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RESUMO

Introducdo: A experimentagdo do bevacizumabe (Avastin®) para uso topico e
subconjuntival no olho é oportuna diante das inumeras situagdes em que a inibi¢do do
crescimento de neovasos na superficie ocular ¢ desejavel. Para tanto, ¢ necessario submeter
esta droga a um teste de irritagdo ocular e observar sua eficdcia na neovasculariza¢dao
corneana.

Objetivos: Avaliar a toxicidade do uso topico e da inje¢do subconjuntival do bevacizumabe
(Avastin®) na superficie ocular integra de olhos de coelhos; avaliar e comparar o efeito do
uso topico e da injecdo subconjuntival do bevacizumabe (Avastin®) na neovascularizagao
corneana de olhos de coelhos apds queimadura quimica.

Materiais e Métodos: Estudo experimental em 60 coelhos. O experimento foi realizado em
trés etapas. A primeira e a segunda etapa avaliaram a toxicidade do Avastin® para a
superficie ocular sadia, através da instilagdo e da injecdo subconjuntival da droga,
respectivamente. A terceira etapa observou o efeito do bevacizumabe na neovascularizagao
corneana apos queimadura. Nas etapas 1 e 2 foi realizado exame externo do olho e o estudo
histopatologico da conjuntiva e cornea. Na terceira etapa a neovascularizacdo foi avaliada
conforme o tamanho dos neovasos e com analise computadorizada da area neovascularizada
de cada cornea. Na andlise de dados aplicou-se o teste de Mann-Whitney para comparar o
exame externo e a contagem das células inflamatorias em todos os tempos das etapas 1 e 2;
quanto a etapa 3, aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn com p<0,05
para comparacdo dos grupos dois a dois na analise do exame externo da neovascularizagado
corneana. Na analise da area de neovasculariza¢ao corneana, aplicou-se o teste F de analise de
variancia. A significancia estatistica foi definida como valor de p<0.05.

Resultados: Na etapa 1, o escore mediano do exame externo e da contagem de células
inflamatorias, ap6s os tempos de instilagao do soro fisiologico e do Avastin®, ndo apresentou
diferenga significativa. Na etapa 2, o escore mediano do exame externo ¢ da contagem de
células inflamatodrias, apds os tempos de injecdo do soro fisioldgico e do Avastin®, ndo
apresentou diferenca significativa, com excecdo do numero de células inflamatérias na
conjuntiva no primeiro dia. Na etapa 3, nas comparagdes dos grupos dois a dois ndo foram
detectadas diferencas significativas, porém, ao analisar os fatores envolvidos (procedimentos:
injecdo ou instilacdo, e as drogas: Avastatin® ou soro fisioldgico), verificou-se que a inje¢ao
ndo diferiu da instilagdo, mas o Avastin® diferiu do soro fisiologico.

Conclusio: Nao houve toxicidade com o uso tdpico e com a inje¢do subconjuntival do
bevacizumabe (Avastin®) na superficie ocular integra (conjuntiva e cérnea) de olhos de
coelhos; o bevacizumabe (Avastin®) apresentou efeito inibitério na neovascularizagdo
corneana de olhos de coelhos apds queimadura quimica, tanto por via topica como por via
subconjuntival e ndo houve diferenca entre a via topica e a via subconjuntival de
administracdo do bevacizumabe (Avastin®) na inibi¢do da neovascularizagdo corneana.

Palavras Chaves: Neovascularizagdo. Cornea. Bevacizumabe (Avastin®). Toxicidade.



LOPES, G. J. A. The Effects of topical and subconjunctival use of Bevacizumab
(Avastin®) on the ocular surface and in the corneal neovascularization of rabbit eyes.
2008. 85p. Thesis. State University of Londrina. Londrina. 2008.

ABSTRACT

Introduction: Experimentation with bevacizumab (Avastin®) for topical and subconjunctival
use on the eye is relevant considering the several situations in which the inhibition of the
growth of new blood vessels on the surface of the eye is desirable. Therefore, it is necessary
an eye irritant test of this drug and the evaluation of the drug effects on experimental corneal
neovascularization.

