido em diferentes isoformas, onde as trés mais
importantes na angiogénese, tanto fisiolégica como patologica sdo os VEGF21,
VEGF65 € VEGF1g9, que, por sua vez, atuam sobre os receptores VEGFR-1 e
VEGFR-2 (ADAMIS e SHIMA, 2005; RAHIMI, 2006).

A aplicacdo intra-vitrea de corticosterdides, como a triancinolona, tenta
realizar um bloqueio do VEGF e dos fatores mediadores da inflamacéo nas
MNSR, no entanto, seu insucesso em evitar a baixa visual grave em pacientes
com MNSR e a associacdo com complicacbes oculares, como catarata e
glaucoma, limitam seu uso (GILLIES et al., 2003; BYLSMA e GUYMER, 2005).

Evidéncias de que a isoforma VEGFi65 Seria a maior responsavel pela
neovascularizagdo coroidal na DMRI estimularam o desenvolvimento de uma

droga aptamera para bloquear sua acdo: o Pegaptanibe (Macugen®:, PFIZER),
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aprovada nos Estados Unidos pelo FDA (Food and Drug Administration) e no
Brasil pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) para tratamento
das MNSR secundarias da DMRI. Andlise feita um ano apds a administracéo de
uma injecao intra-vitrea a cada 6 semanas (no total de 9 inje¢cdes) mostrou que
0 grupo tratado apresentou estabilizacdo visual (definida como perda de visédo
menor que 15 letras na tabela do ETDRS) 15% maior que o placebo e uma
perda de visdo grave (maior que trinta letras) 10 a 12% menor (GRAGOUDAS
et al., 2004), havendo a necessidade de novas aplicagées durante o segundo
ano de tratamento (CHAKRAVARTHY et al., 2006).

Drogas inibidoras das trés isoformas do VEGF tém mostrado melhores
resultados. O ranibizumabe (Lucentis™ Novartis), um fragmento RHU FAB do
anticorpo monoclonal modificado contra todas as isoformas do VEGF, foi
aprovado pelo FDA em junho de 2006 e pela ANVISA em setembro de 2007
para o tratamento da forma neovascular da DMRI. O uso de Injecdes intra-
vitreas de ranibizumabe em macacos mostrou eficdcia na prevencédo da
formacdo de MNSR e na reducdo do vazamento de membranas ja formadas,
sem efeitos colaterais importantes (KRZYSTOLIK et al., 2002; HEIER et al.,
2006).

Em estudos multicéntricos, ele conseguiu, ainda, uma estabilizacao
visual em até 95% dos casos, com uma melhora da qualidade vida e aumento
da acuidade visual de 15 ou mais letras em um terco dos pacientes
(ROSENFELD et al.,, 2006). Seu uso isolado ou combinado com a TFD-V
mostrou resultados superiores em relacdo ao uso da TFD-V isolada nas MNSR-

PC, MNSR-MC e MNSR-O (HUSAIN et al., 2005; ANTOSZYK et al., 2008;
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REGILLO et al., 2008; BROWN et al., 2009). Ele também se mostrou mais
efetivo que o pegaptanibe para o tratamento das MNSR secundarias a DMRI
com maior estabilizacéo visual (95% com ranibizumabe x 70% com pegaptanibe
x 55-62% com placebo) e melhora da qualidade de vida devido ao aumento da
acuidade visual (33,8% com ranibizumabe x 6% com pegaptanibe x 2-4,6% com
placebo) em pacientes portadores de MNSR secundarias a DMRI (COLQUITT
et al., 2008).

No intuito de um bloqueio cada vez mais amplo e duradouro do VEGF,
estd em estudo o VEGF-Trap, uma proteina recombinante da porcao soluvel
dos receptores do VEGF, que podera bloquear ndo sé o VEGF-A, mas toda a
familia do gene VEGF (NGUYEN et al., 2006; STEWART e ROSENFELD,
2008).

O tratamento da forma neovascular da DMRI com as drogas anti-
angiogénicas aprovadas pela ANVISA, o Pegaptanibe e o Ranibizumabe,
apesar de terem se mostrado efetivas e custo-efetivas em paises desenvolvidos
(COHEN et al.,, 2008; COLQUITT et al.,, 2008), apresentam um alto valor,
tornando-as inacessiveis a grande parte da populacdo dos paises em
desenvolvimento como o Brasil (AZAD et al., 2007).

Segundo dados levantados pela prépria ANVISA, relativos apenas a
aguisicao da medicacéo, o tratamento com Pegaptanibe seguindo o esquema
proposto por seu estudo multicéntrico, o VISION Study (GRAGOUDAS et al.,
2004), custa ao ano por paciente no Brasil um pouco mais de R$ 20.000,00
(vinte mil reais). O valor do tratamento pelo mesmo tempo com o

Ranibizumabe, seguindo o0 esquema proposto em sua bula, sai em torno de R$
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10.300,00 (dez mil e trezentos reais), podendo custar mais, caso haja
necessidade de mais de 3 aplicacGes nesse periodo (ANVISA, 2008).

Foi aprovado, em fevereiro de 2004 pelo FDA e em maio de 2005 pela
ANVISA, o uso de outra droga inibidora do VEGF, o Bevacizumabe (AVASTIN®
ROCHE), um anticorpo monoclonal modificado (rhuMab VEGF) para o
tratamento coadjuvante de tumores colorretais (KERR, 2004; ELLIS, 2005;
FERRARA, 2005; FERRARA et al., 2005; GORDON e CUNNINGHAM, 2005;
ARDAVANIS et al, 2008; MA e WAXMAN, 2008). O bevacizumabe é
considerado o anticorpo anti-VEGF humanizado completo, enquanto o

ranibizumabe, um fragmento dele. (Figura 3)
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Figura 3. Relacéo entre ranibizumabe e bevacizumabe.
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A infusdo endovenosa desta droga (duas ou trés aplicacbes) em
portadores da forma exsudativa da DMRI levou a melhora da acuidade visual,
diminuicdo da espessura retiniana e reducdo do vazamento do complexo
neovascular, sem efeitos colaterais significativos (MICHELS et al., 2005;
GEITZENAUER et al., 2008).

No entanto, pacientes em uso sistémico de drogas anti-angiogénicas
podem apresentar dificuldade na cicatrizacdo de feridas pés-operatorias
(SCAPPATICCI et al.,, 2005), encefalopatias (LEVY et al., 2008), eventos
tromboembdlicos fatais (HURWITZ et al., 2004), hipertensao arterial sistémica,
hemoptise e proteinudria (YANG et al., 2003) e um possivel comprometimento da
saude da coriocapilar, epitélio pigmentado da retina e fotorreceptores de olhos
sadios (BLAAUWGEERS et al., 1999).

Este fato estimulou pesquisas sobre a viabilidade de se injetar uma
guantidade bem inferior a dose sistémica diretamente na cavidade vitrea. Em
julho de 2005, os primeiros dois relatos da aplicacdo de 1,25mg/0,1ml intra-
vitrea mostraram beneficios da medicacdo no tratamento das MNSR
(ROSENFELD, MOSHFEGHI et al., 2005; ROSENFELD, SCHWARTZ et al.,
2005).

Uma analise de sua acdo comparada as terapias atualmente aprovadas
para o tratamento das MNSR secundarias a DMRI mostrou um resultado
superior ao da TFD-V isolada nas MNSR-PC, MNSR-MC E MNSR-O
(BASHSHUR et al., 2007; LAZIC e GABRIC, 2007).

Como tratamento primario, um ensaio clinico com pacientes portadores

de MNSR secundaria a DMRI mostrou que, apés 1 ano de tratamento com
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bevacizumabe intra-vitreo (média de 3,4 injecdes), similarmente aos resultados
obtidos com o ranibizumabe, obteve-se uma estabilizacdo da acuidade visual
em 92,2% e um ganho de 15 letras em cerca de 1/3 dos pacientes (BASHSHUR
et al., 2008). Estudos multicéntricos e também nacionais apontam para a
eficiéncia desta droga no tratamento da DMRI exsudativa (COSTA et al., 2006;
AREVALO et al., 2008).

Diante do principio da inibicdo da angiogénese, a aplicacéo intra-vitrea
de bevacizumabe comecou também a ser utilizada com beneficios no
tratamento de outras causas de neovascularizacdo de cordide, como miopia e
estrias angidides (RUIZ-MORENO et al., 2007; NERI et al., 2008), e no
tratamento coadjuvante das doencas vaso-proliferativas da retina e do olho, tais
como retinopatia diabética proliferativa (THEW, 2009), oclusédo venosa da retina
(COSTA et al.,, 2007; PRAGER et al., 2008), glaucoma neovascular e outras

(MORACZEWSKI et al., 2008).

O bevacizumabe é uma droga de facil aquisicdo e o tratamento das
MNSR secundarias a DMRI com ele por 1 ano, seguindo o esquema similar ao
do Ranibizumabe, custa em torno de R$ 1.127,75 (hum mil cento e vinte e sete
reais e setenta e cinco centavos), podendo ter um valor menor dependendo do
fracionamento adotado, ou seja, pode custar de 83% a 99,8% menos do que
um tratamento pelo mesmo periodo com pegaptanibe e 67% a 99,6% menos do
gue um tratamento pelo mesmo periodo com ranibizumabe (ANVISA, 2008).

Em estudo de custo-efetividade, foi mostrado que o ranibizumabe, para

se mostrar custo-efetivo frente ao bevacizumabe teria de ter eficacia 2,5 vezes
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maior (RAFTERY et al., 2007), porém esta superioridade do ranibizumabe é
questionada (BROWN, 2008).

Apesar das evidéncias a favor da seguranca do bevacizumabe (FUNG et
al., 2006), ele ainda é considerado com seguranca limitada (IP et al., 2008) e
nao tem sua aprovacao para uso intra-vitreo tanto do FDA como da ANVISA,
sendo considerada sua utilizagcdo como off-label.

Realmente, a retina é sede frequente de lesbes toxicas induzidas por
farmacos (MAIA, MARGALIT et al., 2004; KOMAROWSKA et al., 2009). O EPR
também é uma regido muito susceptivel ao dano téxico por medicamentos e
tem importancia vital para a sobrevivéncia e funcionamento dos fotorreceptores.
Torna-se, portanto, de suma importancia a avaliacdo da integridade desta
camada em qualquer estudo que se proponha a avaliar a toxicidade retiniana
induzida por farmacos.

Tais lesfes tdxicas podem nao ser percebidas clinica e histologicamente
em um curto periodo de acompanhamento, no entanto, podem, em longo prazo,
surgir como areas de atrofia e perda celular nas camadas retinianas
(KOMAROWSKA et al., 2009).

Neste contexto, decidiu-se contribuir positivamente e de forma inédita na
literatura mundial, com a realizacdo deste estudo no Centro de Referéncia em
Oftalmologia (CEROF) da Universidade Federal de Goias para avaliacdo da
seguranca do bevacizumabe em modelo animal (olhos de coelhos n&o-albinos)
por meio de analise histologica da retina e do epitélio pigmentado da retina

apos 3 meses de sua aplicagao intra-vitrea.
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1.4 O BEVACIZUMABE

1.4.1 Composicao

O Bevacizumabe (anticorpo monoclonal anti-VEGF humanizado) €
comercializado no Brasil pela Roche com o nome comercial de Avastin®, em
ampolas para solucao injetavel contendo 100mg em 4ml ou 400mg em 16ml
(ambas com 25mg/ml). A principal indicacdo € para uso combinado com a
guimioterapia a base de fluoropirimidina no tratamento de primeira linha de
carcinomas metastaticos colon-retais.

Em seu frasco-ampola original € um liquido incolor ou de coloracao
levemente castanho claro. E sensivel & luz e deve ser mantido refrigerado em
temperaturas de 2° a 8°C e dentro da embalagem original. O medicamento ndo
tem conservante antimicrobiano, razdo pela qual, depois de aberto, deve ser
utilizado dentro das primeiras 24 horas (conservado entre 2 e 8°. Os
excipientes do frasco-ampola sdo o-trealose diidratada, diidrogeno fosfato de
sédio monoidratado, fosfato dissédico anidro, polissorbato 20 e agua para uso

injetavel. A medicacdo ndo deve ser agitada nem congelada.

1.4.2 Descricéo
Avastin € o nome comercial para o Bevacizumabe, um anticorpo

monoclonal humanizado recombinante, produzido por tecnologia de DNA
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recombinante em um sistema de expresséao de célula de mamifero, de ovario de
Hamster Chinés, em meio nutriente contendo o antibiético gentamicina. E
purificado por um processo que inclui inativacdo viral especifica e etapas de
remogao. Gentamicina €& detectavel no produto final em < 0,35 ppm. O
bevacizumabe € constituido por 214 aminoacidos e tem um peso molecular de
aproximadamente 149.000 Dalton.

1.4.3 Farmacodinamica e Farmacocinética

Mecanismo de acdo: Avastin (Bevacizumabe) € um anticorpo monoclonal
humanizado recombinante que se liga e neutraliza seletivamente a atividade
biol6gica do fator de crescimento do endotélio vascular humano (VEGF).
Contém regibes estruturais humanas, com regifes determinantes de
complementaridade de um anticorpo murino humanizado, que se ligam ao
VEGF. Avastin (Bevacizumabe) inibe a ligacdo de VEGF a seus receptores, Flt-
1 e KDR, na superficie das células endoteliais. A neutralizacdo da atividade
biolégica do VEGF reduz a vascularizacdo de tumores, inibindo assim o
crescimento tumoral. A administracdo de Bevacizumabe ou de seu anticorpo
murino original, a modelos de xenoenxerto de cancer em camundongos
pelados, resultou em atividade antitumoral extensa em canceres humanos,
incluindo cancer de colon, de mama, de pancreas e de pristata. A progressao

da doenca metastética foi inibida e a permeabilidade microvascular foi reduzida.
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1.5 ARETINA

A retina € o estrato neurossensorial do olho, sendo responsavel pela
transducédo do estimulo visual (luminoso) em elétrico (neuronal). Representa a
tdnica intima, localizando-se internamente a coroide e externamente ao corpo
vitreo. Macroscopicamente, ela divide-se em retina periférica e retina central ou

polo posterior. (Figura 4)

RETINACENTRAL
(POLO POSTERIOR)

NERVO OPTICO

RETINA PERIFERICA

Figura 4. Desenho esquematico mostrando as regides macroscépicas da retina.

Microscopicamente, a retina possuiu suas células distribuidas em dez
camadas (DANTAS, 2002). Da regidao mais externa (préxima a coréide) para a

mais interna (proxima ao corpo vitreo), sdo elas:
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Epitélio Pigmentado da Retina (EPR) — camada monocelular formada por
células pigmentadas que apresentam intimo contato com o segmento
externo dos fotorreceptores.

. Camada de Fotorreceptores (FR) — Regido onde se localizam os segmentos
externos dos fotorreceptores, responsavel pela captacdo dos estimulos
luminosos e sua transducao elétrica. Os FR sédo considerados o primeiro
neurdnio das vias opticas e dividem-se em dois tipos: cones e bastonetes
Membrana Limitante Externa (MLE): Delgada membrana formada pela
extremidade externa das células de Miiller.

. Camada Nuclear Externa (CNE): Formada pelos nucleos dos FR. Organiza-
se em cinco a oito estratos celulares que compde sua estrutura.

. Camada Plexifome Externa (CPE): Regido de sinapses entre os FR, células
amacrinas, horizontais e bipolares.

. Camada Nuclear Interna (CNI): Formada pelos nucleos das células
horizontais, amécrinas, bipolares e de Miller.

. Camada Plexiforme Interna (CPI): Camada de sinapses entre as células da
CNI e as células ganglionares da retina.

. Camada de Células Ganglionares (CCG): Formada pelos nudcleos das
células ganglionares da retina, considerada o segundo neurbnio das vias
opticas.

. Camada de Fibras Nervosas (CFN): Composta pelo prolongamento central
dos axonios das células ganglionares que convergem centripetamente para

formar o nervo optico.
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10.Membrana Limitante Interna (MLI): Formada pela porcdo mais interna das
células de Mller.

Os processos degenerativos e as lesdes toxicas por medicamentos
podem levar a uma reacdo inflamatéria com consequente edema e
espessamento (MAIA, KELLNER et al., 2004) e, em um estagio final, a perda
celular com atrofia retiniana (KOMAROWSKA et al.,, 2009). A avaliacao,
portanto, da espessura das camadas celulares da retina pode fornecer dados
valiosos relacionados as estas injurias.

Na preparacdo de pecas para analise histolégica, no entanto, artefatos
podem surgir e devem ser rigorosamente identificados, para que nao sejam
falsamente atribuidos a lesGes ocorridas ainda in vivo. A inclusdo em parafina,
por exemplo, parte essencial no processo de montagem de laminas
histoldgicas, eleva a temperatura da peca a mais 60°C, o que pode levar a
disrrupcdo dos segmentos externos dos fotorreceptores semelhante ao achado
de um descolamento de retina.

Os artefatos, portanto, podem ser exemplificados por:

1. A vacuolizacao leve a moderada por edema celular post-mortem, desde
gue ndo haja comprometimento significativo da espessura da camada.
Discreta separacdo do segmento externo nos fotorreceptores também é
atribuida a preparacdo da peca. Na camada de células ganglionares, &
definida como vacuolizagéo leve a moderada aquela em que € possivel
identificar trés células ganglionares ou mais em um diametro de 50
micrometros. A visualizacdo de duas ou menos células em um diametro

de 50 micrometros (separacdo dos nucleos celulares maior que 25
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micrometros), foi definida como vacuolizacdo grave e associada a perda
de células ganglionares (SMITH et al., 2000).

2. A separacao da retina neurossensorial do epitélio pigmentado da retina é
definida como descolamento de retina prévio a enucleacédo ou artefato de
preparacdo na peca, baseado nos seguintes critérios: na presenca de
atrofia do segmento externo dos fotorreceptores e ceélulas inflamatérias
e/ou pigmentadas no espaco subretiniano, denomina-se descolamento
de retina (Figura 5); na auséncia, artefato de preparacéo da peca (Figura

6).

SRF

Figura 5. Descolamento de retina. Nota-se a presenca de células inflamatorias no espago subretiniano
(cabeca da seta) e atrofia do segmento externo dos fotorreceptores (seta). Reproduzida de Smith, 2000.
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Figura 6. Artefato de preparacdo da peg¢a com destacamento da retina. Nota-se a preservacdo do
segmento externo dos fotorreceptores e a auséncia de células no espaco subretiniano. Reproduzida de
Smith, 2000.