Objectives: To evaluate the toxicity of the topical use and subconjunctival injection of
bevacizumab (Avastin®) on the entire surface of rabbit eyes; to evaluate and compare the
effect of the topical use and the subconjunctival injection of bevacizumab (Avastin®) on
corneal neovascularization of rabbit eyes after chemical burns.

Materials and Methods: Experimental study on the eyes of 60 rabbits. The experiment was
carried out in three steps. The first and second steps evaluated the toxicity of Avastin® on the
healthy ocular surface through the instillation and the subconjunctival injection of the drug
and of normal saline solution. The third step observed the effect of bevacizumab on corneal
neovascularization after chemical burn.

In steps 1 and 2, an external exam of the eye and the histopathological study of the
conjunctiva and cornea were carried out. In the third step neovascularization was evaluated
according to the size of the new blood vessels and computerized analysis of the area of
neovascularization. The Mann-Whitney test was applied to the data to compare the external
exam and the inflamed cell count at all points of steps 1 and 2. In step 3, the Kruskal-Wallis
test was applied, followed by the Dunn test with p<0.05 for comparison with the groups two
by two in the external exam of corneal neovascularization. In the analysis of the area of
corneal neovascularization, the F test of variance analysis was applied. P value <0.05 was
considered statistically significant.

Results: In step 1, median score of the external exam and the inflamed cell count after the
instillation of normal saline solution and of Avastin® did not present a significant difference.
In step 2, the median score of the external exam and the inflamed cell count after the injection
of normal saline solution and of Avastin® did not show a significant difference, except in the
number of inflamed cells in the conjunctiva on the first day. In the third step, in comparisons
of the groups two by two, there were not significant differences, although upon analyzing the
factors involved (procedures: injection or instillation, and the drugs: Avastin® or normal
saline solution) it was verified that injection did not differ from instillation, but Avastin®
differed from normal saline solution.

Conclusion: There was no toxicity in the topical use or in the subconjunctival injection of
bevacizumab (Avastin®) on the surface of the rabbit eyes (conjunctive and cornea).
Bevacizumab (Avastin®) showed inhibitory effect on corneal neovascularization in rabbit
eyes after chemical burn and there was no difference between the topical or subconjunctival
administration of bevacizumab (Avastin®) in the inhibition of corneal neovascularization.

Key-words: Corneal neovascularization. Toxicity. Bevacizumab (Avastin®).
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1 INTRODUCAO

A experimentacdo do bevacizumabe (Avastin®) para uso topico no olho ¢
oportuna diante das inumeras situagcdes em que a inibicdo do crescimento de neovasos na
superficie ocular ¢ desejavel.

Angiogénese ¢ a formagdo de um novo vaso sanguineo a partir de um ja
existente (Ferrara, 2002; Gupta, Zhang, 2005; van Wijngaarden et al., 2005; Erdurmus et al.,
2007) e depende do delicado balango entre os fatores que promovem o crescimento vascular
(como o VEGEF e o fator familiar de crescimento de fibroblastos) e os fatores inibitérios do
crescimento vascular (como o trombospondin, angiostatin e endostatin) ao redor do endotélio
(Gupta, Zhang, 2005; van Wijngaarden et al., 2005). Um dos mais especificos fatores
regulatorios ¢ o VEGF, que regula a proliferacdo, a permeabilidade e a sobrevivéncia
endotelial (Gupta, Zhang, 2005; van Wijngaarden et al., 2005).

A neovascularizagdo corneana ¢ uma resposta da cdornea a agressdes e
inflamacdo na tentativa de facilitar a resolu¢do de um processo patoldgico. A presenca de
neovasos leva a perda da transparéncia da cornea e, consequentemente, compromete a visao,
sendo importante adotar medidas, sempre que possivel, para diminuir a inflamag¢do e impedir
o crescimento de novos vasos sanguineos na coérnea (Mahoney, Waterbury, 1985; Riazi-
Esfahani et al., 2006; Erdurmus et al., 2007). O tratamento da NVC corneana ¢ dificil e pouco
efetivo (Cole et al., 2007). Uma das opgdes € o uso de corticosterodides, que possuem uma
acdo antiinflamatdria e ndo especificamente antiangiogénica (Cole et al., 2007), mas nem
sempre sdo efetivos (Manzano et al., 2007). Varias drogas ja foram investigadas
experimentalmente sem, contudo, demonstrarem um resultado ideal, como a indomentacina
(Deutsch, Hughes, 1979), ciclosporina (Lipman et al., 1992), extrato aquoso de propolis
(Hepsen et al., 1999), plasminogénio (Zhang et al., 2005), triamcinolona e doxiciclina (Riazi-
Esfahani et al., 2006) e timoquinona (Erdurmus et al., 2007), ndo havendo consenso sobre o
melhor tratamento da NVC da cornea (Hosseini et al., 2007). As investigacdes continuam no
intento de identificar uma droga que impega o crescimento de neovasos na cornea.