Um importante sinal de dano retiniano pode ser atrofia da camada de
fotorreceptores que leva a baixa visual irreversivel. Em uma analise histolégica,
este achado esta associado com uma diminuicdo do numero de estratos
celulares na CNE e uma atrofia dos segmentos externos e internos dos

fotorreceptores. (Figura 7)

Figura 7. Exemplo de lesdo aos fotorreceptores. Na figura A (Retina Normal), percebe-se uma CNE com
vérias estratos celulares (seta) com segmento externo dos FR (OS) preservado. Na figura B (mesmo olho
apos degeneragdo dos FR), percebe-se a CNE em monocamada celular (seta) e uma auséncia do
segmento interno e externo dos fotorreceptores compativel com atrofia da camada de FR. Reproduzida de

Smith, 2000.

Portanto, a alteracdo da espessura das camadas retinianas, em especial
a de fotorreceptores, nuclear externa e epitélio pigmentado da retina, pode estar

associada a perda celular com atrofia e afinamento ou a edema celular com
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espessamento. A avaliacdo desta espessura pode, entdo, gerar dados valiosos
e, muitas vezes, subclinicos sobre lesdes toxicas de medicamentos sobre estas
estruturas.

Diante disto, foi realizado neste trabalho, além de um detalhado estudo
morfolégico da histologia retiniana e também de forma inédita na literatura
mundial, a medida da espessura das camadas retinianas para serem avaliados

possiveis sinais de atrofia ou edema.
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2 OBJETIVOS

1. Avaliar as alteracdes histologicas na retina neurossensorial e epitélio
pigmentado da retina apds a aplicacdo de 0,1ml de solucdo salina
balanceada na cavidade vitrea de olhos de coelhos n&o albinos.

2. Determinar a incidéncia de complicacdes clinicas significativas pos-
operatoérias associadas a injecao intra-vitrea de bevacizumabe em olhos
de coelhos néo albinos.

3. Avaliar histologicamente a toxicidade sobre a retina neurossensorial de
Bevacizumabe (Avastin®) em olhos de coelhos n&o albinos trés meses
apos a injecéo intra-vitrea de 0,1ml com 1,25mg e 2,5mg da droga.

4. Avaliar histologicamente a toxicidade sobre o epitélio pigmentado da
retina de Bevacizumabe (Avastin®) em olhos de coelhos n&o albinos trés
meses apos a injecdo intra-vitrea de 0,1ml com 1,25mg e 2,5mg da

droga.
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3 METODOS

3.1. DESENHO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo experimental, placebo-controlado com trinta e
seis olhos de dezoito coelhos nédo albinos, nos quais foram realizadas injecoes
intra-vitreas em trinta olhos de solugéo salina balanceada ou bevacizumabe.

O estudo foi conduzido no Centro de Referéncia em Oftalmologia da

Universidade Federal de Goiéas entre julho de 2006 e julho de 2008.

3.2. CONSIDERACOES ETICAS

O estudo foi realizado ap6s sua avaliacdo e aprovacao pelo Comité de
Etica em Pesquisa Médica Humana e Animal do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Goias e todos os animais foram tratados de acordo
com o estatuto para uso de animais em pesquisas da visdo e oftalmologia da

Association for Research in Vision and Ophthalmology — ARVO (ARVO, 2006).

3.3. OS ANIMAIS

3.3.1. CRITERIOS DE INCLUSAO
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Foram incluidos dezoito coelhos ndo albinos com peso entre 1870 e 2800
gramas (valor médio do peso = 2306,1g) adquiridos de criatorio de coelhos com
certificacdo das autoridades sanitarias. Destes, 61,1% (onze coelhos) eram do

sexo masculino. (Tabela 1)
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Tabela 1. Distribuicdo de peso e sexo dos coelhos

COELHO PESO (gramas) SEXO
A 2020 Masculino
B 2130 Feminino
C 2640 Masculino
01 2320 Masculino
02 1870 Feminino
03 2400 Masculino
04 2320 Feminino
05 2650 Masculino
06 1990 Masculino
07 2050 Feminino
08 2350 Masculino
09 2460 Masculino
10 1970 Feminino
11 2800 Feminino
12 2410 Masculino
13 2650 Feminino
14 2130 Masculino
15 2350 Masculino
Legenda:

A, B, C — Coelhos nédo submetidos a injecéo intra-vitrea, sacrificados no inicio do estudo.

01 ao 15 — Coelhos submetidos a injecao intra-vitrea e sacrificados/enucleados apos 90 dias.

3.3.2. AVALIACAO INICIAL
Foi realizada avaliacdo da retina de todos os coelhos por meio de

oftalmoscopia binocular indireta (OBI) com lente de 28 dioptrias e inspecao do
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segmento anterior para avaliacdo da presenca de catarata ou alguma outra
alteracdo da transparéncia dos meios que pudessem inviabilizar o adequado
acompanhamento do fundo de olho pela OBI.
3.3.3. ACOMPANHAMENTO DOS ANIMAIS
Um médico-veterinario foi responsavel pela avaliacdo diaria dos animais
e um funcionario responsavel pela limpeza diaria e alimentacdo. Cada animal

recebeu uma tatuagem na orelha com seu nimero de identificacdo. (Figura 8)

Figura 8. Identificagcdo por meio de tatuagem numérica na orelha.

3.3.4. ALOJAMENTO E GAIOLAS
Foi adaptado um alojamento apropriado com 50 metros quadrados
coberto, bem ventilado e protegido por telas. Gaiolas individuais metalicas

(40x45x60cm) foram utilizadas para acomodar cada animal. (Figura 9)

Métodos 40



Figura 9. Gaiola individual metdlica.

3.3.5. ALIMENTACAO
Cada gaiola possuia bebedouro individual com &gua mineral para
consumo diario do animal. Cada coelho foi alimentado com cerca de 80
gramas/dia de racdo balanceada peletizada para coelhos (marca Do Sitio
Coelh&o).
3.3.6. HIGIENE
Duas vezes por dia, a bandeja sob a gaiola era removida e lavada para
retirar as fezes e a urina acumuladas. Uma vez por semana, o chao do
alojamento era limpo com solucéo desinfetante e 4gua corrente. Ainda uma vez

por semana, 0s animais eram retirados da gaiola, um a um, sendo colocados
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em uma gaiola sobressalente, individualmente. Naquele momento, cada gaiola
era flambada para garantir a assepsia ideal para a sobrevivéncia do animal.
3.3.7. QUARENTENA

Todos os animais adquiridos passaram por um periodo de 40 dias, no
qual o animal permaneceu no alojamento antes da realizacdo dos
procedimentos. Tal procedimento serviu para avaliacdo da boa adaptacédo do
animal e para evitar que qualquer intercorréncia pela adaptacdo inicial do
coelho ao meio fosse falsamente atribuida a qualquer um dos procedimentos

propostos.

3.3.8. CRITERIOS DE EXCLUSAO
Foram excluidos do trabalho coelhos que apresentaram durante o
periodo de quarentena qualquer sinal de alteracdo retiniana, opacidade de
meios oculares, doenca infecciosa ocular ou sistémica ou, ainda, qualquer outra
gue pudesse comprometer seu adequado acompanhamento ou a possibilidade

do animal atingir o final do estudo.

3.4. ADROGA

O medicamento é distribuido pelo Laboratério Roche Brasil (frasco-
ampola de Bevacizumabe - Avastin® - com 100mg/4ml) e foi comprado pelos

autores do estudo. (Figura 10)
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Avastin®100M9

Bevacizumabum
100 mg/4 ml i.v-

1Durchstechfiasche zu 4 M)
1Riacon & bouchon perforad’®

Figura 10. Frasco-ampola de Bevacizumabe.

3.5. GRUPOS DE ESTUDO

Os coelhos foram divididos em quatro grupos, sendo o primeiro grupo,
denominado controle, composto por trés coelhos (seis olhos), onde néo foi
realizada injecdo intra-vitrea e ja submetidos a eutandsia no inicio do estudo.

Os trinta olhos dos demais coelhos foram distribuidos por sorteio de
forma mascarada, em trés grupos (1:1:1): Grupo P, no qual foi realizada injecdo
de 0,1ml de solucéo salina balanceada (SSB); Grupo 1, no qual foi realizada a
injecdo de 0,1ml contendo 1,25mg de Bevacizumabe; e Grupo 2, no qual foi
realizada a inje¢éo de 0,1ml contendo 2,5mg de Bevacizumabe.

O grupo P foi considerado o grupo placebo e utilizado para controle da
injecdo intra-ocular pela comparagéo dos possiveis efeitos da droga nos grupos

1le 2. (Tabela 2)
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Tabela 2. Distribuicdo dos olhos dos coelhos submetidos a injecéo intra-vitrea nos grupos de

estudo
COELHO OLHO GRUPO

01 D P
01 E P
02 D P
02 E P
03 D 1
03 E P
04 D 1
04 E 1
05 D 2
05 E 1
06 D 2
06 E 1
07 D 1
07 E 1
08 D 2
08 E 2
09 D 1
09 E 2
10 D 2
10 E 2
11 D 1
11 E 2
12 D 1
12 E 2
13 D P
13 E 2
14 D P
14 E P
15 D P
15 E P

Legenda:

D = Direito P = Grupo Placebo 2 = Grupo 2 (Bevacizumabe 2,5mg)

E = Esquerdo 1 =Grupo 1 (Bevacizumabe 1,25mg)
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Os quinze coelhos foram seguidos por um periodo de noventa dias ap6s
a injecdo, quando, ent&o, tiveram seus bulbos oculares enucleados, seguido de

sua eutanasia.

3.6. PROCEDIMENTOS

No proprio alojamento, em local asséptico e em mesa cirdrgica
apropriada e limpa, foram realizados a anestesia geral e os procedimentos
oculares.

3.6.1. A oftalmoscopia binocular indireta

Foi realizada antes e apés a injecdo intra-ocular, assim como antes e
apos a enucleacdo, a oftalmoscopia binocular indireta para se averiguar a
integridade retiniana e a transparéncia de meios adequada. A OBI serviu para
evitar que qualquer alteracdo anterior a injecdo ou posterior a enucleacao
fossem falsamente atribuida ao procedimento.

3.6.2. Ainjecdo intra-ocular

Os coelhos foram anestesiados por uma injecdo intra-muscular
combinada de cloridrato de xylazina (5mg/kg) e cloridrato de ketamina
(25mg/kg) e, quando necessario, a dose das drogas foi progressivamente
aumentada até que fosse atingido o plano anestésico adequado. Foi
considerada profundidade cirdrgico-anestésica ideal quando, apos provocacao

de estimulo doloroso na pata do animal, ndo foi percebido nenhum tipo de
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contracdo muscular ou lacrimejamento, garantindo, assim, total analgesia trans-
operatoria (FONSECA et al., 1996).

Foi utilizada uma mistura de colirios de tropicamida e fenilefrina a 10%
(1:1) para se atingir dilatacdo pupilar e colirio de proximetacaina 0,5% para
anestesia topica. De acordo com os padrbes de conduta para injecao intra-
vitrea (AIELLO et al., 2004), ap6s anti-sepsia local com colirio de iodo-povidona
5%, aposicdo de campo cirdrgico estéril com adequada protecdo ciliar e
colocacdo do blefarostato, foi realizada uma Gnica injecao intra-vitrea via pars
plana com agulha de calibre 30 gauge a 2mm do limbo superior, definidos por

sorteio e mascarada, de 0,1ml de SSB ou 1,25mg/0,1ml de Bevacizumabe ou

2,5mg/0,1ml de Bevacizumabe(Figura 11).

Figura 11. Injecéo intra-vitrea a 2mm do limbo apds adequada anti-sepsia e isolamento ciliar.
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Foi utilizado um frasco-ampola contendo 100mg de Bevacizumabe em 4
ml (2,5mg/0,1ml). Para o Grupo 1, foi aspirado 0,05ml (1,25mg) da droga e
diluido com 0,05ml de SSB atingindo a concentracdo de 1,25mg de
Bevacizumabe em 0,1ml. Para o Grupo 2, foi aspirado 0,1ml do frasco ampola
(2,5mg/0,1ml). No Grupo P, foi injetado 0,1ml de SSB.

Apoés a injecao, os coelhos retornaram para suas gaiolas e ficaram em
observacdo pelo veterinario para, caso surgisse algum sinal de dor ou
desconforto, eles fossem devidamente medicados (buprenorfina 0,05mg/kg

subcutanea).

3.6.3. A avaliacao oftalmoldgica pds-operatéria
Todos os coelhos foram avaliados nos 1°, 7°, 30° 60° dias pos-
operatorios por meio de inspecdo e oftalmoscopia binocular indireta para
avaliacdo do possivel surgimento de complicagcdes pos-operatérias
relacionadas ao procedimento de injecdo intra-vitrea (catarata, endoftalmite,

descolamento de retina e outras opacidades de meios).

3.6.4. A enucleacéao
A inducdo anestésica foi feita com injecdo intra-muscular de ketamina
(25mg/kg) e xylazina (10mg/kg) e, apds puncdo da veia lateral da orelha do
animal, mantida com tiopental sodico (10mg/kg) endovenoso (Figura 12).
Quando necessario, a dose do tiopental foi progressivamente aumentada até
que fosse atingido o plano anestésico adequado. Foi, novamente, considerada

a profundidade cirargico-anestésica ideal quando, apos provocacao de estimulo
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doloroso na pata do animal, ndo foi percebido nenhum tipo de contracéo
muscular ou lacrimejamento, garantindo, assim, total analgesia trans-operatoéria
(FONSECA et al., 1996).

Foi feita, entdo, cuidadosa enucleacdo dos dois bulbos oculares que,
imediatamente banhados com solugcédo salina balanceada, foram armazenados
em solucéo de fixacdo paraformaldeido a 4% em tampéao fosfato 0.1M com pH

de 7,4.

Figura 12. Puncéo da veia lateral da orelha do coelho.

3.6.5. A eutanasia
ApoOs a enucleacdo dos dois bulbos oculares, ainda com o animal sob

anestesia geral, foi realizado uma injecdo endovenosa de pentobarbital
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(250mg/kg) levando ao falecimento do animal, confirmada pela auséncia de

batimentos cardiacos e movimentos respiratorios.

3.7. A ANALISE HISTOLOGICA DA RETINA

Os olhos enucleados foram deixados na solucéo de fixagcao por 48 horas.
A seguir, foram desidratados por imersédo em série crescente de etanol de 50,
70, 90 e 100% e depois incluidos em parafina.

Os blocos foram levados ao micrétomo e cortados com 5um de
espessura em sentido sagital orientados pelo nervo optico até uma distancia de
3 diametros de disco do nervo 6ptico, sendo, posteriormente corados com
Hematoxilina-Eosina.

Foi realizado, entdo, andlise histolégica em microscopia 6ptica no
microscépio Zeiss Axioplan 2 com sistema de captura de imagens AxioPhot2

através do software analySIS Imager Zeiss (Figura 13).
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Figura 13.Microscopio Zeiss AxioPlan2 com sistema de captura de imagens AxioPhot2 utilizado na anélise
das laminas dos olhos do estudo.

Os seguintes aspectos histologicos foram avaliados:

1 - Descricdo morfolégica das camadas da retina neurossensorial e do

epitélio pigmentado da retina.

2 - Medidas da espessura do epitélio pigmentado da retina, da camada
de fotorreceptores, da camada nuclear externa, da camada nuclear interna e do
namero de estratos celulares da nuclear externa.

Uma lesdo sobre os fotorreceptores foi definida como a diminuicdo do
namero de estratos celulares e espessura da camada nuclear externa

associada a diminuicdo da espessura da camada de fotorreceptores (atrofia).
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Uma possivel lesdo do epitélio pigmentado associada a injecao intra-
vitrea foi definida como atrofia, caso houvesse areas de descontinuidade no seu
aspecto ou afinamento significativo em sua espessura associado a diminuicao
da espessura da camada de fotorreceptores; e hipertrofia, caso houvesse
aumento significativo de sua espessura associado a processo inflamatoério
prévio.

Foram avaliadas cinco laminas de cada olho por dois avaliadores
diferentes, especialistas em estudos histolégicos da retina da Fundacéo
Oswaldo Cruz — Rio de Janeiro — RJ, em momentos diversos e de forma
mascarada (o avaliador ndo sabia a qual olho nem a qual grupo pertenciam as
laminas). Cada avaliador definiu a descricdo morfologica da retina e as
espessuras das camadas retinianas de cada olho baseado no grupo de
laminas. O valor médio entre as medidas dos dois avaliadores foi definido como
a espessura da camada retiniana de cada olho. Este protocolo foi seguido e

repetido nos trinta e seis olhos do estudo.

3.8. EXPRESSAO DOS RESULTADOS E ANALISE ESTATISTICA

Apbs coleta dos resultados, os dados foram desmascarados e atribuidos
a cada olho de coelho dentro dos grupos de estudo. Os resultados das variaveis
continuas foram expressos por suas médias aritméticas e respectivos desvios-
padrdo ou por suas medianas e distancias inter-quartilicas e os de variaveis

categoricas por suas respectivas freqiiéncias absolutas e relativas.
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Foram utilizados os testes de analise de variancia (ANOVA), t-student
para amostras pareadas e ndo pareadas na avaliacdo de possiveis diferencas
entre médias e os testes de Mann-Withney e Wilcoxon para avaliacdo de
diferencas entre medianas. O teste do qui-quadrado avaliou possiveis
diferencas entre freqiéncias. Um valor de p<0,05 foi utilizado para rejeitar a

hipétese de nulidade.
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4 RESULTADOS

O grupo controle, em que nao foi realizada nenhuma injecéo intra-vitrea,

composto por seis olhos, apresentou valor médio do peso de 2263 gramas,

sendo 67% do sexo masculino. (Tabela 3)

Tabela 3. Distribuicdo dos olhos dos coelhos no grupo controle com respectivos peso e sexo

COELHO OLHO PESO (gramas) SEXO

A D 2020 Masculino
A E 2020 Masculino
B D 2130 Feminino
B E 2130 Feminino
C D 2640 Masculino
C E 2640 Masculino

Legenda

D = Direito E = Esquerdo

O grupo placebo em que foi realizada injecdo intra-vitrea de solucéo

salina balanceada, composto por dez olhos, apresentou valor médio do peso de

2195 gramas, sendo 70% do sexo masculino. (Tabela 4)
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Tabela 4. Distribuicdo dos olhos dos coelhos no grupo placebo com respectivos peso e sexo

COELHO OLHO PESO (gramas) SEXO
1 D 2320 Masculino
1 D 2320 Masculino
2 E 1870 Feminino
2 E 1870 Feminino
3 E 2400 Masculino
13 D 2650 Feminino
14 D 2130 Masculino
14 E 2130 Masculino
15 D 2130 Masculino
15 E 2130 Masculino
Legenda:
D = Direito E = Esquerdo

O grupo 1 em que foi realizada injecdo intra-vitrea de 1,25mg/0,1ml de
bevacizumabe, composto por dez olhos, apresentou valor médio do peso de

2345 gramas, sendo 50% do sexo masculino.(Tabela 5)

Tabela 5. Distribuicdo dos olhos dos coelhos no grupo 1 com respectivos peso e sexo

COELHO OLHO PESO (gramas) SEXO

3 D 2400 Masculino
4 D 2320 Feminino
4 E 2320 Feminino
5 E 2650 Masculino
6 E 1990 Masculino
7 D 2050 Feminino
7 E 2050 Feminino
9 D 2460 Masculino
11 D 2800 Feminino
12 D 2410 Masculino

Legenda:

D = Direito E = Esquerdo
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O grupo 2 em que foi realizada injecéo intra-vitrea de 2,5mg/0,1ml de
bevacizumabe, composto por dez olhos, apresentou valor médio do peso de

2360 gramas, sendo 60% do sexo masculino. (Tabela 6)

Tabela 6. Distribuicdo dos olhos dos coelhos no grupo 2 com respectivos peso e sexo

COELHO OLHO PESO (gramas) SEXO
5 D 2650 Masculino
6 D 1990 Masculino
8 D 2350 Masculino
8 E 2350 Masculino
9 E 2460 Masculino
10 D 1970 Feminino
10 E 1970 Feminino
11 E 2800 Feminino
12 E 2410 Masculino
13 E 2650 Feminino
Legenda:
D = Direito E = Esquerdo

N&o foi percebida diferenca significante nos valores médios do peso e na

distribuicdo de freqiéncia dos sexos entre os grupos estudados. (Tabela 7)

Tabela 7. Valores médios do peso com respectivos desvios-padrao e freqiiéncias absolutas e relativas do
sSexo nos grupos estudados

GRUPOS DE ESTUDO PESO SEXO
(MEDIADP) MASCULINO FEMININO

CONTROLE 2263+295¢g 4 olhos (67%) 2 olhos (33%)
PLACEBO 2195+238g 7 olhos (70%) 3 ollhos (30%)
1 234512639 5 olhos (50%) 5 olhos (50%)
2 2360+301g 6 olhos (60%) 4 olhos (40%)

Valor de p 0,516" 0,817

Legenda

DP = Desvio padrao
! = Valor de p calculado pelo teste de analise de variancia (ANOVA)

2 = Valor de p calculado pelo teste do qui-quadrado (X?=0,93)
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A analise dos efeitos causados pela injecéao intra-vitrea foram divididos
em dois grupos: uns relacionados ao procedimento e outros relacionados a

droga.

4.1 OS EFEITOS DO PROCEDIMENTO DE INJECAO INTRA-VITREA EM
OLHOS DE COELHOS NAO ALBINOS.

Nos trinta olhos submetidos a injecao intra-vitrea:

e Na&o houve caso de falecimento ou doencga sistémica nos coelhos.

e Nao houve opacificagdo dos meios sugestiva de turvacdo vitrea
associada a endoftalmite.

¢ Na&o houve caso de opacificacdo importante na lente que inviabilizasse o
adequado acompanhamento do fundo de olho pela oftalmoscopia
binocular indireta. Em cinco olhos, dos trinta em que foram realizadas
injecbes intra-vitreas (16,67%), houve opacificacdo localizada do
cristalino superior, préximo ao sitio de injecéo.

e N&o houve caso de descolamento de retina em nenhum dos olhos do
estudo.

e Em todos os casos (100%), houve surgimento de edema de cOrnea
subito e transitorio logo apdés a realizacdo da injecao intra-vitrea. A
oftalmoscopia binocular indireta apds as injecdes, no entanto, confirmou
o fluxo sanguineo normal pela artéria central da retina.

¢ Dois olhos (6,6%) apresentaram hemorragia subconjuntival localizada no

sitio da injecéo.
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4.2 OS EFEITOS DO BEVACIZUMABE EM OLHOS DE COELHOS NAO

ALBINOS: ANALISE HISTOLOGICA.

4.2.1 GRUPO CONTROLE

No grupo em que néo foi realizada injecéo intra-vitrea, foram observados

0s seguintes aspectos nos olhos: (Figura 14)
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Figura 14. Grupo Controle - olho direito do coelho C. Microfotografia da lamina para analise histolégica da
retina neurossensorial e epitélio pigmentado da retina. EPR - Epitélio Pigmentado da Retina; FR - camada
de fotorreceptores; MLE - Membrana Limitante Externa; CNE - Camada Nuclear Externa; CPE - Camada
Plexiforme Externa; CNI - Camada Nuclear Interna; CPI - Camada Plexiforme Interna; CCG - Camada de
Células Ganglionares; CFN - Camada de Fibras Nervosas. Nota-se morfologia normal, boa definicao e

organizacdo das camadas retinianas.
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Camada de fotorreceptores: corresponde ao segmento externo e interno dos
fotorreceptores dispostos um ao lado do outro. Pequenas areas de
vacuolizacdo ou separacdo dos segmentos externos sem aumento ou
diminuicAo da espessura da camada foram consideradas artefatos. A

medida de sua espessura teve valor médio de 31+5,4um. (Figura 15)

Figura 15.Grupo Controle - olho direito do coelho C. Espessura da camada de fotorreceptores
compreendida entre o EPR e a MLE apresentou valor médio de 31+5,4um.

Membrana Limitante Externa: linha continua separando os FR da CNE.

Camada Nuclear Externa: corresponde ao nucleo dos fotorreceptores. E
percebida uma justaposicdo de 5 a 8 estratos celulares que compdem sua
espessura. Pequenas areas de vacuolizacdo e separacdo celular sem
aumento da espessura da camada também foram consideradas como
artefatos. A sua espessura teve valor médio de 28um (DP=3,7um). (Figura

16)
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50 um

Figura 16. Grupo Controle - olho esquerdo do coelho B. A espessura da camada nuclear externa (CNE),
compreendida entre a Membrana Limitante Externa e a Camada Plexiforme Externa, apresentou valor
médio de 28um (DP=3,7um). Nota-se 5 a 8 estratos celulares com seus nucleos corados pela hematoxilina
compondo a espessura da CNE.

e Camada Plexiforme Externa: delgada regido eosinofilica de sinapse entre os

nacleos dos fotoreceptores, células amacrinas, horizontais e bipolares.

e Camada Nuclear Interna: regido de ndcleo das células amacrinas,
horizontais, bipolares e de Miiller. Existe a presenca de vacuolos formados
no processo de preparacdo da peca. Sua espessura teve valor médio de 17

+1,8u. (Figura 17)
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Figura 17. Grupo Controle - olho esquerdo do coelho A. A espessura da camada nuclear interna (CNI),
compreendida entre a Camada Plexiforme Externa e a Camada Plexiforme Interna, apresentou valor
médio de 17 +1,8y.

e Camada Plexiforme Interna: regido eosinofilica de sinapses.

e Camada de Células Ganglionares: regido de distribuicdo celular irregular e

esparsa apresentando vacuolizagéo leve a moderada (artefato).(Figura 18)

Figura 18. Grupo Controle - olho direito do coelho A. Camada de células ganglionares. Nota-se a presenca
de 3 células em um diametro de 50pm compativel com vacuolizagdo leve a moderada (artefato).

e Camada de fibras nervosas: regido eosinofilica correspondendo ao

prolongamento central dos axdnios das células ganglionares.

Resultados 61



e Membrana limitante interna: ndo visualizada nas pecas estudadas.

e Epitélio pigmentado da retina: mostrou-se como uma camada pigmentar
continua, sem pontos de descontinuidade. Pequenas areas de
descolamento foram consideradas artefatos do processo de fixacdo e
inclusdo na parafina. Sua espessura teve valor médio de 3,9+0,9u. (Figura

19).

Figura 19. Grupo Controle - olho direito do coelho C. Aspecto continuo e a espessura do EPR (seta
vermelha). Pequenas areas de destacamento séo consideradas artefatos.

As medidas das camadas EPR, FR, CNE, CNI e do nimero de estratos

celulares da CNE do grupo controle é descrita na tabela a seguir (Tabela 8).
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Tabela 8. Valores das espessuras das camadas de FR, CNE, CNI, EPR e do numero de estratos celulares
na CNE no grupo controle

ESPESSURA (u) CAMADAS
OLHO COELHO EPR FR CNE CNI CNE

A D 4.8 30,9 33,6 17,5 6

A E 3,2 23,6 22,3 15,8 5

B D 34 38,4 28,6 17,3 6

B E 4,5 32,8 27,8 14,1 6

C D 4,9 34 27,7 17,8 5

C E 2,8 26 29,4 19,3 6
Legenda:
D — Direito E — Esquerdo

4.2.2 GRUPO PLACEBO

Ndo foram observadas diferencas significantes entre a analise
morfolégica da retina neurossensorial do grupo controle e do grupo placebo, no
qual foi injetado 0,1ml de solucdo salina balanceada. Nao foram percebidas
areas de atrofia da camada dos fotorreceptores e da nuclear externa compativel
lesdo de fotorreceptores, nem espessamento significativo das demais camadas
sugestivas de edema ou inflamacdo. Nenhum dos olhos apresentou areas de

descolamento de retina ao exame histologico. (Figura 20)
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50 um

Figura 20. Grupo Placebo - olho esquerdo do coelho 2. N&do foram observadas diferencas significantes na
morfologia histolégica da retina, quando comparada ao grupo controle.

As medidas das espessuras das camadas EPR, FR, CNE e CNI, assim
como o numero de estratos celulares na CNE estao descritos na tabela abaixo

(Tabela 9).
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Tabela 9. Valores das espessuras das camadas de FR, CNE, CNI, EPR e do numero de estratos celulares
na CNE no grupo placebo

ESPESSURA (u) CAMADAS
OLHO COELHO EPR FR CNE CNI CNE

1 D 3,9 25,5 27,4 18,8 5
1 E 4,2 28,0 32,4 22,5 6
2 D 4,7 30,5 28,7 20,7 5
2 E 4,7 27,6 31,0 18,2 6
3 E 3,8 26,8 31,8 17,0 6
13 D 3,2 32,6 25,6 19,7 5
14 D 3,0 23,1 23,5 21,6 5
14 E 33 26,8 27,0 15,3 6
15 D 38 37,7 23,1 15 5
15 E 33 26,8 25,3 14,3 6

Legenda:

D — Direito E — Esquerdo

4.2.2.1 - Comparacéo das medidas do grupo controle e do grupo placebo

Nao foi observada diferenca significante entre o valor médio das medidas

das espessuras das camadas EPR, FR, CNE e CNI, assim como do numero de

estratos celulares na CNE entre os grupos controle e placebo (Tabela 10).
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Tabela 10.Comparagédo das espessuras das camadas EPR, FR, CNE, CNI e do nimero de estratos
celulares na CNE entre os grupos controle e placebo

ESPESSURA (u)* CAMADAS
GRUPO EPR FR CNE CNI CNE
CONTROLE 3,9+0,9 30,9+54  282+36  17,0+1,8 6 (0,75)
PLACEBO 3,8+0,6 28,5¢+4,1  27,5¢33  18,3+2,8 5,5 (1,0)
Valor de p 0,70° 0,33° 0,71° 0,32° 0,61*

Legenda:

! _ Valor médio em micrometros + Desvio-Padr&o (DP)
2 _ Valor mediano (distancia inter-quartilica)

3 _ Teste t de Student para amostras nao-pareadas.

4 _ Teste de Mann-Whitney

4.2.3 GRUPO 1

O grupo 1, em gque foi injetado 1,25mg/0,1ml de Bevacizumabe intra-
vitreo, ndo apresentou diferencas significantes no estudo histologico da retina
neurossensorial em relacdo ao grupo placebo. Nao foram percebidas areas de
atrofia da camada dos fotorrecptores e nuclear externa compativel lesdo de
fotorreceptores, nem espessamento significativo das demais camadas
sugestivas de edema ou inflamacdo. Nenhum dos olhos apresentou areas de

descolamento de retina em exame histoldgico (Figura 21).
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Figura 21. Grupo 1 - Inje¢do de 1,25mg/0,1ml de bevacizumabe - Olho direito do Coelho 3. N&o séo
observadas diferengas morfoldgicas significantes em relacao ao grupo placebo.

As medidas das espessuras das camadas EPR, FR, CNE e CNI, assim
como o numero de estratos celulares na CNE estdo descritos na tabela abaixo

(Tabela 11).
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Tabela 11. Valores das espessuras das camadas de FR, CNE, CNI, EPR e do numero de estratos

celulares na CNE no grupo 1.

ESPESSURA (u) CAMADAS
OLHO COELHO EPR FR CNE CNI CNE
3 D 4,3 25,0 32,8 18,4 6
4 D 4,2 39,0 37,0 18,6 7
4 E 2,8 28,6 25,8 16,5 6
5 E 3,3 28,3 23,9 19,9 5
6 E 4,5 40,1 37,1 22,0 6
7 D 4,5 42,4 27,1 151 5
7 E 3,0 33,0 28,8 12,0 5
9 D 4,5 26,6 31,5 141 6
11 D 3,3 241 234 17,7 5
12 D 3,0 24,0 214 15,5 5
Legenda:
D — Direito E — Esquerdo
4.2.4 GRUPO 2

O grupo 2, em que foi injetado 2,5mg/0,1ml de Bevacizumabe intra-

vitreo, ndo apresentou diferencas significantes no estudo histolégico da retina

neurossensorial em relacdo ao grupo placebo. Nao foram percebidas areas de

atrofia da camada de fotorreceptores e da camada nuclear externa compativel

lesdo de fotorreceptores, nem espessamento significativo das demais camadas

sugestivas de edema ou inflamacdo. Nenhum dos olhos apresentou areas de

descolamento de retina ao exame histologico. (Figura 22)
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Figura 22. Grupo 2 - Injecao de 2,5mg/0,1ml de bevacizumabe. Olho esquerdo do coelho 12. N&o foram
observadas diferengcas morfoldgicas significantes em comparacao com o grupo placebo.

As medidas das espessuras das camadas EPR, FR, CNE e CNI, assim
como o numero de estratos celulares na CNE estdo descritos na tabela abaixo.

(Tabela 12)
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Tabela 12. Valores das espessuras das camadas de FR, CNE, CNI, EPR e do numero de estratos
celulares na CNE no grupo 2

ESPESSURA (u) CAMADAS
OLHO COELHO EPR FR CNE CNI CNE
5 D 3,6 26,6 24,3 20,1 5
6 D 2,8 41,7 25,8 27,7 5
8 D 2,8 22,7 32,8 14,1 6
8 E 4,2 16,2 21,2 14,8 5
9 E 3,0 41,3 32,3 13,9 7
10 D 3,9 38,5 27,8 18,7 6
10 E 3,8 25,2 20,5 17,5 6
11 E 3,5 24,0 20,1 13,2 5
12 E 3,6 44.4 31,1 16,1 6
13 E 4,0 31,8 31,6 23,3 7
Legenda:
D — Direito E — Esquerdo

425 ANALISE DAS ESPESSURAS DAS CAMADAS DA RETINA

NEUROSSENSORIAL

As espessuras da camada de fotorreceptores ndo variou
significantemente entre o grupo em que se injetou solucdo salina balanceada
(placebo) e 0s grupos nos quais se injetaram bevacizumabe intra-vitreo com

1,25mg/0,1ml (grupo 1) e 2,5mg/0,1ml (grupo 2). (Figura 23)
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Figura 23.Comparagéo da espessura da camada de fotorreceptores entre o grupo placebo (solugéo salina
balanceada), grupo 1 (bevacizumabe 1,25mg/0,1ml) e grupo 2 (bevacizumabe 2,5mg/0,1ml). N&o se
observam diferencgas entre os achados histoldgicos do grupo placebo e dos outros dois grupos.

As espessuras das camadas nucleares externa e interna, assim como o
namero de estratos celulares na CNE, também néo diferiram significantemente
entre o0 grupo que injetou solucéo salina balanceada (placebo) e os grupos que
injetaram bevacizumabe intra-vitreo com 1,25mg/0,1ml (grupo 1) e 2,5mg/0,1ml
(grupo 2). (Figura 24)
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Figura 24.A espessura da Camada Nuclear Externa (seta vermelha) e da Camada Nuclear Interna (seta
amarela) no grupo 1 (bevacizumabe 1,25mg/0,1ml) e no grupo 2 (bevacizumabe 2,5mg) ndo diferiram do
grupo placebo (solugdo salina balanceada). O nimero de estratos celulares da CNE variou de 5 a 7
estratos nos 3 grupos, nao diferindo significantemente entre eles.
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Os valores médios das medidas das espessuras das camadas EPR, FR,
CNE e CNI, assim como a mediana do numero de estratos celulares na CNE
dos grupos 1 (bevacizumabe 1,25mg/0,1ml) e placebo (solucdo salina

balanceada 0,1ml) estdo descritos na tabela abaixo (Tabela 13).

Tabela 13. Comparacgdo das espessuras das camadas EPR, FR, CNE, CNI e do numero de estratos
celulares na CNE entre o grupo placebo e o grupo 1.

ESPESSURA (u)* CAMADAS
GRUPO EPR FR CNE CNI CNE®
1 3,7+0,7 31,147,0 28,7456  17,0+2,9 5,5 (1,0)
PLACEBO 3,8+06  285+4,1  27,5+33  183+28 5,5 (1,0)
Valor de p 0,86° 0,35° 0,36° 0,35° 0,81*

Legenda:

! _ Medida em micrometros + Desvio-Padréo (DP)

2 _ Teste t de Student para amostra pareadas.

% _ Mediana do numero de camadas celulares da CNE (Distancia Inter-quartilica)
4 _ Calculado pelo teste de Wilcoxon

" Grupo em que foi injetado 1,25mg de Bevacizumabe

Os valores médios das medidas das espessuras das camadas EPR, FR,
CNE e CNI, assim como a mediana do numero de estratos celulares na CNE
dos grupos 2 (bevacizumabe 2,5mg/0,1ml) e placebo (solucdo salina

balanceada) estéo descritos na tabela abaixo (Tabela 14).
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Tabela 14. Comparacdo das espessuras das camadas EPR, FR, CNE, CNI e do numero de estratos

celulares na CNE entre o grupo placebo e o grupo 2

ESPESSURA (u)* CAMADAS
GRUPO EPR FR CNE CNI CNE?®
2 3,5+0,5 31,249,7 26,7450  17,9+4,7 6,0 (1,0)
PLACEBO 3,8+0,6 28,5+4,1 27,5%£3,3 18,3+2,8 5,5 (1,0)
Valor de p 0,37° 0,33° 0,67° 0,8° 0,42*

Legenda:
! _ Medida em micrometros + Desvio-Padrdo (DP)

2 _ Teste t de Student para amostra pareadas.