O Avastin® ¢ uma droga antiangiogénica utilizada para cancer metastatico
de cdlon e foi o primeiro inibidor de angiogénese a prolongar a sobrevida de pacientes em um
estudo clinico controlado. Foi aprovado pelo FDA em fevereiro de 2004 para uso nestes
casos, por via sistémica (Zondor, Medina, 2004; Folkman, 2004; Gupta, Zhang, 2005). Esta

droga também foi administrada por via intra-ocular, uso off-label, em algumas alteragdes que
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comprometem camadas internas do olho (cordide e retina), como a degeneracdo macular
relacionada a idade, a oclusdo venosa central e a retinopatia diabética (Ferrara, 2002;
Folkman, 2004; Michels et al., 2005; Rosenfeld et al., 2005; Feiner et al., 2006). A
experiéncia do uso do Avastin® na superficie ocular em doencas conjuntivais e corneanas
ainda precisa ser avaliada por ensaios clinicos controlados.

As substancias quimicas, naturais ou sintéticas, podem determinar
alteragdes funcionais e organicas mais ou menos graves em qualquer individuo, conforme a
natureza da substancia, sua concentracao e, principalmente, a sensibilidade do individuo ou de
um de seus orgaos (Maffei, 1978). Por isso, toda substancia para uso na superficie do olho
deve passar por um teste de irritagdo ocular, com o propdsito de verificar sua toxicidade. Nao
se encontraram na literatura trabalhos que mostrassem a realizagdo do teste de irritacdo ocular
para o Avastin®, apesar de haver evidéncias de que nao houve dano ocular em trabalhos que
usaram esta droga topicamente e por via subconjuntival (Barros, Belfort Junior, 2007;
Manzano et al., 2007; Yoeruek et al., 2007).

Este trabalho analisa clinica e histologicamente a toxicidade do uso tdpico e
da injecdo subconjuntival do bevacizumabe na superficie ocular integra (conjuntiva e cornea),

bem como o seu efeito na neovascularizagao corneana apds queimadura em olhos de coelhos.

1.1 A Superficie Ocular

A superficie ocular engloba a conjuntiva, a cornea e o limbo, bem como o
filme lacrimal que tem uma relagdo metabdlica fundamental com estas estruturas (Gomes,
Pires, 2002). Estas trés estruturas sdo revestidas por um epitélio do tipo pavimentoso
estratificado ndo-queratinizado sobre uma membrana basal composta por colageno e proteinas
da matriz extracelular. As fungdes bdasicas deste epitélio sdo: compor uma superficie lisa e
regular junto com o filme lacrimal; servir de barreira de protecdo e providenciar mecanismos
cicatriciais ante agressdes externas (Gomes, Pires, 2002; Gomes, Gueiros, 2003).

A conjuntiva ¢ uma membrana mucosa extremamente fina e transparente
que recobre toda a superficie posterior das palpebras, reflete sobre si mesma (fornice ou fundo
de saco) e se estende por toda a face anterior do olho com excecdo da cérnea. A por¢iao que
cobre o tarso ¢ chamada de conjuntiva tarsal ou palpebral, enquanto que a por¢ao que recobre
a esclera é denominada conjuntiva bulbar (Dantas, 1980). O epitélio da conjuntiva é formado

por um conjunto de seis a nove camadas de células epiteliais. Caracteristicamente 7% da
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populagdo de células basais correspondem a células caliciformes secretoras de mucina. O
estroma conjuntival ¢ formado por tecido conjuntivo frouxo com vasos sanguineos, linfaticos
e células como linfécitos, mastdcitos, plasmocitos e neutrofilos (Hogan et al., 1971; Gomes,
Pires, 2002).