% _ valor mediano do ntimero de camadas celulares da CNE (Distancia Inter-quartilica)

4 _ Ccalculado pelo teste de Wilcoxon

" Grupo em que foi injetado 2,5mg de Bevacizumabe

4.2.6 ANALISE DO EPITELIO PIGMENTADO DA RETINA

Nos grupos placebo, grupo 1 e grupo 2, o EPR apresentou-se com

aspecto continuo, sem &areas sugestivas de atrofia e sem diferencas

significantes entre eles (Figura 25).
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Figura 25. Fotos do EPR representativas dos trés grupos de estudo em que foram realizadas inje¢Ges
intra-vitreas. Nao foi observada diferenca significante no aspecto continuo entre os grupos.

A espessura média do EPR também néo variou significantemente entre

0s grupos. (Tabela 15)

Tabela 15.Comparacéo da espessura do EPR entre o grupo placebo e os grupos 1 e 2

GRUPOS ESPESSURA DO EPR p
(MEDIA + DP)
PLACEBO 3,8 £ 0,6 --
GRUPO 1 (1,25mg Bevacizumabe) 3,7x0,7u 0,88t
GRUPO 2 (2,50mg Bevacizumabe) 3,5+0,5u 0,372

Legenda:
p — Valor de p calculado pelo teste t student para amostras pareadas.
! _ valor de p calculado pela comparacgéo entre os grupos 1 e placebo.

2 _valor de p calculado pela comparacao entre 0s grupos 2 e placebo.
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5 DISCUSSAO

5.1 A INJECAO INTRA-VITREA EM OLHOS DE COELHOS NAO-ALBINOS

A terapia anti-angiogénica popularizou a realizacdo das injecdes intra-
vitreas no tratamento de diversas patologias vitreo-retinianas. Apesar de se
mostrarem seguras, existem relatos de complicacbes e o uso de anti-
angiogénicos na oftalmologia devem seguir os protocolos da boa pratica clinica
(AIELLO et al., 2004; FUNG et al., 2006; ANGULO BOCCO et al., 2008;

FINTAK et al., 2008).

Estudando o uso de bevacizumabe e ranibizumabe intra-vitreo, FINTAK
et al (2008) avaliaram 14.320 injecOes e encontraram a incidéncia de 0,02% de
endoftalmite . Acredita-se que a experiéncia acumulada, a adequada anti-sepsia
e a adequacdo de normas para injecdo intra-vitrea tenham levado a uma
importante reducdo de endoftalmite associada ao procedimento (AIELLO et al.,
2004). ANGULO BOCCO et al (2008) avaliaram 2028 injecbes realizadas com
triancinolona, pegaptanibe e ranibizumabe e corroboraram os achados dos
demais estudos. Eles ainda encontraram a incidéncia de 0,44% de catarata e
0,05% de rotura retiniana. FUNG et al (2006) realizaram um inquérito pela
internet, que incluiu oftalmologistas de doze paises em quatro continentes,

coletando dados referentes a 7.113 injecdes intra-vitreas com uma média de
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trés meses de acompanhamento. Esses autores também encontraram
incidéncia de endoftalmite de 0,01% e descolamento de retina de 0,04% e
consideraram os efeitos adversos sistémicos inerentes a prépria idade do

paciente .

No presente estudo, o procedimento de injecdo intra-vitrea em olhos de
coelhos nédo levou a efeitos clinicos adversos relevantes no pés-operatorio. A
presenca de opacificacdo cristaliniana localizada préximo ao sitio da injecéo foi
ocasionada, possivelmente, pelo toque cristaliniano durante o procedimento.
Esta opacificagcdo local, no entanto, em nada impediu o adequado

acompanhamento da retina do animal.

O edema de coérnea, surgido logo apds a injecédo, foi secundario ao
aumento brusco da presséo intra-ocular. O volume da cavidade vitrea do olho
do coelho é de aproximadamente 1,7ml, enquanto o do olho humano é de 4ml.
O volume injetado no olho do animal foi baseado naquele que é injetado no ser

humano, ou seja, proporcionalmente 2,5 vezes maior.

Foi levantada, ainda, na fase do estudo piloto do trabalho, a possibilidade
deste volume maior ser responsavel por danos estruturais a retina
neurossensorial e epitélio pigmentado da retina e tais ocorridos poderiam ser
falsamente atribuidos a droga em estudo (bevacizumabe). A analise histoldgica
cuidadosa dos olhos que néo realizaram injecdo (grupo controle) e dos olhos

gue realizaram injecéo de placebo (0,1ml de solucdo salina balanceada — SSB)
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mostrou que esta injecdo de 0,1ml ndo leva a danos estruturais a retina e EPR

de olhos de coelhos (Tabela 10).

A verificacdo da existéncia de permeabilidade da artéria central da retina
com oftalmoscopia binocular indireta, apés a injecdo, também confirmou a

auséncia da possibilidade de dano isquémico secundario a injecao.

N&o houve, ainda, nenhum caso de endoftalmite e de inflamacéo ocular
grave usando-se os cuidados recomendados pela melhor pratica clinica hoje
existente para injecdes intra-vitreas, conforme adotado pelo protocolo deste

trabalho.

Os dados do estudo sugerem que a injecdo intra-vitrea de 0,1ml em
olhos de coelhos, sob condicBes de assepsia e anti-sepsia adequadas, seja um
procedimento clinicamente seguro, podendo ser considerado util e reprodutivel
em modelos experimentais para pesquisa sobre toxicidade retiniana de

diferentes farmacos em animais.
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5.2 OS EFEITOS DO BEVACIZUMABE EM OLHOS DE COELHOS NAO

ALBINOS

5.2.1 A ANALISE DA RETINA NEUROSSENSORIAL.

Neste estudo, trinta olhos de coelhos ndo albinos receberam injecao
intra-vitrea de 0,1ml e foram distribuidos em trés grupos (1:1:1), sem diferencas
significantes de sexo e peso (Tabela 7) , nos quais foram injetados: solucao
salina balanceada (placebo), 1,25mg/0,1ml de bevacizumabe e 2,5mg/0,1ml de
bevacizumabe. Os olhos dos animais foram acompanhados por noventa dias e

s6 entdo foram enucleados para avaliacao histoldgica.

Por ter o olho consideravelmente maior que o dos camundongos, 0 que
proporciona injecdes intra-vitreas com volume semelhante aguelas feitas em
seres humanos, e pela maior facilidade em manté-los em ambientes
experimentais quando comparados a porcos e macacos, 0s coelhos vém sendo
usados como modelo animal para investigacdo da toxicidade retiniana a
diferentes farmacos (AHN et al., 1995; MAIA, KELLNER et al.,, 2004,

KOMAROWSKA et al., 2009).

MAIA et al (2004) detectaram histologicamente a toxicidade retiniana
ap06s o uso de indocianina verde na cavidade vitrea de olhos de coelhos
pigmentados pela presenca de edema nas camadas celulares, chegando até o
nivel dos fotorreceptores. KOMAROWSKA et al (2009) relataram alteracéo

histologica descrita como afinamento de todas as camadas da retina,
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relacionada a lesdo toxica por repetidas injecdes de ketorolac na cavidade
vitrea de nove coelhos albinos, surgidas apés doze semanas de

acompanhamento.

BAKRI et al (2008) mostraram nao haver toxidade histologica sobre a
retina apds aplicacdo intra-vitrea de Nanogold em dezesseis coelhos
pigmentados. Estes autores encontraram apenas vacuolizacdo leve nas
camadas de células ganglionares e plexiforme interna, tanto no grupo controle
como no grupo estudo, e atribuiram tal achado a artefato de preparacédo das

pecas.

A toxicidade do bevacizumabe sobre a retina também vem sendo
testada. KAEMPF et al (2008) mostraram in vitro que uma concentragao cinco
vezes maior que a usada clinicamente ndo € deletéria para os fotorreceptores,

corroborando com os achados de LUTHRA et al (2006).

In vivo, SANCHO-TELLO et al (2009) mostraram a presenca de discreta
inflamac&o transitoria apés a aplicacdo de bevacizumabe intra-vitreo em olhos
de ratos. MANZANO et al (2006) e FEINER et al (2006) publicaram os
primeiros estudos experimentais com analise histoldgica mostrando a auséncia
da toxidade do bevacizumabe intra-vitreo em olhos de coelhos albinos. CHENG
et al (2008) ndo detectaram toxicidade do bevacimabe intra-vitreo in vivo e in
vitro sobre as células ganglionares da retina, mesmo apds injecfes repetidas
em altas doses. Todos esses estudos, publicados na literatura mundial,

apresentam tempo de acompanhamento de no maximo quatro semanas apos a
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injecdo intra-vitra de bevacizumabe. KOMAROWSKA et al (2009) sé6
detectaram alteracbes de atrofia retina com o uso de ketorolac apdés doze
semanas, logo alteracdes toxicas relativas ao bevacizumabe também poderiam

surgir apdés quatro semanas.

Neste estudo, foi proposto um tempo de acompanhamento mais
prolongado que os estudos anteriores relatados na literatura, para se avaliar
possiveis efeitos toxicos tardios. Apds noventa dias (12-13 semanas) de
seguimento, ndo foram encontradas diferencas morfolégicas entre a analise
histolégica dos olhos em que foi injetada solucéo salina balanceada (placebo) e
agueles submetidos a injecdo intra-vitrea de bevacizumabe 1,25mg/0,1ml e

2,5mg/0,1ml.

Além da analise morfologica, de forma inédita na literatura mundial, foi
realizada a medida das espessuras das camadas retinianas para possibilitar
uma avaliacdo comparativa-quantitativa e detectar possiveis sinais de atrofia ou
edema dos estratos celulares da retina, que poderiam associar-se a toxicidade

pela injecao intra-vitrea de bevacizumabe.

Foi visto que o valor médio da espessura da camada de fotorreceptores
(Figura 23), das camadas nucleares externa e interna, assim como o0 numero de
estratos celulares na CNE (Figura 24) nao diferiram significantemente entre os
olhos que realizaram injecao intra-vitrea de solucédo salina balanceada e os
olhos que realizaram injecao intra-vitrea de bevacizumabe com 1,25mg/0,1ml

(Tabela 13) ou 2,5mg/0,1ml (Tabela 14).
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Diante da analise morfo-histélogica e quantitativa da espessura das
camadas, sugere-se que nao houve lesdo seguida de perda celular com
consequente atrofia da camada, como relatado por KOMAROWSKA et al (2009)
apos o uso de Ketorolac, nem tdo pouco, edema retiniano como referido por

MAIA et al (2004) apds uso de indocianina verde.

Pode-se considerar, assim, que a injecao intra-vitrea de 1,25mg/0,1ml ou
2,5mg/0,1ml de bevacizumabe né&o levou a efeitos toxicos sobre a retina
neurossensorial de olhos de coelhos ndo albinos, sugerindo ser o uso de
bevacizumabe seguro nas doses utilizadas comumente na prética

oftalmoldgica.

5.2.2 A ANALISE DO EPITELIO PIGMENTADO DA RETINA

SPITZER et al (2006) mostraram in vitro que doses intra-vitreas de
1,25mg/0,1ml sdo seguras, no entanto, doses a partir de 2,5mg/0,1ml podem
causar danos as células do epitélio pigmentado da retina. KERNT et al (2007)
também mostraram in vitro que injecdes intra-vitreas com mais de 1,25 mg de

bevacizumabe podem levar danos as células do EPR.

DIB et al (2008) e SHAHAR et al (2006) mostraram que, em olhos de
coelhos, o bevacizumabe atinge o espaco subretiniano em até duas horas apés
a injecdo intra-vitrea. Diante disso, torna-se possivel que o bevacizumabe

possa levar danos ao EPR ap0s sua aplicacao na cavidade vitrea.
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Poucos estudos na literatura mundial usaram coelhos pigmentados para
testar a toxicidade de bevacizumabe intra-vitreo e todos eles tiveram seu tempo
de acompanhamento méximo de quatro semanas (BAKRI et al., 2006; AMERI

et al., 2007) .

Outro destaque deste estudo foi a atencédo dada ao epitélio pigmentado
da retina para se avaliar possiveis efeitos toxicos tardios (noventa dias apés o
procedimento) do bevacizumabe. Em coelhos ndo albinos, a analise minuciosa
do epitélio pigmentado da retina nos olhos submetidos a injecdo de medicacao
placebo e de 1,25mg/0,1ml e 2,5mg/0,1ml de bevacizumabe intra-vitrea néo
mostrou diferencas significantes entre 0s grupos com preservacdo de seu
aspecto morfolégico continuo (Figura 25). A medida de sua espessura €
extremamente importante para avaliar sinais de atrofia. Ndo foi observada
diferenca significante desta medida entre os olhos que foram submetidos a
injecdo de solucao salina balanceada e os que realizaram injecao intra-vitrea de

bevacizumabe com 1,25mg/0,1ml ou 2,5mg/0,1ml (Tabela 15).

Sugere-se, portanto, que inje¢des intra-vitreas de 1,25mg/0,1ml e
2,5mg/0,1ml de bevacizumabe ndo levem a danos e a atrofia na camada de

epitélio pigmentar da retina.
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5.3 PERSPECTIVAS FUTURAS

1. Este trabalho mostrou a seguranca da injecéo intra-vitrea de bevacizumabe,
uma droga de custo mais acessivel, para o tratamento das diversas doencas
proliferativas da retina e coroide. Projeta-se, agora, a construcéo de protocolos
de trabalhos de pesquisa para avaliacdo de sua eficacia em larga série de

pacientes.

2. Apos longo e detalhado estudo bem sucedido na construcdo e
desenvolvimento de um modelo animal reprodutivel e seguro para realizacdo de
injecdes intra-vitreas em ambiente experimental, espera-se, agora, utiliza-lo em
futuros trabalhos para o teste de novas drogas a serem utilizadas no tratamento

das doencas vasopoliferativas do olho.
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6 CONCLUSOES

1. O volume de 0,1ml de solucéo salina balanceada injetada na cavidade
vitrea de olhos de coelhos ndo-albinos nao leva a altera¢cdes histologicas
nem a danos estruturais a retina neurossensorial e epitélio pigmentado
da retina.

2. A injecéo intra-vitrea de bevacizumabe em olhos de coelhos nao foi
associada a complicag@es clinicas pos-operatorias significativas.

3. A injecdo intra-vitrea de 0,1ml com 1,25mg e 2,5mg de bevacizumabe
em olhos de coelhos ndo albinos mostrou-se segura e sem sinais de
danos histologicos a retina neurossensorial apdés um seguimento de trés
meses.

4. A injecdo intra-vitrea de 0,1ml com 1,25mg e 2,5mg de bevacizumabe
em olhos de coelhos ndo albinos mostrou-se segura e sem sinais de
danos histolégicos ao epitélio pigmentado da retina apds um seguimento

de trés meses.
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ANEXOS

Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica

— — =

0%6/06

LIFG :
: SERVICO PUBLICO FEDERAL
MINISTERIO DA EDUCACAO E DO DESPORTO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
2 ZIOSPITAL DAS CLINICAS
hospidd dos clinicos COMITE DE ETICA IEM PESQUISA MIEDICA HUMANA I: ANIMAL
PROTOCOLO CEPMHA/HC/UFG N° 076/2006 Goiinia, 07/07/2006

INVESTIGADOR (A) RESPONSAVEL (IES): Dr. Jodo Carlos Diniz Arraes

TITULO: Andlise de toxicidade retiniana da_injecdo _intra — vitrea de Bevacizumabe em
olhos de coelhos

Area Temstica: Grupo 111
Local de Realizacio: HC/UFG - CIEROF

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa Médica Humana e Animal, apds a analise,

aprovou *com_recomendacdo o projeto de Pesquisa acima referido, e o mesmo foi

considerado em acordo com os principios éticos vigentes.

* Recomendamos:

1- O envio do nome e posologia do analgésico no pés operatorio;

2- _Que o médico veterindrio faca exame clinico dos animais durante o periodo de
recuperagdo apos o procedimento de injecdo intra-vitrea, para detectar qualquer sintoma
de dor no animal e tomar as devidas providéncias;

3- Lavar o piso apenas 2 vezes por dia para evitar o estresse do animal;

4- Cuidado com a solucdo desinfetante a ser usada, para evilar irritacdo as mucosas dos
animais.

3- Gaiolas a mais para colocar os coelhos quando da flambacéo:

6-_Que o piso das gaiolas seja solido e com furos e ndo aramado.

N&o ha necessidade de aguardar o parecer da CONEP- Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa para iniciar a pesquisa.

=20 pesquisador responsavel devera encaminhar ao CEPMHA/HC/UFG, relatérios trimestrais
do andamento da pesquisa, encerramento, conclysao(des) e publicagao(des).

Prof. Joffre Rezende Filho
Coordenador do CEPMHA/HC/UFG

12 AVENIDA, S/N?, SETOR LESTE UNT! ERSITARIO - CEP: 74 605-050 - FONE: 269 83 38 - FAX: 269 84 26
GOIANIA - GOLAS I
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Anexo 2 — Normas de publicacéo dos respectivos periddicos

Trabalho submetido para publicacao:

INTRAVITREAL BEVACIZUMABE IN PIGMENTED RABBIT EYES:
HISTOLOGICAL ANALYSYS 90 DAYS AFTER INJECTION

Periodico: Arquivos Brasileiros de Oftalmologia ISSN: 0004-2749

Data de Submisséao: 07/05/2009

ARQUIVOS BRASILEIROS DE OFTALMOLOGIA
INSTRUCOES AOS AUTORES

Os ARQUIVOS BRASILEIROS DE OFTALMOLOGIA (Arg Bras Oftalmol.) ISSN 0004-2749, 6rgédo
oficial do Conselho Brasileiro de Oftalmologia, é publicado bimestralmente, tendo como objetivo registrar a
producdo cientifica em Oftalmologia, fomentar o estudo, o aperfeicoamento e a atualizagdo dos
profissionais da especialidade. S&o aceitos trabalhos originais, em portugués, inglés ou espanhol, sobre
experimentacdo clinica e aplicada, relatos de casos, andlises de temas especificos, revisdes de literatura,
cartas ao editor ou comentarios contendo criticas e sugestdes sobre as publicagbes, devendo ser
categorizados pelos seus autores. Artigos com objetivos meramente propagandisticos ou comerciais ndo
serdo aceitos. Todos os trabalhos, apds aprovagdo prévia pelos editores, serdo encaminhados para
andlise e avaliagdo de dois ou mais revisores, sendo 0 anonimato garantido em todo o processo de
julgamento. Os comentarios serdo devolvidos aos autores para as modificacfes no texto ou justificativas
de sua conservagcdo. Somente apos aprovacao final dos revisores e editores, os trabalhos serdo
encaminhados para publicagéo.

Os trabalhos devem destinar-se exclusivamente aos Arquivos Brasileiros de Oftalmologia, ndo
sendo permitida sua apresentagdo simultanea a outro periédico, nem sua reprodugdo, mesmo que parcial,
como tradugdo para outro idioma, sem autorizacdo dos Editores. As normas que se seguem foram
baseadas no formato proposto pelo International Committee of Medical Journal Editors e publicadas no
artigo: Uniform requirements for manuscripts submitted to biomedical journals, atualizado em 2006 e

disponivel no enderego eletrdnico http://www.icmje.org/. O respeito as instrugées é condigdo obrigatoria
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para que o trabalho seja considerado para analise. Todos os trabalhos quando submetidos a publicacao,
deveréo ter obrigatoriamente os seguintes formularios encaminhados a Secretaria dos ABO pelo correio:

¢ cessao de direitos autorais;

» contribui¢&o de autores e patrocinadores;

* declaracgdo de isencéo de conflitos de interesses;

« comprovante de aprovacdo de um Comité de Etica da Instituicdo onde foi realizado o trabalho, quando
referente a Artigos Originais.

Os formularios poderdo ser obtidos para impressdo na pagina do ABO online
(www.aboonline.com.br) link Formularios e Cartas. A falta de qualquer destes documentos implicara na
retencdo do artigo na Secretaria Editorial aguardando até que os mesmos sejam recebidos para que se
dé a liberagdo do trabalho para andlise.

PREPARO DO ARTIGO

REQUISITOS TECNICOS

1. O texto deve ser digitado em espaco duplo, fonte tamanho 12, margem de 2,5 cm de cada lado, com
paginas numeradas em algarismos arabicos, iniciando-se cada se¢do em uma nova péagina, na seqiiéncia:
pagina de identificacdo, resumo e descritores, “abstract’ e “keywords”, texto (Introdugdo, Métodos,
Resultados, Discussao/Comentarios), Agradecimentos (eventuais), Referéncias, tabelas, figuras e
legendas.

2. Pagina de identificagdo: Deve conter: a) Titulo do artigo, em portugués (ou espanhol) e Titulo em
inglés, que devera ser conciso, porém informativo; b) nome completo de cada autor, sem abreviacdes,
com o mais elevado titulo académico e afiliagdo institucional (nome completo da instituicdo que esta
filiado) ou, na falta deste, o titulo obtido na prépria especialidade ou nivel do curso universitario.
Recomenda-se que o nimero de autores seja limitado a 5 para Relato de casos e a 8 para Artigos
originais; c) indicacdo do departamento e nome oficial da Instituicdo aos quais o trabalho deve ser
atribuido; d) nome, endereco, telefone e e-mail do autor a quem deve ser encaminhada correspondéncia;
e) fontes de auxilio a pesquisa (se houver).

3. Resumo e descritores: Resumo em portugués (ou espanhol) e Abstract em inglés, de ndo mais que
3.000 aracteres. Para os artigos originais, deve ser estruturado, destacando os objetivos do estudo,
métodos, principais resultados presentando dados significativos e as conclusdes. Para as demais
categorias de artigos, o resumo ndo necessita ser estruturado, porém deve conter as informagdes

importantes para reconhecimento do valor do trabalho. Especificar cinco descritores, em portugués e em
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inglés, que definam o assunto do trabalho. Os descritores deverao ser baseados no DeCS (Descritores em
Ciéncias da Saude) publicado pela BIREME, traduzidos do MeSH (Medical Subject Headings) da National
Library of Medicine e disponivel no endereco eletrdnico: http://decs.bvs.br. Abaixo do Resumo, indicar,
para os Ensaios Clinicos, o numero de registro na base de Ensaios Clinicos (http://clinicaltrials.gov)*.

4. Texto: a) Artigos originais: devem apresentar as seguintes partes: Introdugdo, Métodos, Resultados,
Discussdo/Comentérios, Conclusdes e Referéncias. As citacdes no texto deverdo ser numeradas
seqguliencialmente em nimeros arabicos sobrescritos, devendo evitar a citagdo nominal dos autores. O
trabalho devera ter no maximo 3.000 palavras, 4 imagens, 4 tabelas e conter até 30 referéncias; b) Relatos
de casos: devem apresentar Introdugdo, com breve revisdo da literatura, relato do caso, mostrando os
exames importantes para o diagnostico e o diferencial,

se houver, Comentarios e Referéncias. Ele devera ter no maximo 1.500 palavras, 2 imagens, 2 tabelas e
conter até 10 referéncias; c¢) Em artigos de Atualizacdo (sobre um tema, um meétodo, etc), nos de
proposicdes tedricas, comunicacfes, analises de temas especificos ou com outras finalidades, divisdes
diferentes podem ser adotadas, devendo conter um breve histérico do tema, seu estado atual de
conhecimento e as razfes do trabalho; métodos de estudo (fontes de consulta, critérios), hipdteses, linhas
de estudo, etc, incluindo Referéncias. O manuscrito devera ter até 4.000 palavras, 4 imagens, 4 tabelas e
conter até 40 referéncias; d) Cartas ao Editor devem ser limitadas a duas paginas.

5. Agradecimentos: Colaboracdes de pessoas que merecam reconhecimento mas que ndo justificam
suas inclusées como autores e, ou por apoio financeiro, auxilio técnico, etc.

6. Referéncias: Em todas as categorias a citacdo (referéncia) dos autores no texto deve ser numérica e
seguencial, na mesma ordem que foram citadas e identificadas por algarismos arabicos entre parénteses e
sobrescrito. A apresentagdo devera estar baseada no formato proposto pelo International Committee of
Medical Journal Editors "Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals"
atualizado em fevereiro de 2006, conforme exemplos que se seguem. Os titulos de periédicos deverao ser
abreviados de acordo com o estilo apresentado pela List of Journal Indexed in Index Medicus, da National

Library of Medicine e disponibilizados no endereco: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez

Para todas as referéncias, cite todos os autores, até seis. Nos trabalhos com mais autores, cite apenas 0s
seis primeiros, seguidos da expresséao et al.
Exemplos de referéncias:

Artigos de Periddicos
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Costa VP, Vasconcellos JP, Comegno PEC, José NK. O uso da mitomicina C em cirurgia combinada. Arq
Bras Oftalmol. 1999;62(5): 577-80.

Livros

Bicas HEA. Oftalmologia: fundamentos. S&o Paulo: Contexto; 1991. Capitulos de livros Gémez de Liafio
F, Gomez de Liafio P, Gbmez de Liafio R. Exploracién del nifio estrabico. In: Horta-Barbosa P, editor.
Estrabismo. Rio de Janeiro: Cultura Médica; 1997. p. 47-72.

Anais

Hofling-Lima AL, Belfort Jr R. Infeccdo herpética do recém-nascido. In: IV Congresso Brasileiro de
Prevencgédo da Cegueira; 1980 Jul 28-30, Belo Horizonte, Brasil. Anais. Belo Horizonte; 1980. v.2. p. 205-
12.

Teses

Schor P. Idealizacdo, desenho, construgdo e teste de um ceratbmetro cirdrgico quantitativo [tese]. S&o
Paulo: Universidade Federal de Sao Paulo; 1997.

Documentos Eletrénicos

Monteiro MLR, Scapolan HB. Constricgdo campimétrica causada por vigabatrin. Arq Bras Oftalmol.
[periddico na Internet]. 2000 [citado 2005 Jan 31]; 63(5): [cerca de 4 p.]. Disponivel em:
http://www.abonet.com.br/abo/abo63511.htm

7. Tabelas: A numeracdo das tabelas deve ser seqiiencial, em algarismos arabicos, na ordem em que
foram citadas no texto. Todas as tabelas deveréo ter titulo e cabegalho para todas as colunas. No rodapé
da tabela deve constar legenda para abreviaturas e testes estatisticos utilizados, e a fonte bibliografica
guando extraida de outro trabalho.

8. Figuras (graficos, fotografias, ilustracdes, quadros): O arquivo deve conter a identificacdo das figuras,
como por exemplo: Grafico 1, Tabela 1, Figura 1. No caso de figuras desmembradas (Figura 1A, 1B)
deverdo também ser identificadas uma em cada arquivo. Os gréficos, figuras e tabelas deverdo ser
encaminhados em arquivo separado do texto, apenas sendo indicada sua localiza¢do no corpo do artigo.
Apresentar gréaficos simples e de facil compreenséo. Uniformizar o tamanho e o contetdo (corpo e formato
das letras) dos graficos e tabelas. Fotografias e ilustracdes deverdo ter boa resolugdo e enquadramento
apenas dos elementos importantes. Preferencialmente em formato JPG, podendo ser enviadas também
em PDF, TIFF/GIF, EPS. A resolucdo precisa ser acima de 300 dpi. Observar a importancia do enfoque

porque serdo submetidas a redugdo para uma ou duas colunas na diagramacéo
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do texto. Cada figura deve vir acompanhada de sua respectiva legenda em espacgo duplo e numerada em
algarismo arébico, correspondendo a cada item e na ordem em que foram citados no trabalho. Sera
cobrado do Autor do artigo, o excedente de imagens e tabelas coloridas que ultrapassarem o numero
maximo estipulado pela revista.

9. Abreviaturas e Siglas: Devem ser, também, precedidas do correspondente nome completo ao qual se
referem, quando citadas pela primeira vez, ou quando nas legendas das tabelas e figuras. Ndo devem ser
usadas no titulo e no resumo.

10. Unidades: Valores de grandezas fisicas devem ser referidos nos padrdes do Sistema Internacional de
Unidades, Disponivel no endereco: http://www.inmetro.gov.br/infotec/ publicacoes/Si/si.htm

11. Linguagem: E essencial que o trabalho passe previamente por revisdo gramatical, evitando-se erros
de concordancia, pontuagdo, etc. Quando o uso de uma palavra estrangeira for absolutamente necessario,
ela deve aparecer entre aspas (exceto a expressao et al, na referéncia). Agentes terapéuticos devem ser
indicados pelos seus nomes genéricos evitando-se, tanto quanto possivel, as citacbes de marcas
comerciais; cabe(m) ao(s) autor(es) a responsabilidade por elas. Quando forem citados instrumentos e/ou
aparelhos de fabricacdo industrial é necessério colocar o simbolo (sobrescrito) de marca registrada ® ou
TM.

ENVIO DO TRABALHO

Os trabalhos deverdo ser enviados pelo sistema de gerenciamento eletrdnico de artigos cientificos

disponivel no endereco eletrénico www.aboonline.com.br. Apds as corre¢fes sugeridas pelos revisores, a

forma definitiva do trabalho deverd ser encaminhada online (icone "trabalho com as modificagBes")
acompanhada de carta indicando as modificagBes realizadas ou o motivo pelos quais ndo estdo sendo
incorporadas. Artigos re-submetidos que néo vierem

acompanhados da carta aos revisores ficardo retidos aguardando o recebimento da mesma.

*Nota importante: Os Arquivos Brasileiros de Oftalmologia, em apoio as politicas para registro de ensaios
clinicos da Organiza¢@o Mundial de Saude (OMS) e do International Committee of Medical Journal Editors
(ICMJE), reconhecendo a importancia dessas iniciativas para o registro e divulgac@o internacional de
informacao sobre estudos clinicos, em acesso aberto, somente aceitara para publicagdo, a partir de agosto
de 2007, os artigos de pesquisas clinicas que tenham recebido um numero de identificagdo em um dos
Registros de Ensaios Clinicos validados pelos critérios estabelecidos pela OMS e ICMJE, disponivel no
endereco: http://clinicaltrials.gov ou no site do Pubmed, no item <ClinicalTrials.gov>. O numero de

identificacéo devera ser registrado ao final do resumo.
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Mais informagdes e detalhamentos estéo no endereco eletrénico www.aboonline.com.br - <Informagées

aos Autores> sub-item <Instrug&o para Submisséo online>.
Enderec¢o para correspondéncia:

Arquivos Brasileiros de Oftalmologia

Al. Santos, 1343 - 11° andar - Cj. 1.110

CEP 01419-001 - Sao Paulo - Brasil
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Anexo 3 — Bula do Avastin (ROCHE, 2006)

Avastin Roche — bevacizumabe - Antineopléasico
IDENTIFICAGAO DO MEDICAMENTO

Nome do produto: Avastin
Nome genérico: bevacizumabe
Forma farmacéutica, via de administragao e apresentacdes
Solugao injetavel concentrada para infusdo intravenosa.
Caixa com 1 frasco-ampola de dose Unica de 100 mg (4 mL) ou 400 mg (16 mL).

USO ADULTO

Composicao
Avastin injetavel 100 mg
Frasco-ampola de 4 mL contendo:
Principio ativo:
bevacizumabe (anticorpo monoclonal anti-VEGF humanizado).............c.cc.c....... 100 mg (25 mg/mL).
Excipientes: a, a-trealose diidratada, diidrogeno fosfato de s6dio monoidratado (fosfato de sédio,
monobasico, monoidratado), fosfato dissddico anidro (fosfato de sédio, dibasico), polissorbato 20
e agua para injetavel.
Avastin injetavel 400 mg
Frasco-ampola de 16 mL contendo:
Principio ativo:
bevacizumabe (anticorpo monoclonal anti-VEGF humanizado).............c.cc.c....... 400 mg (25mg/mL)
Excipientes: a, a-trealose diidratada, diidrogeno fosfato de s6dio monoidratado (fosfato de sddio,
monobasico, monoidratado), fosfato dissodico anidro (fosfato de sédio, dibasico), polissorbato 20
e agua para injetavel.

INFORMACOES AO PACIENTE

Solicitamos a gentileza de ler cuidadosamente as informacdes abaixo. Caso ndo esteja seguro a
respeito de determinado item, favor informar ao seu médico.
1. ACAO DO MEDICAMENTO
Avastin é o nome comercial para o bevacizumabe, um anticorpo monoclonal humanizado
recombinante que reduz a vascularizacdo de tumores, inibindo assim o crescimento tumoral.
O medicamento comega a agir logo ap6s sua administracao.
2. INDICACOES DO MEDICAMENTO
Avastin em combinag¢do com quimioterapia a base de fluoropirimidina € indicado para tratamento
de primeira-linha de pacientes com carcinoma metastéatico do célon ou do reto.
3. RISCOS DO MEDICAMENTO
Contra-indica¢fes
Avastin é contra-indicado em pacientes com hipersensibilidade ou alergia conhecida a qualquer
componente do produto, ou a outros produtos que contenham substancias parecidas com o
bevacizumabe.
Avastin é contra-indicado em pacientes com metéstases ndo tratadas do Sistema Nervoso
Central.
Adverténcias/Precaugdes
Existem varias condi¢bes que requerem cuidados na administracéo deste medicamento. Seu
médico sabera identificar essas situacdes e adotar as medidas adequadas. Essas situacdes
incluem a possibilidade de ocorrerem perfuragdes intestinais, aumento da presséo arterial,
problemas de cicatrizagdo de feridas e de cortes cirdrgicos, derrame cerebral e infarto agudo do
miocérdio (principalmente em individuos com idade acima de 65 anos), hemorragias, entre outras.
Solicite informagdes ao seu médico se desejar saber maiores detalhes a respeito dessas
condigdes.
Principais interagcdes medicamentosas
N&o houve diferengas no clearance de Avastin em pacientes tratados com Avastin em
monoterapia comparado aos pacientes que receberam Avastin em combinagdo com o regime
bolus IFL. O efeito de outras quimioterapias co-administradas (5-FU-LV, capecitabina) no
clearance de Avastin néo foi considerado clinicamente significante.
Resultados de um estudo de interacdo droga-droga demonstraram que o efeito do bevacizumabe
ndo alterou, de forma significativa, a farmacocinética de irinotecano e de seu metabodlito ativo
SN38.
Resultados de um outro estudo também demonstraram que bevacizumabe néo alterou de maneira

Anexos 107




siginificativa a farmacocinética da capecitabina e seus metabdlitos.

Idosos

A idade acima de 65 anos esta associada a um risco aumentado de problemas vasculares
arteriais, incluindo derrame cerebral e infarto do miocardio, durante o tratamento com Avastin.
Criancgas

A eficacia e segurancga de Avastin em pacientes pediatricos ndo estdo estabelecidas.

Pacientes com insuficiéncia hepatica e renal

A eficacia e segurancga de Avastin em pacientes com insuficiéncia hepatica ou renal ndo estao
estabelecidas.

Gravidez e amamentagéo

Este medicamento nédo deve ser utilizado por mulheres gravidas sem orientagdo médica ou
do cirurgido-dentista.

Em mulheres com potencial para engravidar, medidas contraceptivas adequadas séo
recomendadas durante o tratamento e durante pelo menos 6 meses depois da Ultima dose de
Avastin.

Nao se sabe se o0 bevacizumabe é excretado no leite humano. Assim, as mulheres devem ser
orientadas a interromper o aleitamento materno durante o tratamento e a ndo amamentar durante
pelo menos 6 meses depois da Ultima dose de Avastin.

Este medicamento n&o deve ser utilizado por mulheres durante a amamentagéo.

Efeitos sobre a capacidade de dirigir e operar maquinas

N&o foram realizados estudos sobre a capacidade de dirigir e operar maquinas. No entanto, ndo
existe nenhuma evidéncia de que o tratamento com Avastin resulte em aumento dos eventos
adversos que possam levar ao comprometimento da capacidade de dirigir ou operar maquinas ou
prejudicar a capacidade mental.

A eficacia e seguranca de Avastin em pacientes pediatricos néo estdo estabelecidas.
Informe ao médico ou cirurgido-dentista o aparecimento de reacfes indesejaveis.

Informe ao seu médico ou cirurgido-dentista se vocé esta fazendo uso de algum outro
medicamento.

N&o use medicamento sem o conhecimento do seu médico. Pode ser perigoso para a sua
saude.

4. MODO DE USO

Avastin em seu frasco-ampola original € um liquido incolor ou de coloracao levemente castanha
clara.

Este medicamento € de uso hospitalar e deve ser preparado por um profissional de salde, de
maneira asséptica, misturado com soro fisiolégico para infusdo intravenosa antes de ser
administrado.