A cornea ¢ transparente, avascular e rica em terminagdes nervosas. A
manutencdo de sua transparéncia ¢ fundamental, pois ela ¢ a principal superficie refrativa do
olho (Power, Neves, 1996). Compde, juntamente com a esclera, a tunica externa ocular, e
corresponde a 20% desta. Possui cinco camadas: epitélio, camada de Bowman, estroma,
membrana de Descemet e endotélio. O epitélio ¢ do tipo pluriestratificado nao-ceratinizado e
possui uma camada basal unicelular (células cilindricas), uma camada intermedidria e uma
camada superficial com células achatadas em espessura. Linfécitos e macréfagos sao
encontrados ocasionalmente na camada basal e intermediaria (Boteon, Ferreira Filho, 2007).
O estroma possui ceratocitos, a matriz extracelular (composta por fibras coladgenas e
substancia fundamental) e linfocitos, macréfagos e raros leucdcitos polimorfonucleares

(Hogan et al., 1971).

1.2 Teste de Irritacao Ocular

A inflamacdo ¢ um mecanismo de defesa contra agentes agressores. A
principal caracteristica da inflamacdo ¢ a reacdo dos vasos sangiiineos com acumulo de
liquido e leucdcitos no tecido extracelular. A inflamacdo pode ser aguda ou cronica. A aguda
inicia-se rapidamente e pode durar de alguns minutos até dias. Durante o processo
inflamatorio ocorre exsudacao de fluidos e proteinas plasmaticas e migracdo de leucdcitos,
principalmente neutrdfilos (Contran et al., 1994).

Medicagdes oftalmicas topicas produzem alta concentragdo na cornea e
conjuntiva ¢ podem causar danos epiteliais nestas estruturas; os veiculos e preservativos
destas drogas também podem exercer efeitos danosos para o epitélio corneano e conjuntival
(Burstein, 1980). Uma das técnicas de avaliacdo da citotoxicidade das drogas ¢ o teste em
animais. Os testes em animais costumam preceder os ensaios clinicos em humanos (Gupta,
Schiavo, 1976). O teste mais comum, usado para avaliar a agressao ou seguranca de alguma
substancia para uso no olho ou préximo do olho (como preparagdes oftalmicas ou cosmético),

¢ o teste de irritacdo ocular em coelhos, denominado “The Draize Eye Test” (Burstein, 1980;
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Chambers et al., 1993; Wilhelmus, 2001). O propédsito deste teste ¢ fornecer informacdes
sobre a possibilidade do material testado agredir o olho humano (Chambers et al., 1993).

O olho de coelho em geral ¢ mais sensivel a irritagdo quimica do que o olho
de primatas, incluindo-se o homem (Carpenter, Smith, 1946). Em contrapartida, o olho
humano ¢ mais sensivel do que o olho de coelho a alguns produtos, citando-se, como
exemplo, alguns agentes preservativos usados em drogas oftalmicas (Chambers et al., 1993).
Para que possa haver uma interpretacdo dos testes em animais e a relacdo destes com a
resposta humana a drogas e preservativos ¢ necessaria a adocao de uma escala padronizada
(Burstein, 1980).

O teste de irritacdo ocular “The Draize Eye Test” ¢ utilizado para avaliar a
irritacdo potencial de uma substancia para o olho (Chambers et al., 1993). Este teste possui
um protocolo-padrdo para substancias instiladas na cérnea e na conjuntiva de olhos de
animais. Os parametros-chaves sdo o numero de animais utilizado, a dose e duragdo da
exposicdo a substincia testada. O nimero de animais depende dos objetivos estipulados e
geralmente ¢ usado um grupo de trés a seis animais (Chambers et al., 1993; Springer et al.,
1993; Wilhelmus, 2001). Quanto as preparacdes, os liquidos sdo os mais comumente usados,
entretanto pomadas, pastas e substancias solidas também podem ser testadas (Wilhelmus,
2001).