Este medicamento deve apenas ser aplicado por profissionais treinados e habilitados para
administra-lo. Seu médico conhece os detalhes da administracao e podera Ihe fornecer todas as
informacdes desejadas.

A dose recomendada de Avastin é de 5 mg/kg de peso administrada uma vez a cada 14 dias em
infuso intravenosa.

Recomenda-se que o tratamento com Avastin seja mantido continuamente até a progressao da
doenca de base.

Siga a orientacdo de seu médico, respeitando sempre os horarios, as doses e a duragado do
tratamento.

N&o interrompa o tratamento sem o conhecimento do seu médico.

N&o use o0 medicamento com o prazo de validade vencido. Antes de usar observe o0 aspecto
do medicamento.

5. REACOES ADVERSAS

Assim como os medicamentos antitumorais de modo geral, Avastin pode causar rea¢fes
indesejaveis.

As reagoes indesejaveis mais freqlientemente observadas em todos os estudos clinicos nos
pacientes recebendo Avastin com ou sem quimioterapia foram cansaco, diarréia, dor abdominal e
aumento da pressao arterial. Outras rea¢des descritas incluem nauseas e presenca de proteinas
na urina. As reagc6es mais graves relatadas foram perfuragdes gastrintestinais, hemorragias e
trombose arterial.

Atencdo: este € um medicamento novo e, embora as pesquisas tenham indicado eficacia e
seguranca aceitaveis para comercializacdo, efeitos indesejaveis e ndo conhecidos podem
ocorrer. Neste caso, informe ao seu médico.

6. CONDUTA EM CASO DE SUPERDOSE

E muito pouco provavel que vocé receba dose excessiva de Avastin. Se isto acontecer os
principais sintomas correspondem as reac¢des indesejaveis descritas para o0 medicamento, que
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serdo reconhecidos por seu médico que também sabera como trata-los.
7. CUIDADOS DE CONSERVAGCAO
Antes de aberto, Avastin deve ser mantido em refrigerador, em temperaturas de 20 a 8oC. O
frasco deve ser mantido dentro da embalagem externa original para proteger da luz até o
momento de ser utilizado.
Avastin ndo contém nenhum conservante antimicrobiano; portanto, depois de aberto deve-se
tomar cuidado para garantir a esterilidade da solu¢éo preparada. Depois de misturado com soro
fisiolégico para administracéo, o produto deve ser usado imediatamente. Se n&do usado
imediatamente, os tempos e condi¢cdes de armazenamento em uso séo de responsabilidade do
usuario e normalmente ndo deve ultrapassar 24 horas em temperaturas de 20 a 8o C, a menos que
a diluicao tenha sido feita em condi¢des assépticas controladas e validadas.
NAO CONGELAR. NAO AGITAR.
Estabilidade:
A data de fabricacdo e o prazo de validade de Avastin estdo impressos na embalagem externa do
produto. Nao use qualquer medicamento fora do prazo de validade; pode ser prejudicial a saude.
Todo medicamento deve ser mantido fora do alcance das criancgas.

INFORMACOES TECNICAS AOS PROFISSIONAIS DE SAUDE
1. CARACTERISTICAS FARMACOLOGICAS
Descricéo
Avastin é o nome comercial para o bevacizumabe, um anticorpo monoclonal humanizado
recombinante, produzido por tecnologia de DNA recombinante em um sistema de expresséo de
célula de mamifero, de ovario de Hamster Chinés, em um meio nutriente contendo o antibi6tico
gentamicina e é purificado por um processo que inclui inativagdo viral especifica e etapas de
remogdo. Gentamicina é detectavel no produto final em < 0,35 ppm. O bevacizumabe é
constituido por 214 aminoacidos e tem um peso molecular de aproximadamente 149.000 daltons.
Farmacodinamica
Mecanismo de acéo: Avastin € um anticorpo monoclonal humanizado recombinante que se liga e
neutraliza seletivamente a atividade biolégica do fator de crescimento do endotélio vascular
humano (VEGF). O bevacizumabe contém regides estruturais humanas, com regides ligantes de
antigenos de um anticorpo murino humanizado, que se liga ao VEGF. Avastin inibe a ligagcdo de
VEGF a seus receptores, Flt-1 e KDR, na superficie das células endoteliais. A neutralizacéo da
atividade bioldgica do VEGF reduz a vascularizagao de tumores, inibindo assim o crescimento
tumoral. A administragdo de bevacizumabe ou de seu anticorpo murino original, a modelos de
xenoenxerto de cancer em camundongos, resultou em atividade antitumoral extensa em canceres
humanos, incluindo cancer de coélon, mama, pancreas e prdstata. A progressao da doenca
metastatica foi inibida e a permeabilidade microvascular foi reduzida.
Dados de seguranca pré-clinicos
Desenvolvimento epifisario: Em estudos com até 26 semanas de duracdo em macacos
cynomolgus, Avastin esteve associado a displasia epifisaria, caracterizada principalmente por
espessamento da cartilagem da placa de crescimento, formagédo de placa 6ssea subcondral e
inibicdo de invasdo vascular da placa de crescimento. Este efeito ocorreu em doses = 0,8 vezes a
dose terapéutica humana e niveis de exposi¢éo discretamente abaixo da exposi¢do clinica
humana esperada, com base em concentracdes séricas médias. Deve-se notar, no entanto, que a
displasia epifisaria ocorreu apenas em animais em crescimento ativo, com placas de crescimento
abertas. Como Avastin sera administrado mais provavelmente a pacientes adultos com placas de
crescimento fechadas, ndo se espera que a displasia epifisaria ocorra na populagao clinica.
Cicatrizacdo de feridas: Os efeitos do bevacizumabe sobre cicatrizacdo de feridas circulares foram
estudados em coelhos. A reepitelizacéo de feridas foi retardada em coelhos apds cinco doses de
bevacizumabe, que variaram entre 2 e 50 mg/kg em um periodo de 2 semanas. Foi observada
uma tendéncia a uma relacdo dose-dependente. A magnitude do efeito sobre a cicatrizagcdo de
feridas foi semelhante a observada com a administracéo de corticosterdides. Ao cessar o
tratamento com 2 ou 10 mg/kg de bevacizumabe, as feridas se fecharam completamente. A dose
mais baixa, de 2 mg/kg, foi aproximadamente equivalente a dose terapéutica proposta. Um
modelo mais sensivel de cicatrizacdo de ferida linear também foi estudado em coelhos. A
administracdo de trés doses de bevacizumabe, variando de 0,5 a 2 mg/kg reduziu, de forma
dosedependente,
a tenséo da ferida, o que foi consistente ao retardo da cicatrizagdo da ferida. A dose
baixa, de 0,5 mg/kg, foi 5 vezes menor do que a dose terapéutica proposta.
Como foram observados efeitos sobre cicatrizacdo de feridas em coelhos com doses abaixo da
dose terapéutica proposta, a capacidade do bevacizumabe exercer impacto adverso sobre
cicatrizacdo de feridas no homem deve ser considerada.
Em macacos cynomolgus, os efeitos do bevacizumabe sobre a cicatriza¢@o de inciséo linear
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foram altamente variaveis e nao ficou evidente uma relacdo dose-resposta.

Funcéo renal: Em macacos cynomolgus normais, o bevacizumabe ndo demonstrou nenhum efeito
mensuravel sobre a funcao renal, quando administrado uma ou duas vezes por semana durante
até 26 semanas e ndo se acumulou no rim de coelhos depois de duas doses de até 100 mg/kg
(aproximadamente 80 vezes maior do que a dose terapéutica proposta).

Estudos de pesquisa de toxicidade em coelhos, usando os modelos de disfungéo renal,
mostraram que o bevacizumabe ndo exacerbou a lesédo glomerular renal induzida por albumina de
soro bovino ou a lesao tubular renal induzida por cisplatina.

Albumina: Em macacos cynomolgus machos, o bevacizumabe administrado em doses de 10
mg/kg duas vezes por semana ou 50 mg/kg uma vez por semana durante 26 semanas foi
associado com uma redugéo estatisticamente significante da albumina e da raz&o entre albumina
e globulina e aumento da globulina.

Esses efeitos foram reversiveis com a interrupgdo da exposigdo. Como os parametros
permaneceram dentro do intervalo de referéncia normal de valores para essas avaliagfes, essas
alteracdes ndo foram consideradas clinicamente significativas.

Hipertens&o: Em doses de até 50 mg/kg duas vezes por semana em macacos cynomolgus, o
bevacizumabe ndo apresentou nenhum efeito sobre a presséo arterial.

Hemostasia: Estudos de toxicologia ndo-clinica de até 26 semanas de duragdo em macacos
cynomolgus ndo encontraram alteragcdes hematoldgicas ou nos parametros de coagulacéo,
incluindo nimero de plaquetas, tempo de protrombina e tromboplastina parcial ativada. Um
modelo de hemostasia em coelhos, usado para pesquisar o efeito do bevacizumabe sobre a
formacé&o de trombos, ndo demonstrou alteracdo na velocidade de formacgéo de trombos ou
qualquer outro parametro hematol6gico em comparacao ao tratamento com veiculo de
bevacizumabe.

Mutagenicidade/Carcinogenicidade: N&o foram realizados estudos para avaliar o potencial
carcinogénico e mutagénico de Avastin.

Toxicidade reprodutiva: Nao foram realizados estudos especificos em animais para avaliar o efeito
de Avastin sobre a fertilidade. Nao foi observado nenhum efeito adverso sobre os 6rgaos
reprodutivos masculinos em estudos de toxicidade com doses repetidas em macacos cynomolgus.
A inibicdo da funcdo ovariana foi caracterizada por redu¢des no peso ovariano e/ou uterino e no
namero de corpos ldteos, uma redugdo na proliferagdo endometrial e uma inibicdo de maturagéo
folicular em macacos cynomolgus tratados com Avastin durante 13 ou 26 semanas. As doses
associadas com este efeito foram = 4 vezes a dose terapéutica humana ou = 2 vezes acima da
exposicao humana esperada com base nas concentragdes séricas médias em macacos fémeas.
Em coelhos, a administragdo de 50 mg/kg de bevacizumabe resultou em reducao significativa do
peso ovariano e do nimero de corpos liteos. Os resultados em macacos e coelhos foram
reversiveis com a interrupcao do tratamento. E provavel que a inibigéo de angiogénese apos a
administracdo de bevacizumabe resulte em um efeito adverso sobre a fertilidade feminina.
Farmacocinética

A farmacocinética do bevacizumabe foi caracterizada em pacientes com diversos tipos de tumores
sdlidos.

Em todos os estudos clinicos, o bevacizumabe foi administrado em infusao V. Como observado
com outros anticorpos, as propriedades farmacocinéticas do bevacizumabe sdo bem
representadas por um modelo bicompartimental. De modo geral, baseado nos estudos clinicos, a
distribuicdo do bevacizumabe foi caracterizada por um baixo clearance, um volume limitado do
compartimento central (Vc), e uma meia-vida de eliminacao prolongada. Isto permite que os niveis
plasmaticos terapéuticos alvo de bevacizumabe sejam mantidos com uma variagao do esquema
de administragdo (tais como uma administra¢éo a cada 2 ou 3 semanas).

Na analise farmacocinética populacional do bevacizumabe, nao foi constatada diferenca
significativa na farmacocinética do bevacizumabe em relacao a idade (sem correlagdo entre o
clearance de bevacizumabe e a idade do paciente [a idade média foi de 59 anos com 5° e 95°
percentil de 37 e 76 anos]).

Niveis de albumina baixos e de fosfatase alcalina altos sdo geralmente indicativos da gravidade
da doenca e da carga tumoral. O clearance do bevacizumabe foi aproximadamente 20% maior
tanto em pacientes com niveis baixos de albumina sérica ou em pacientes com niveis elevados de
fosfatase alcalina, quando comparados com os pacientes tipicos com valores medianos de
albumina e/ou fosfatase alcalina.

Distribuicdo

O valor médio tipico do volume do compartimento central (Vc) foi de 2,66 litros e 3,25 litros para
mulheres e homens, respectivamente, sendo esta a faixa que tem sido descrita para IgGs e outros
anticorpos monoclonais. Apés a corre¢do para o peso corporal, os homens apresentaram Vc maior
(+ 22%) do que as mulheres.
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Metabolismo

A avaliagdo do metabolismo do bevacizumabe em coelhos apés dose Unica IV de 1125-
bevacizumabe indicou que seu perfil metabdlico foi semelhante ao esperado para uma molécula
de IgG original que nao se liga ao VEGF. O metabolismo e a elimina¢éo do bevacizumabe é
similar ao da IgG endégena, ou seja, da-se principalmente por meio do catabolismo proteolitico
em todo o corpo, incluindo as células endoteliais, e ndo depende fundamentalmente da eliminagao
através dos rins e figado. A ligagéo da IgG ao receptor FcRn a protege do metabolismo celular e
resulta na meia-vida terminal longa.

Eliminagéo

A farmacocinética de bevacizumabe é linear em doses que variam de 1,5 a 10 mg/kg/semana.

O valor para o clearance €, na média, igual a 0,207 L/dia para mulheres e 0,262 L/dia para
homens. Apés a correcdo para o peso corporal, os homens apresentavam uma depuracéo de
bevacizumabe maior (+26%) do que as mulheres.

Conforme o modelo bicompartimental, a meia-vida inicial (a) € de 1,4 dias para ambos 0s sexos e
a meia-vida terminal (B) estimada é de 20 dias para um paciente tipico feminino e 19 dias para um
paciente masculino tipico.

Farmacocinética em populagdes especiais

As farmacocinéticas populacionais foram analisadas para avaliar os efeitos das caracteristicas
demogréficas. Os resultados mostraram nao haver diferencas significativas na farmacocinética de
bevacizumabe em relagéo a idade.

Criancas e adolescentes: a farmacocinética do bevacizumabe foi estudada num nimero limitado
de pacientes pediatricos. Os dados farmacocinéticos resultantes sugerem que o volume de
distribuic@o e o clearance de bevacizumabe foram comparaveis ao de adultos com tumores
sélidos.

Pacientes com disfuncao renal: ndo foram realizados estudos para investigar a farmacocinética do
bevacizumabe em pacientes com disfuncao renal, ja que os rins ndo sdo os principais 6rgéos do
metabolismo e excre¢do do bevacizumabe.

Pacientes com disfuncdo hepatica: ndo foram realizados estudos para investigar a
farmacocinética do bevacizumabe em pacientes com disfungéo hepatica, j4 que o figado ndo é o
principal 6rgdo do metabolismo e excre¢éo do bevacizumabe.

2. RESULTADOS DE EFICACIA

A segurancga e eficacia da dose recomendada de Avastin (5 mg/kg de peso a cada duas
semanas) em carcinoma metastéatico do célon ou reto foram estudadas em trés estudos clinicos
randomizados, com controle ativo, avaliando a combinagdo de Avastin com quimioterapia a base
de fluoropirimidina, em primeira-linha de cancer colorretal metastético [1, 2, 3, 4, 5]. Avastin foi
combinado com dois esquemas quimioterapicos:

» Estudo AVF2107g: Um esquema semanal de irinotecano/5-fluorouracil e leucovorin em

bolus (esquema IFL) durante um total de 4 semanas, dentro de cada ciclo de 6 semanas

(1, 2]

» Estudo AVF0780g: Em combinac¢do com 5-fluorouracil/leucovorin (5-FU/LV) em bolus,

durante um total de 6 semanas, dentro de cada ciclo de 8 semanas (esquema Roswell

Park) [1, 3, 4]

* Estudo AVF2192g: Em combinacdo com 5-fluorouracil/leucovorin (5-FU/LV) em bolus

durante um total de 6 semanas, dentro de cada ciclo de 8 semanas (esquema Roswell

Park), em pacientes que ndo eram candidatos ideais para tratamento de primeira-linha

com irinotecano [5].

AVF2107g [1, 2]: Este foi um estudo fase Ill, randomizado, duplo-cego, com controle ativo,
avaliando Avastin em combinacdo com IFL como tratamento de primeira-linha para carcinoma
metastéatico do célon ou reto [1]. Oitocentos e treze pacientes foram randomizados para receber
IFL + placebo (Brago 1) ou IFL + Avastin (5 mg/kg a cada 2 semanas, Braco 2). Um terceiro
grupo de 110 pacientes recebeu 5-FU em bolus/LV + Avastin (Brago 3). A inclus@o no Brago 3 foi
interrompida, conforme predeterminado, depois que foi estabelecida e considerada aceitavel a
seguranga do Avastin combinado ao esquema IFL.

O parametro primario de eficacia do estudo foi a sobrevida global. A adicdo de Avastin ao IFL
resultou em aumento estatisticamente significante na sobrevida global, sobrevida livre de
progressao (SLP) e taxa de resposta global (Tabela 1). O beneficio clinico de Avastin, medido
pela sobrevida, foi observado em todos os subgrupos predeterminados de pacientes, incluindo os
definidos por idade, sexo, estado de desempenho (performance status), localizagéo do tumor
primario, nimero de 6rgaos envolvidos e duragdo da doenca metastatica.

Os resultados de eficacia de Avastin em combinagao com quimioterapia IFL sdo mostrados na
Tabela 1.

Tabela 1. Resultados de Eficicia para o Estudo AVF2107g
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AVF2107g

Brago 1

IFL + Placebo

Brago 2

IFL + Avastina

Numero de pacientes 411 402

Sobrevida global

Mediana (meses) 15,6 20,3

Intervalo de confianca 95% 14,29 a 16,99 18,46 a 24,18

Razéo de riscob 0,660

p valor 0,00004

Sobrevida Livre de Progressao (SLP)

Mediana (meses) 6,2 10,6

Razéo de risco 0,54

p valor < 0,00001

Taxa de Resposta Global

Porcentagem 34,8 44,8

p valor 0,0036

a 5 mg/kg a cada 2 semanas

b Em relagdo ao grupo controle

Entre os 110 pacientes randomizados para o Brago 3 (5-FU/LV + Avastin), antes da

descontinuacao deste brago, a mediana de sobrevida global foi de 18,3 meses e a sobrevida livre

de progressado (mediana) foi de 8,8 meses.

AVF2192g [5]: Este foi um estudo clinico fase Il, randomizado, duplo-cego, com controle ativo,

gue estudou os efeitos do Avastin em combinacdo com 5-FU/Leucovorin como tratamento de
primeira-linha para cancer colorretal metastatico, em pacientes que ndo eram candidatos ideais

para tratamento de primeira-linha com irinotecano. Cento e cinco pacientes foram randomizados

para 5-FU/LV + placebo (Brago 1) e 104 foram randomizados para 5-FU/LV + Avastin (5 mg/kg a

cada 2 semanas) (Brago 2). Todos os tratamentos foram mantidos até a progressao da doencga. A

adicdo de Avastin 5 mg/kg a cada duas semanas ao 5-FU/LV resultou em maiores taxas de

resposta objetiva, sobrevida livre de progresséo significativamente mais prolongada e uma

tendéncia a uma sobrevida mais prolongada em comparagdo com a quimioterapia 5-FU/LV

apenas.