A avaliagdao dos efeitos provocados geralmente € subjetiva e esta sujeita a
variabilidade entre observadores e laboratérios de pesquisa. Os principais critérios observados
sdo a severidade da reacao ocular, o nimero de animais que apresentaram reacao, o tempo de
inicio e a dura¢do das manifestacdes. A observacao pode ser feita a olho nu, mas instrumentos
de magnificagdo como lupa ou microscopio sdo preferencialmente usados. Pode-se ainda
utilizar a coloragdo com colirio de fluoresceina e a fotodocumentacao (Chambers et al., 1993;
Springer et al., 1993; Wilhelmus, 2001).

O foco do teste de irritagdo ocular ¢ avaliar os efeitos na mucosa e no
epitélio. O efeito toxico sist€émico geralmente ndo € o objetivo investigado, mas qualquer
alteracdo neste sentido deve ser registrada (Wilhelmus, 2001).

O periodo de observagdo varia de uma hora a trés dias, podendo chegar a
sete dias (Wilhelmus, 2001).

O “Draize Eye Test” observa alteracdes na conjuntiva, cérnea e iris. O
resultado ¢ registrado por um escore gradativo (Quadro 3). Os pardmetros mais importantes

sdo aqueles que podem causar um dano ocular ou comprometimento da visdo, por exemplo a
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inflamacao da iris indica um dano ocular e a opacidade da cornea reduz a visdo. Ja a reagdo
conjuntival pode significar um dano para o olho ou apenas uma irritagdo ocular. Chambers et
al. (1993) consideram que até mesmo situagdes de estresse podem desencadear certo grau de
vermelhiddo conjuntival sem que traduza um dano ocular. O teste ¢ considerado positivo
quando um animal apresenta, em algum momento do exame, opacidade corneana > 1, irite > 1
e vermelhidao > 2. O Comité Econdmico Europeu considera o teste positivo se, num teste
com trés coelhos, um deles apresenta um escore médio (nos trés dias de observacao) de
opacidade corneana > 2, irite > 1 ou vermelhiddo conjuntival > 2,5, isoladamente ou em
conjunto (Chambers et al., 1993; Springer et al., 1993).

Dependendo do resultado final, a substidncia pode ser classificada como
ndo-irritante, moderadamente irritante, irritante (danosa) ou corrosiva. Este extremo
corresponde a alteragdes oculares irreversiveis (Wilhelmus, 2001). Presume-se que a
substancia ¢ irritante para o olho humano quando se obtém um resultado com escore alto
(Chambers et al., 1993; Springer et al., 1993; Wilhelmus, 2001).

O “Draize Eye Test” ¢ adotado pelo FDA, pela OECD, Ministério da Saude
e Bem-Estar do Japao e pelo governo do Canada (Chambers et al., 1993; Springer et al., 1993;
Wilhelmus, 2001; Organization for Economic Cooperation and Development, 1997;

Consumer Product Safety Comission, 1990).

1.3 Angiogénese

Angiogénese ¢ a formacao de um novo vaso sanguineo a partir de um ja
existente (Ferrara, 2002; Gupta, Zhang, 2005; van Wijngaarden et al., 2005; Erdurmus et al.,
2007) e envolve uma série de mecanismos como proliferacdo e migragdo endotelial,
degradagdo da matriz extracelular, remodelagdo da parede do vaso e sobrevivéncia da nova
c¢lula endotelial. Cada uma destas etapas ¢ controlada por uma série de agentes angiogénicos
(Barouch, Miller, 2006). O sucesso deste processo depende do delicado balango entre os
fatores que promovem o crescimento vascular (como o VEGF e o fator familiar de
crescimento de fibroblastos) e os fatores inibitérios do crescimento vascular (como o
trombospondin, angiostatin e endostatin) ao redor do endotélio (Gupta, Zhang, 2005; van
Wijngaarden et al., 2005). Uma grande variedade de fatores de crescimento e citocinas podem

induzir a angiogénese. Um dos mais especificos fatores regulatorios ¢ o VEGF, que regula a



18

proliferagdo, a permeabilidade e a sobrevivéncia endotelial (Gupta, Zhang, 2005; van
Wijngaarden et al., 2005).

Na NVC corneana, os neovasos se originam na microvasculatura do plexo
pericorneal e o seu crescimento ocorre a partir de capilares e vénulas que se desenvolvem
numa rede vascular para a cornea (Yaylali et al., 1998). O crescimento dos neovasos ocorre
predominantemente nos primeiros sete dias apds o trauma corneano; depois do que diminui
(Jo et al., 2006). Estes novos vasos sangiiineos possuem pericitos, células endoteliais e células
de musculo liso (Yaylali et al., 1998). Este processo depende do equilibrio entre fatores de
crescimento e fatores inibitérios do crescimento vascular presentes no endotélio (Gupta,
Zhang, 2005). Em algumas situagdes patoldgicas, a cornea pode aumentar a produgdo de
fatores de crescimento e diminuir a producao de fatores inibitérios (Zhang et al., 2005). Apos
um trauma corneano, numa primeira fase, ocorre proliferagdo do endotélio vascular, que
depende do VEGF (Gan et al., 2004; Jo et al., 2006). Numa segunda fase, ocorre remodelagao
dos componentes da matriz extracelular, como a metaloproteinease e hialurénio, que
promovem as mudancas necessarias para o crescimento dos vasos no interior da cornea
(Kvanta et al., 2000; Gan, Fagerholm, 2001; Gan et al., 2004). Os polimorfonucleares estao
implicados como fonte de VEGF (Kvanta et al., 2000; Gan et al., 2004). Outros fatores
também estao envolvidos, como o bFGF (fator basico de crescimento do fibroblasto) (Gan et
al., 2004; Jo et al., 2006), PDGF (fator de crescimento derivado de plaqueta) e angiopoetinas
1 e2 (Joetal., 2006; Dell et al., 2006).

A angiogénese possui agdo importante em processos naturais normais, Como
na cicatrizagdo de feridas, crescimento oOsseo, desenvolvimento endometrial ciclico,
vascularizagdo placentaria e formagdo de vasos colaterais na isquemia do miocardio (Gupta,
Zhang, 2005; van Wijngaarden et al., 2005).

A regulagdo anormal (aumento) da angiogénese estd presente em varias
doengas, como o cancer, artrite reumatdide, psoriase, retinopatia proliferativa e degeneracao
macular relacionada a idade (Ferrara, 2002; Gupta, Zhang, 2005). Em relacdo a estas
alteracdes oculares, o VEGF tem sido identificado em membranas neovasculares e o nivel
intra-ocular do VEGF tem correlagdo com a severidade da neovascularizagdo na retinopatia

diabética (van Wijngaarden et al., 2005).
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1.3.1 Fator de crescimento endotelial vascular

Fatores de crescimento sdo substancias quimicas presentes no soro ou
produzidas por células que tém a fungao de estimular a proliferagao celular. Alguns fatores de
crescimento podem agir numa variedade de células, outros sdo mais especificos e possuem
um alvo mais definido (Campos, 1999). Como exemplo deste tipo tem-se o VEGF.

O VEGF ¢ um mediador importante na cascata da angiogénese e um potente
fator de permeabilidade (van Wijingaarden et al., 2005). Sua caracteristica principal ¢ a
especificidade para as células endoteliais. Devido a sua difusibilidade, ele parece ser o mais
dinamico regulador da angiogénese (Gupta, Zhang, 2005; van Wijingaarden et al., 2005).

O VEGF nao ¢ uma proteina Unica, mas uma pequena colecdo de varios
peptideos de diferentes aminodcidos e talvez seja o fator regulador mais critico no
desenvolvimento do sistema vascular (Gupta, Zhang, 2005). O grupo dos polipeptideos VEGF
¢ composto pelos subgrupos VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ¢ o fator de
crescimento placentario. Um dos mais estudados até o momento ¢ o VEGF-A (Rodrigues et
al., 2006). O VEGF-A, localizado no cromossomo 6, ¢ organizado em oito exons ¢ pode ter
seis espécies moleculares diferentes que contém de 121 a 206 aminoacidos, denominados
isoformas VEGF,,;, VEGF45, VEGF65, VEGF 33, VEGF 39 ¢ VEGF,ps (Ferrara, 2002;
Rodrigues et al., 2006). O VEGF-A com 165 aminoacidos (VEGFs5) ¢ o polipeptideo
predominante e o mais ativo (Ferrara, 2002). Também ¢ o fator de crescimento vascular mais
encontrado no olho (Rodrigues et al., 2006).