Referéncias Bibliograficas

1. Reinmann J & Novotny B. Clinical Summary. Summary of clinical efficacy. August 18, 2003.

2. Holmgren E. & Novotny B. Clinical Summary: Summary of Clinical Safety. September 02, 2003.

3. Lieberman G, Gaudreault J & Novotny W. Clinical Study Report AVF0780g: A phase Il, multidose,
randomized,

multicenter clinical trial to evaluate the efficacy, safety, and pharmacokinetics of recombinant humanized
monoclonal

anti-VEGF antibody (rhuMab VEGF) combined with 5-fluorouracil and Leucovorin chemotherapy in subjects
with

metastatic colorectal cancer, March 8, 2002.

4. Benson Il AB, & Goldberg M. Optimal use of the combination of irinotecano and 5-fluorouracil. Seminars
in oncology.

20(3. suppl.6):68-77, 2003.

5. Barron H. Clinical Study Report AVF2192g. A phase |l, multicenter, double-blind, randomized, active-
controlled clinical

trial to evaluate the efficacy and safety of rhuMab VEGF (bevacimumab), a recombinant human
monoclonal antibody to

vascular endothelial growth factor, in combination with 5-Fluorouracil and Leucovorin chemotherapy in
subjects with

metastatic colorectal cancer who are not optimal candidates for first-line CPT-11. Report CSR AVF2192g,
May 6, 2004.

3. INDICACOES

Avastin em combinagdo com quimioterapia a base de fluoropirimidina é indicado para tratamento

de primeira-linha de pacientes com carcinoma metastatico do célon ou do reto.

4. CONTRA INDICAGCOES

Avastin é contra-indicado em pacientes com hipersensibilidade conhecida a qualquer

componente do produto, a produtos de células de ovéario de hamster chinés ou a outros anticorpos
recombinantes humanos ou humanizados.

Avastin é contra-indicado em pacientes com metastases do Sistema Nervoso Central ndo
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tratadas (vide itens Adverténcias e Reacfes Adversas).

5. MODO DE USAR E CUIDADOS DE CONSERVACAO DEPOIS DE ABERTO

Condicdes de conservacao:

Avastin ndo contém nenhum conservante antimicrobiano, portanto, deve-se tomar cuidado para
garantir a esterilidade da solugéo preparada.

A estabilidade quimica e fisica durante o uso foi demonstrada durante 48 horas em
temperaturas de 20 a 300C em solucao de cloreto de s6dio 0,9%. Do ponto de vista
microbiolégico, o produto deve ser usado imediatamente. Se ndo usado imediatamente, o
tempo e as condi¢des de armazenamento em uso sdo de responsabilidade do usuério e
normalmente ndo deve ultrapassar 24 horas em temperaturas de 20 a 80C, a menos que a
diluicdo tenha sido feita em condi¢fes assépticas controladas e validadas.

NAO CONGELAR. NAO AGITAR.

Preparacdo e administracdo da solugdo de infuséo:

Avastin deve ser preparado por profissional de satde empregando técnica asséptica.

Retire a quantidade necessaria de bevacizumabe e dilua em um volume necessario para
administracdo com 0,9% de uma solucéo de cloreto de sddio. A faixa de concentragéo da solugédo
de bevacizumabe final deve ser mantida entre 1,4 e 16,5 mg/mL.

Despreze qualquer quantidade deixada no frasco-ampola, pois este medicamento ndo contém
conservantes. Medicamentos para infusdo parenteral devem ser inspecionados visualmente
quanto a presenca de particulas e descoloracdo antes da administragédo.

N&o foi observada nenhuma incompatibilidade entre Avastin e as bolsas de cloreto de polivinil ou
poliolefin. Foi observado um perfil de degradagéo dependente de concentracdo de Avastin
guando diluido com solugdes de dextrose (5%). Infusdes de Avastin ndo devem ser
administradas ou misturadas com solu¢des de dextrose ou glicose.

Produtos parenterais devem ser inspecionados visualmente para verificar a presenga de
particulas e alterag6es de coloracéo do liquido antes da administracéo.

Descarte:

Como o produto ndo contém conservantes, todo o restante ndo usado do frasco de Avastin deve
ser descartado.

Manuseio:

Precaug¢fes devem ser tomadas no manuseio de Avastin.

N&o administrar em injecdo intravenosa direta ou em bolus.

A dose inicial de Avastin deve ser administrada em 90 minutos, em infusao intravenosa. Se a
primeira infusdo for bem tolerada, a segunda infusdo pode ser administrada durante 60 minutos.
Se a infusdo em 60 minutos for bem tolerada, todas as infus6es subseqiientes podem ser
administradas em 30 minutos.

A reducdo da dose de Avastin devido a presenca de eventos adversos ndo é recomendada. Se
indicado, Avastin deve ser suspenso ou temporariamente interrompido (vide itens Adverténcias e
Precaucées).

Atencéo:

A velocidade de infusdo recomendada n&o deve ser excedida.

Vias de administracéo:

Avastin é de uso exclusivamente injetavel e deve ser administrado por via parenteral
(intravenosa).

Prazo de validade:

Este medicamento possui prazo de validade a partir da data de fabricacédo (vide embalagem
externa do produto). Nao use o medicamento apés a data de validade indicada na embalagem;
pode ser prejudicial a saude.

6. POSOLOGIA

Dosagem padréo

A dose recomendada de Avastin é de 5 mg/kg de peso administrada uma vez a cada 14 dias em
infusdo intravenosa.

Recomenda-se que o tratamento com Avastin seja mantido continuamente até a progresséo da
doenca de base.

Instrucdes de Dosagens Especiais

Criancas e adolescentes: A segurancga e eficacia de Avastin em criancas e adolescentes nédo
foram estabelecidas.

Insuficiéncia renal: A seguranga e eficacia de Avastin ndo foram estudadas em pacientes com
insuficiéncia renal.

Insuficiéncia hepética: A seguranca e eficacia de Avastin ndo foram estudadas em pacientes
com insuficiéncia hepatica.

Idosos: Ndo ha recomendacdes especiais de doses para individuos idosos.
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7. ADVERTENCIAS

Perfuragfes gastrintestinais:

Pacientes podem estar sob risco aumentado para desenvolvimento de perfuracéo gastrintestinal
quando tratados com Avastin (vide item Reacdes Adversas). Avastin deve ser suspenso
permanentemente em pacientes que desenvolverem perfuragdo gastrintestinal.

Fistula:

Os pacientes podem ter um risco aumentado para o desenvolvimento de fistula quando tratados com
Avastin.

O tratamento com Avastin deve ser permanentemente descontinuado em pacientes com fistula
traqueoesofagica ou fistula Grau 4. A informagao disponivel ainda é limitada quanto ao uso continuo
de Avastin em pacientes com outros tipos de fistulas. Em casos de fistula ndo gastrintestinal, a
descontinuacdo de Avastin deve ser considerada.

Hipertenséo:

Foi observada incidéncia aumentada de hipertensdo em pacientes tratados com Avastin. Dados de
seguranca clinica sugerem que a incidéncia de hipertensdo é provavelmente dose-dependente.
Hipertensao preexistente deve ser adequadamente controlada antes de iniciar o tratamento com
Avastin. N&o existem informacdes sobre o efeito de Avastin em pacientes com hipertensdo nao
controlada quando iniciam o tratamento com Avastin. A monitoragdo da presséo arterial &
recomendavel durante o tratamento com Avastin (vide item Reacdes Adversas).

Na maioria dos casos, a hipertenséo foi adequadamente controlada com terapia anti-hipertensiva
padrao para a situagao individual do paciente afetado. Avastin deve ser permanentemente
interrompido se a hipertensdo ndo puder ser adequadamente controlada com medicamentos
antihipertensivos

ou se o paciente desenvolver crise hipertensiva ou encefalopatia hipertensiva (vide item

Reac¢Bes Adversas: Experiéncia Pos-Marketing).

Cicatrizagao:

Avastin pode afetar de forma adversa o processo de cicatrizagdo. O tratamento com Avastin ndo
deve ser iniciado durante um prazo de no minimo 28 dias depois de cirurgia de grande porte ou até
que a ferida cirdrgica esteja completamente cicatrizada. Em pacientes que apresentarem
complicag¢des da cicatrizacdo de feridas durante tratamento com Avastin, este deve ser suspenso até
gue a ferida esteja completamente cicatrizada. O tratamento com Avastin deve ser suspenso para
cirurgia eletiva (vide item Reagbes Adversas).

Proteindria:

Em estudos clinicos, a incidéncia de proteindria foi maior em pacientes recebendo Avastin em
combinagdo com quimioterapia, quando em comparacao com aqueles que receberam apenas
quimioterapia. Proteinlria Grau 4 (sindrome nefrética) foi incomum em pacientes com Avastin. Em
caso de proteinaria Grau 4, o tratamento com Avastin deve ser permanentemente descontinuado.
Tromboembolismo arterial:

Em estudos clinicos, a incidéncia de tromboembolismo arterial, incluindo acidente vascular cerebral,
ataque isquémico transitorio (AIT) e infarto agudo do miocardio (IAM) foi maior em pacientes
recebendo Avastin em combinag&o com quimioterapia, quando em comparacgao aos pacientes que
receberam apenas quimioterapia.

Avastin deve ser definitivamente interrompido em pacientes que desenvolverem eventos
tromboembadlicos arteriais.

Pacientes recebendo Avastin mais quimioterapia, com histéria de tromboembolismo arterial e idade
acima de 65 anos, apresentam risco aumentado de desenvolvimento de eventos tromboembdlicos
arteriais durante o tratamento com Avastin. Recomenda-se cautela ao tratar tais pacientes com
Avastin.

Tromboembolismo venoso:

Pacientes sob tratamento com Avastin podem estar sob risco de desenvolver eventos
tromboembdlicos venosos, incluindo embolismo pulmonar. Avastin deve ser descontinuado em
pacientes com embolismo pulmonar com risco de vida (Grau 4). Pacientes com Grau < 3 necessitam
de rigoroso monitoramento.

Insuficiéncia cardiaca congestiva (vide item Reacdes Adversas):

Eventos consistentes com Insuficiéncia Cardiaca Congestiva foram relatados em estudos clinicos. Os
sintomas variaram de declinios assintomaticos na fracéo da ejecéo ventricular esquerda a
Insuficiéncia Cardiaca Congestiva sintomatica, exigindo tratamento ou hospitalizagéo.

Deve-se ter cautela quando tratar pacientes com doencga cardiovascular clinicamente significativa ou
insuficiéncia cardiaca congestiva preexistente com Avastin.

Neutropenia:

indices aumentados de neutropenia severa, neutropenia febril ou infecgdo com neutropenia severa
(incluindo algumas fatalidades) foram observados em pacientes tratados com alguns regimes
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mielotéxicos de quimioterapia associados a Avastin, em comparacao a quimioterapia sem adi¢éo de
Avastin.

Hemorragia (vide item Reagdes Adversas):

Pacientes tratados com Avastin apresentam risco aumentado de hemorragia, especialmente
hemorragias associadas ao tumor. Avastin deve ser suspenso definitivamente em pacientes que
apresentarem sangramento Graus 3 ou 4 durante o tratamento com Avastin.

O risco de hemorragia no sistema nervoso central em pacientes com metastases no SNC recebendo
Avastin ndo pbde ser completamente avaliado, pois tais pacientes foram excluidos dos estudos
clinicos.

Nao existe nenhuma informacgéo sobre o perfil de seguranca de Avastin em pacientes com diatese
hemorragica congénita, coagulopatia adquirida ou em pacientes recebendo dose plena de
anticoagulantes para tratamento de tromboembolismo antes do inicio do tratamento com Avastin,
pois pacientes com estas condi¢g6es foram excluidos dos estudos clinicos. Portanto, recomenda-se
cautela antes de iniciar o tratamento com Avastin nesses pacientes. No entanto, pacientes que
desenvolveram trombose venosa enquanto tratados com Avastin nao parecem apresentar incidéncia
aumentada de sangramento Grau 3 ou acima quando tratados com dose plena de varfarina e Avastin
concomitantemente.

Sindrome da Leucoencefalopatia Posterior Reversivel (SLPR):

Houve raros relatos de pacientes tratados com Avastin que tenham desenvolvido sinais e sintomas
gue sdo consistentes com a Sindrome da Leucoencefalopatia Posterior Reversivel (SLPR), um raro
disturbio neuroldgico, o qual pode apresentar 0s seguintes sinais e sintomas, dentre outros:
convulsdes, dor de cabeca, estado mental alterado, distarbio visual ou cegueira cortical, com ou sem
hipertensado associada. Um diagndstico de SLPR requer confirmag&o por imagem cerebral. Em
pacientes que desenvolvem SLPR, o tratamento de sintomas especificos, incluindo controle de
hipertensao é recomendado juntamente com a descontinuacéo de Avastin. A seguranca da retomada
do tratamento com Avastin em pacientes que anteriormente tenham apresentado SLPR néo é
conhecida (vide item Experiéncia Pos-Marketing).

Gestacdo e lactacdo

Categoria de risco na gravidez: C. Este medicamento néo deve ser utilizado por mulheres
gravidas sem orientacdo médica ou do cirurgido-dentista.

Foi demonstrado que Avastin & embriotdxico e teratogénico quando administrado a coelhos. Os
efeitos observados incluiram reducdes de peso materno e fetal, nimero aumentado de reabsorcdes
fetais e incidéncia aumentada de alterag8es macroscopicas e esqueléticas fetais especificas. As
evolucgdes fetais adversas foram observadas em todas as doses testadas, de 10 a 100 mg/kg.

Foi demonstrado que a angiogénese é criticamente importante para o desenvolvimento fetal. A
inibicdo da angiogénese depois da administracdo de Avastin pode causar resultado adverso da
gravidez.

N&o houve nenhum estudo adequado e bem controlado em gestantes. Sabe-se que IgGs cruzam a
barreira placentaria e Avastin pode inibir a angiogénese no feto. Portanto, Avastin ndo deve ser
usado durante a gravidez. Em mulheres com potencial para engravidar, medidas contraceptivas
adequadas sdo recomendadas durante o tratamento com Avastin. Com base em considerac¢des
farmacocinéticas, as medidas contraceptivas sao recomendadas durante pelo menos 6 meses depois
da ultima dose de Avastin.

N&o se sabe se o0 bevacizumabe é excretado no leite humano. Como a IgG materna é excretada no
leite e Avastin pode prejudicar o crescimento e desenvolvimento do lactente, as mulheres devem ser
orientadas a interromper o aleitamento materno durante o tratamento e a ndo amamentar durante
pelo menos 6 meses depois da Ultima dose de Avastin.

Este medicamento néo deve ser utilizado por mulheres durante a lactagdo.

Efeitos sobre a capacidade de dirigir e operar maquinas

Nao foram realizados estudos sobre a capacidade de dirigir e operar maquinas. No entanto, ndo
existe nenhuma evidéncia de que o tratamento com Avastin resulte em aumento dos eventos
adversos que possam levar ao comprometimento da capacidade de dirigir ou operar maquinas ou
prejudicar a capacidade mental.

8. USO EM IDOSOS, CRIANCAS E OUTROS GRUPOS DE RISCO

Idosos

Vide item Adverténcias: Tromboembolismo arterial.

Criangas

A eficacia e seguranga de Avastin em pacientes pediatricos ndo estdo estabelecidas.

Pacientes com insuficiéncia hepatica e renal

A eficacia e seguranga de Avastin em pacientes com insuficiéncia hepatica ou renal ndo foram
estudadas.

9. INTERAC}OES MEDICAMENTOSAS
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Efeito de agentes antineoplasicos na farmacocinética do bevacizumabe

Nao foram observadas interagdes farmacocinéticas clinicamente relevantes de quimioterapia
coadministrada

ao Avastin, baseado nos resultados de uma analise de farmacocinética

populacional. Nao houve diferengas no clearance de Avastin em pacientes tratados com Avastin
em monoterapia comparado aos pacientes que receberam Avastin em combinagdo com o regime
bolus IFL. O efeito de outras quimioterapias co-administradas (5-FU-LV ou capecitabina) no
clearance de Avastin nao foi considerado clinicamente significante.

Efeito do bevacizumabe na farmacocinética de outros agentes antineoplasicos

Resultados de um estudo de interagdo droga-droga, AVF3135g, demonstraram que o efeito do
bevacizumabe nédo alterou de maneira significativa a farmacocinética de irinotecano e de seu
metabdlito ativo SN38.

Resultados do estudo NP18587 demonstraram que o efeito do bevacizumabe néo alterou de
maneira significativa a farmacocinética da capecitabina e dos seus metabdlitos, nem a
farmacocinética da oxaliplatina, como determinado pela medicéo da platina livre e total.
Radioterapia

A segurancga e a eficicia de administracdo concomitante de radioterapia e Avastin nao foi
estabelecida.

10. REACOES ADVERSAS A MEDICAMENTOS

Experiéncia de estudos clinicos

O perfil de seguranca foi conduzido em pacientes com véarias malignidades tratados com Avastin,
predominantemente em combinagcdo com quimioterapia. O perfil de seguranca de uma populagao
clinica de mais de 3.500 pacientes é apresentado neste item.

Os eventos adversos mais graves foram:

* Perfuragdes gastrintestinais (vide item Adverténcias)

* Hemorragia (vide item Adverténcias)

» Tromboembolismo arterial (vide item Adverténcias)

As andlises dos dados de seguranca clinica sugerem que a ocorréncia de hipertenséo e
proteinuria durante o tratamento com Avastin sdo provavelmente dose-dependentes.

Os eventos adversos mais frequientemente observados em todos os estudos clinicos nos
pacientes recebendo Avastin foram hipertenséo, fadiga ou astenia, diarréia e dor abdominal.