A proliferagdo celular ¢ iniciada quando ha uma ligagdo de um fator de
crescimento com seu receptor especifico presente na superficie celular ou dentro da célula. A
ligacdo do fator de crescimento com o receptor induz a uma alteragdo conformacional no sitio
extracelular levando a ativacdo de uma cascata de eventos (fosforilagdo protéica) que farad
com que cé¢lulas em repouso entrem no ciclo celular de replicagao (Campos, 1999).

Os receptores do VEGF s3o denominados VEGFR-1 ¢ VEGFR-2. Estes
receptores também sdo conhecidos como Fltl e Flk1, respectivamente (Bayer Health Care,
2007). Ambos possuem um dominio extracelular, uma regido transmembrana e um dominio
intracelular que contém a seqiiéncia tirosina-quinase (Ferrara, 2002). Existe também o
receptor 3 (VEGFR-3) que liga-se ao VEGF-C e D (e ndo ao VEGF-A) e estd envolvido na
regulacao da angiogénese linfatica (Ferrara, 2002). O VEGFR-1 ¢ VEGFR-2 s3o expressos

primariamente nas células endoteliais (Ferrara, 2002; Gupta, Zhang, 2005).
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Como o VEGF ¢ um regulador crucial da angiogénese, ele se tornou um
alvo importante para tratamento de cancer e doencas oftdlmicas (van Wijngaarden et al.,

2005).

1.4 Bevacizumabe

Bevacizumabe (Avastin®) ¢ um anticorpo monoclonal humanizado que tem
como acao inibir a angiogénese agindo especificamente como inibidor do VEGF (Ferrara,
2002; Zondor, 2004; Rodrigues et al., 2006). Os anticorpos monoclonais sdo moléculas de
imunoglobulinas produzidas em laboratério e que reconhecem porgdes antigénicas
especificas. Anticorpos humanizados s3o moléculas cuja seqiiéncia de aminodcidos ¢
basicamente igual a dos seres humanos (Feher, 2006). A seqiiéncia de aminoacidos do
Avastin® ¢ de aproximadamente 93% de imunoglobulina G (Ig G) humana e 7% de anticorpo
murino ¢ ¢ fruto de engenharia genética utilizando células ovarianas de hamster chinés
(Ferrara, 2002; Zondor, Medina, 2004). A humanizacdo deste anticorpo mantém a sua alta
especificidade e afinidade para o VEGF-A humano e diminui a sua imunogenicidade, bem
como aumenta a sua vida-média (Ferrara, 2002), sendo bem tolerado clinicamente sem
desencadear reagdes imunogénicas clinicamente significativas (Feher, 2006). Por outro lado o
Avastin® pode apresentar efeitos adversos como hipertensao arterial, sangramento e aumento
do risco de tromboembolismo (Zondor, Medina, 2004; Feher, 2006; Roche, 2007), até mesmo
quando utilizado por via intra-ocular (Folkman, 2004). O bevacizumabe bloqueia as
atividades biologicas do VEGF-A impedindo que suas isoformas se liguem aos receptores
VEGFR-1 e VEGFR-2 (Rodrigues et al., 2006).

O Avastin®, em varios estudos clinicos controlados, prolongou a sobrevida
de pacientes com cancer metastatico de colon (Folkman, 2004; Zondor, Medina, 2004; Gupta,
Zhang, 2005).

No olho tem sido usado por via sistémica e por injecdo intra-ocular na
degeneracdo macular relacionada a idade, oclusdo venosa central e retinopatia diabética
(Folkman, 2004; Ferrara, 2002; Feiner et al., 2006).