A tabela 2 lista reag6es adversas de drogas associadas com o uso de Avastin em combinagéo
com diferentes regimes de quimioterapia em multiplas indica¢des. Estas reagdes ocorreram com
pelo menos 2% de diferenca, quando comparadas ao braco controle (reagdes Graus 3-5 do NCICTC
- National Cancer Institute — Common Toxicity Criteria) ou com ao menos uma diferenca de

10% quando comparada ao brago controle (reagfdes Graus 1-5 NCI-CTC), em ao menos um dos
estudos clinicos prioritarios. Estas reacdes adversas estdo nas seguintes categorias: Muito
Comum (= 10%) e Comum (= 1% - < 10%). A reacdo adversa é adicionada a categoria apropriada
na tabela abaixo, de acordo com a maior incidéncia vista nos estudos clinicos prioritarios. Dentro
de cada grupo de frequéncia, as reacdes adversas sdo apresentadas em ordem de seriedade
decrescente. Algumas reacdes adversas séo reagdes geralmente vistas com quimioterapia (por
exemplo, sindrome de eritrodisestesia palmo-plantar com capecitabina e neuropatia sensorial
periférica com oxaliplatina). Entretanto, uma exacerbacéo da terapia com Avastin ndo pode ser
excluida.

Tabela 2 — Reag6es adversas comum e muito comum

Classe de sistema orgéanico

Eventos adversos Grau 3-5 NCI-CTC (2 2% de diferenca entre

os bragos do estudo em pelo menos um estudo clinico) Todos os graus de reacdes
Infecgdes e Infestacbes

Sepse Abcesso, Infec¢céo

Disturbios doSangue e Sistema Linfatico

Neutropenia Febril, Leucopenia, Neutropenia, Trombocitopenia, Anemia

Disturbios no Metabolismo e Nutrigao

Desidratacéo Anorexia,

Disturbios do Sistema Nervoso

Neuropatia sensoria periférica, Acidente cerebrovascular, Sincope, Sonoléncia, Cefaléia, Disgeusia
(alteragdo do paladar), Cefaléia

Disturbios oculares

Lacrimejamento aumentado

Disturbios Cardiacos

Insuficiéncia cardiaca congestiva, Taquicardia supraventricular

Disturbios Vasculares
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Hipertensédo, Tromboembolismo (arterial), Trombose venosa profunda, Hemorragia, Hipertenséo
DistUrbios Respiratérios, Toracicos e do Mediastino

Embolia pulmonar, Dispnéia, Hipoxia, Epistaxe, Dispnéia, Epistaxe, Rinite

Distlrbios Gastrintestinais

Diarréia, Nausea, Vomito, Perfuragdo intestinal, Obstrucdo intestinal, Dores abdominais, Estomatite,
Constipacéo, Estomatite, Hemorragia retal

Disturbios de Pele e Tecido, Subcutaneo

Sindrome eritrodisestesia palmo-plantar, Dermatites esfoliativas, Pele seca, Descoloragéo de pele
Disturbios do Osso e Tecido Musculoesquelético

Fraqueza Muscular, Mialgia, Artralgia

Distlrbios Urinarios e Renais

Proteindria, Infecgdo do trato urinario, Proteiniria

Distirbios Gerais e Condi¢cdes do Local de Administracdo

Astenia, Fadiga, Dor, Letargia, Inflamacdo mucosa, Febre. Astenia, Dor, Inflamag&o mucosa

As seguintes reac¢des adversas relatadas usando NCI-CTC (critério comum de toxicidade) para
avaliacao de toxicidade, foram observadas em pacientes tratados com Avastin.

Perfuracdo gastrintestinal (vide item Adverténcias)

Avastin vem sendo associado a casos sérios de perfuracdo gastrintestinal.

Perfuragfes gastrintestinais tém sido relatadas em estudos clinicos com uma incidéncia de até 2%
em pacientes com cancer colorretal metastatico.

Evolucéo fatal foi relatada em aproximadamente um terco dos casos sérios de perfuragédo
gastrintestinal, o qual representa entre 0,2% - 1% de todos os pacientes tratados com Avastin.

A apresentacdo desses eventos variou em tipo e gravidade, desde presenca de ar livre observado em
radiografia simples de abdome, que se resolveu sem tratamento, até perfuracgao intestinal com
abscesso abdominal e evolugéo fatal. Em alguns casos, estava presente uma inflamagéo intraabdominal
de base, tanto por doenca ulcerosa gastrica, como por necrose tumoral, diverticulite ou

colite associada a quimioterapia. Uma associag¢@o causal entre processo inflamatdrio intra-abdominal,
perfuracdo gastrintestinal e Avastin ndo foi estabelecida.

Fistulas

Avastin foi associado com casos graves de fistula incluindo eventos resultando em morte.

Em estudos clinicos com Avastin, fistulas gastrintestinais tém sido relatadas com uma incidéncia
de até 2% em pacientes com cancer colorretal metastatico, mas também foram relatadas menos
comumente em pacientes com outros tipos de cancer. Relatos incomuns (= 0,1% a < 1%) de outros
tipos de fistulas que envolvem areas do corpo que nao o trato gastrintestinal (broncopleural,
urogenital e biliar) foram observadas em vérias indicagfes. Fistulas também foram observadas em
experiéncia pés-marketing.

Foram observados eventos em periodos diferentes durante o tratamento, variando de uma

semana até mais de um 1 ano do inicio do Avastin, com a maioria dos eventos ocorrendo dentro
dos primeiros 6 meses de terapia.

Cicatrizacéo de feridas (vide item Adverténcias)

Como Avastin pode ter impacto adverso sobre a cicatrizagdo de feridas, pacientes submetidos a
cirurgia de grande porte nos Ultimos 28 dias antes de iniciar o tratamento com Avastin foram
excluidos da participacéo no estudo de fase lll.

Através de estudos clinicos em cancer colorretal metastatico, ndo houve um risco aumentado de
hemorragia pés-operatoria ou complicagfes na cicatrizagao de feridas observadas em pacientes
que sofreram cirurgia de grande porte entre 28-60 dias antes de comegar terapia com Avastin.

Foi observado um aumento na incidéncia de hemorragia pos-operatéria ou complicagdes na
cicatrizacdo de feridas ocorrendo dentro de 60 dias de cirurgia de grande porte, em pacientes que
estavam sendo tratado com Avastin na época da cirurgia. A incidéncia variou entre 10% (4/40) e
20% (3/15).

Hipertenséo (vide item Adverténcias)

Foi observada uma incidéncia aumentada de 34% de hipertenséo (todos 0s graus) em pacientes
tratados com Avastin, comparado com 14% no braco de comparagéo.

Em ensaios clinicos nas multiplas indicagdes, a incidéncia global de hipertensao, Graus 3 e 4 (NCICTC),
variou de 0,4% a 17,9% em pacientes tratados com Avastin. Hipertensdo Grau 4 (crise
hipertensiva) ocorreu em até 1,0% dos pacientes tratados com Avastin, comparado com até 0,2%
dos pacientes tratados com a mesma quimioterapia sozinha.

Geralmente, a hipertenséo foi adequadamente controlada com anti-hipertensivos orais como
inibidores da enzima conversora da angiotensina, diurético e bloqueadores do canal de célcio.
Raramente resultou em descontinuacéo do tratamento com Avastin ou hospitalizagéo.

Raros casos de encefalopatia hipertensiva foram relatados, alguns dos quais foram fatais (vide item
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Adverténcias). O risco de hipertensao associada ao Avastin nao se correlacionou com as
caracteristicas basais dos pacientes, doenca de base ou terapia concomitante.

Proteindria

Em estudos clinicos, proteindria foi relatada na faixa de 0,7% a 38% dos pacientes recebendo
Avastin. A proteindria variou em gravidade, desde clinicamente assintomatica, transitéria, tragos
de proteindria, até sindrome nefrética. ProteinUria Grau 3 foi relatada em menos que 3% de
pacientes tratados. Proteindria Grau 4 (sindrome nefrética) foi observada em até 1,4 % dos
pacientes tratados. A proteinUria observada nos estudo clinicos com Avastin ndo foi associada a
disfuncéo renal e raramente exigiu interrupcéo permanente do tratamento com Avastin.

Os pacientes com histéria de hipertensdo podem apresentar um risco aumentado para
desenvolvimento de proteinuria quando tratados com Avastin. Existem evidéncias sugerindo que
proteinuria Grau 1 pode estar relacionada a dose de Avastin (vide item Adverténcias).
Recomenda-se efetuar um teste de proteiniria antes de iniciar a terapia com Avastin. Na maioria
dos estudos clinicos, niveis protéicos na urina = 2 g/24 h levaram a uma interrupg&o do Avastin
até a recuperacgdo dos niveis para < 2 g/24 h.

Hemorragia

Em estudos clinicos realizados, a incidéncia total de eventos hemorragicos Graus 3-5 variaram de
0,4% a 5% em pacientes tratados com Avastin, comparado com 0 a 2,9% dos pacientes no grupo
de controle de quimioterapia.

Os eventos hemorragicos que foram observados nos estudos clinicos com Avastin foram
predominantemente hemorragia associada ao tumor (veja a seguir) e hemorragia mucocutanea
minima, como epistaxe.

- Hemorragia associada ao tumor: Hemorragia gastrintestinal, incluindo hemorragia retal e melena
foram observadas em pacientes com cancer colorretal e foram avaliadas como hemorragias
associadas ao tumor.

Hemorragia associada ao tumor também foi raramente observada em outros tipos e localizagfes
de tumores, incluindo sangramento de sistema nervoso central (SNC) em um paciente com
hepatoma e com metastases ocultas de SNC e um outro paciente que desenvolveu perda
continua de sangue em um sarcoma de coxa com necrose.

Em todos os estudos clinicos de Avastin foi observada hemorragia mucocutanea, em até 50%
dos pacientes tratados com Avastin. Foi relatada, mais comumente epistaxe, Grau 1 NCI-CTC
gue durou menos de 5 minutos, e foi resolvida sem intervencgéo clinica, ndo necessitando de
nenhuma alteragdo no esquema de tratamento com Avastin.

Dados de estudos clinicos sugerem que a incidéncia de pequenas hemorragias mucocutaneas
secundarias (por exemplo, epistaxe) possam ser dose-dependente.

Também houve eventos menos comuns de hemorragia mucocutanea minima em outros locais,
como sangramento gengival ou hemorragia vaginal.

Tromboembolismo

- Tromboembolismo arterial

Uma incidéncia aumentada de eventos tromboembodlicos arteriais foi observada em pacientes
tratados com Avastin, incluindo acidentes cerebrovasculares, infarto do miocardio, ataques
isquémicos transitorios e outros eventos tromboembolicos arteriais.

Em estudos clinicos, a incidéncia total variou em até 3,8% dos pacientes tratados com Avastin
em comparagado com 1,7% nos bragos de controle da quimioterapia. Evento fatal foi relatado em
0,8% de pacientes recebendo Avastin em combinacdo com quimioterapia em comparagéo com
0,5% dos pacientes recebendo apenas quimioterapia.

Acidentes cerebrovasculares (incluindo ataques isquémicos transitérios) ocorreram em 2,3% dos
pacientes tratados com Avastin em comparagdo com 0,5% dos pacientes no grupo de controle:
infarto do miocardio em 1,4% dos pacientes tratados com Avastin em comparagéo com 0,7% dos
pacientes observados no grupo de controle.

No estudo clinico AVF2192g, foram incluidos pacientes com cancer colorretal metastatico que nao
eram candidatos para tratamento com irinotecano. Neste estudo, eventos tromboembdlicos
arteriais foram observados em 11% (11/100) dos pacientes, em comparagao com 5,8% (6/104) no
grupo de controle de quimioterapia.

- Tromboembolismo venoso

Em estudos clinicos nas multiplas indicacdes, a incidéncia total de eventos tromboembdlicos
venosos variou de 2,8% a 17,3% dos pacientes tratados com Avastin comparado com 3,2% a
15,6% nos bragos controle com quimioterapia. Eventos tromboembdlicos venosos incluem
trombose venosa profunda e embolismo pulmonar.

Eventos tromboembdlicos venosos graus 3-5 tém sido relatados em até 7,8% dos pacientes
tratados com quimioterapia mais bevacizumabe comparado com até 4,9% em pacientes com
guimioterapia isolada. Pacientes que tiveram evento tromboembdlico venoso podem ter alto risco
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de recorréncia se recebem Avastin em combinag¢do com quimioterapia, em compara¢ao com
quimioterapia isolada.

Insuficiéncia cardiaca congestiva

Na maioria dos estudos clinicos com Avastin, pacientes com ICC grau Il a IV (NYHA) preexistente
foram excluidos, portanto, ndo h& informac8es disponiveis sobre o risco de ICC nesta populagao.
A exposicao prévia a antraciclinas e/ou irradiagdo da parede toracica podem ser possiveis fatores
de risco para desenvolvimento de ICC.

Pacientes idosos

Em estudos clinicos randomizados, a idade > 65 anos foi associada a risco aumentado para
desenvolvimento de eventos tromboembdlicos arteriais, incluindo acidentes cerebrovasculares,
ataques isquémicos transitorios e infarto do miocardio em comparag&o com os pacientes com
idade < 65 anos quando tratados com Avastin (vide itens Adverténcias e Reacgdes Adversas:
Tromboembolismo). Outras rea¢cdes com uma maior freqliiéncia em pacientes acima de 65 anos
foram: trombocitopenia e leucopenia grau 3-4, neutropenia, diarréia, ndusea, dor de cabega e
fadiga em todos os graus.

Nao se observou aumento na incidéncia de outros eventos relacionados a Avastin, incluindo
perfuracéo gastrintestinal, complica¢des de cicatrizacao de ferida, hipertenséo, proteindria,
insuficiéncia cardiaca congestiva e hemorragia em pacientes idosos (> 65 anos) com cancer
metastético do cdlon ou reto em comparag¢do com os pacientes com idade < 65 anos também
tratados com Avastin.

Alteracdes laboratoriais

Reducao do numero de neutrdéfilos, leucopenia e presenga de proteindria podem estar associados
ao tratamento com Avastin.

De acordo com os estudos clinicos, as seguintes alteracdes laboratoriais Graus 3 e 4 foram
observadas com uma incidéncia aumentada (= 2%) nos pacientes tratados com Avastin,
comparadas com aquelas nos grupos controles: hiperglicemia, hemoglobina diminuida,
hipocalemia, hiponatremia, contagem diminuida de células brancas do sangue, tempo aumentado
da protrombina e razdo normalizada.

Experiéncia P6s-Marketing

Tabela 3: Reagdes adversas observadas no acompanhamento pds-marketing

Sistema Reacgdes (freqiéncia*)

Desordens do Sistema Nervoso

- Encefalopatia hipertensiva (muito rara) (vide

itens Adverténcias e Rea¢Bes Adversas)

- Sindrome da Leucoencefalopatia Posterior

Reversivel (rara) (vide item Adverténcias)

Desordens respiratorias, toracicas e do

mediastino

- Perfuragdo do septo nasal (desconhecida)

- Hipertenséo pulmonar (desconhecida)

- Disfonia (comum)

* se especificada, a freqiiéncia foi obtida de dados de estudos clinicos.

Atencédo: este € um medicamento novo e, embora as pesquisas tenham indicado eficacia e
seguranca aceitaveis para comercializagdo, efeitos indesejaveis e nao conhecidos podem
ocorrer. Neste caso, informe ao seu médico.

11. SUPERDOSE

A maior dose testada no ser humano (20 mg/kg de peso corpéreo intravenosa a cada duas
semanas), foi associada com enxaqueca intensa em varios pacientes.

12. ARMAZENAGEM

Antes de aberto, Avastin deve ser mantido em refrigerador, em temperaturas de 20 a 8oC. O
frasco deve ser mantido dentro da embalagem externa original para proteger da luz, até o
momento de ser utilizado.

NAO CONGELAR. NAO AGITAR.

Estabilidade:

A data de fabricacdo e o prazo de validade de Avastin estdo impressos na embalagem externa do
produto. N&o use qualquer medicamento fora do prazo de validade; pode ser prejudicial a saude.
MS-1.0100.0637

Farm. Resp.: Guilherme N. Ferreira - CRF-RJ n° 4288

Fabricado para F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basiléia, Suica

por Genentech Inc, South San Francisco, CA, EUA

Ou

Fabricado na Suica por F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basiléia
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Embalado por F. Hoffmann-La Roche Ltd, Kaiseraugst, Suica
Importado e distribuido no Brasil por:

Produtos Roche Quimicos e Farmacéuticos S.A.

Est. dos Bandeirantes, 2020 CEP 22710-104 - Rio de Janeiro - RJ
CNPJ: 33.009.945/0023-39

Servigo Gratuito de Informag8es — 0800 7720 289 R
www.roche.com.br

USO RESTRITO A HOSPITAIS

VENDA SOB PRESCRICAO MEDICA

NO do lote, data de fabricacdo, prazo de validade: vide cartucho.

CDS 12.0
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Anexo 4 - Documento de Isencdo de Conflitos de Interesse

DECLARACAO DE ISENCAO DE CONFLITOS DE INTERESSE

Eu, Jo&do Carlos Diniz Arraes, autor da tese de doutorado intitulada
“BEVACIZUMABE INTRA-VITREO: ANALISE DA TOXICIDADE RETINIANA
APOS 3 MESES EM OLHOS DE COELHOS NAO ALBINOS”, declaro que
dentro dos ultimos 5 anos e para o futuro préximo ndo possuo conflito de
interesse de ordem pessoal, comercial, politica e financeira na medicacéo
Bevacizumabe (Avastin®) utilizada no desenvolvimento desta tese.

Declaro também que todo o material utilizado durante o desenvolvimento
da pesquisa e elaboracdo da tese de doutorado teve seus custos pagos pelo

préprio autor do estudo.

Goiania, 15 de Abril de 2009

Jodo Carlos Diniz Arraes
(Autor do Estudo)
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Anexo 5 - Registro do Avastin® na Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria

——l:l_ Agéncia Nacional
=% de Vigildncia Sanitiria

www.anvisa.gov.br

Detalhe do Produto : AVASTIN

PRODUTOS ROCHE QUIMICOS E FARMACEUTICOS S.A.
33.009.945/0001-23

25351.255514/2004-83

F

'ZEMGM SOLINJP/INFIVCTFAVDINCX 4 [gey 1 jen0 INJETAVEL
124mes 10100.0637/001-5

FRASCO AMPOLA DE VIDRO INCOLOR - Priméria
CARTUCHO DE CARTOLINA - Secundéria

|ESTADOS UNIDOS
|05/2010

| 24/mes Registro: | 10100.0637/002-3

FRASCO AMPOLA DE VIDRO INCOLOR - Priméria
CARTUCHO DE CARTOLINA - Secundéria

ESTADOS UNIDOS
| 05/2010

[novaconsuta | [ voTar |

Anénria Narinnal de VinilAnria Sanitaria - SFPN 515, RLR. Fd.Omena - Rraslia MF) CFP 7N77N-507 - Tel: (A1) 44R3-1000 - Nisane Salide: NRNN A1 1897
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