Manzano et al. (2007) utilizaram o Avastin® por via topica (duas vezes ao
dia por sete dias) em um experimento em olhos de ratos apds queimadura corneana para
observar o efeito da droga na neovascularizagdo. Os resultados sugeriram que o avastin®

inibe a neovascularizacdo da coérnea, apesar desta inibicdo ndo ter sido completa. Barros e
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Belfort Junior (2007) utilizaram o Avastin® por via subconjuntival em um estudo com ratos e
os resultados sugeriram que esta droga ¢ capaz de inibir a angiogénese corneal.

Em um trabalho em olhos de coelhos, Yoeruek et al. (2007) utilizaram o
bevacizumabe por via topica. Este estudo mostrou efeito benéfico do Avastin® sobre a
neovascularizacao e a opacidade corneana. Também, Hosseini et al. (2007) estudaram o efeito
da inje¢@o subconjuntival de 2,5 mg de bevacizumabe (em duas aplicagdes, totalizando 5 mg)
na neovascularizacao de olhos de coelhos ap6s queimadura com hidroxido de sédio. O efeito
foi significativo na inibi¢do da neovascularizagao.

Quanto a toxicidade ocular do bevacizumabe, s6 existem estudos em que se
utiliza a droga por via intra-ocular. Feiner et al. (2006) ndo encontraram evidéncias de
toxicidade retiniana apos injecdo intravitrea de bevacizumabe em coelhos, entretanto
enfatizam que estudos clinicos bem elaborados sdo necessarios para determinar o melhor
agente anti-VEGF, bem como para otimizar a dose e a freqiiéncia de administracdo. Em um
outro estudo para avaliar a toxicidade retiniana do Avastin®, a inje¢do intra-vitrea desta
droga nao mostrou ser toxica para a retina (Manzano et al., 2006). Por outro lado, Afzal et al.
(2007) afirmam que ¢ importante considerar os efeitos colaterais oculares e sistémicos das
terapias antiangiogénicas. Ressaltam, ainda, que o VEGF ¢ um fator de sobrevivéncia para
todas as células endoteliais e a perda do VEGF pode resultar em uma inabilidade da
vasculatura normal de proliferar em resposta a um trauma e de manter a morfologia endotelial

normal, incluindo a fenestragdo na coriocapilar ocular e até mesmo no glomérulo renal.
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2 OBJETIVOS

Avaliar a toxicidade do uso tdpico e da injecdo subconjuntival do
bevacizumabe (Avastin®) na superficie ocular integra (conjuntiva e cornea) de olhos de
coelhos, por intermédio de avaliagdo clinica e histopatologica.

Avaliar e comparar o efeito do uso topico e da inje¢do subconjuntival do
bevacizumabe (Avastin®) na neovascularizacdo corneana de olhos de coelhos apds

queimadura quimica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Periodo e Local do Estudo

Este estudo foi realizado no Biotério da Pés-graduagao do CCS da UEL no
ano de 2006 e 2007. A analise clinica foi realizada no mesmo laboratorio e incluiu exame
macroscopico e microscopico (utilizando-se microscopio cirirgico). O preparo da peca e da
lamina foi realizada no Laboratorio de Anatomia Patologica do Hospital Universitario de

Londrina. Fotos ilustrativas do biotério sdo apresentadas nas figuras 1 e 2 (Apéndice H).

3.2 Delineamento do Estudo

Estudo experimental em olhos de coelhos.

3.3 Amostra

Ap6s aprovagio pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da UEL,
foram utilizados 60 coelhos machos da espécie Oryctolagus cuniculus, raga Nova Zelandia

branco, com peso em torno de 2,5kg, procedentes do Departamento de Zootecnia da UEM.

3.4 Ambiente de Experimentacio

Os animais ficaram no coelhario do Biotério da Pés-graduacdo do CCS da
UEL, sob supervisao do médico veterinario responsavel pelo biotério e laboratério de técnica
cirargica, metabologia e cirurgia experimental do CCS. Os coelhos permaneceram em gaiolas
individuais de arame galvanizado de 40x40x60 cm, suspensas, com controle de luz e de
temperatura; os animais foram alimentados com agua e ragdo ad libitum. O coelhario tem
prote¢do contra a entrada de roedores e outros animais. Os coelhos ficaram sete dias em

observacdo antes de cada etapa do experimento.
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3.5 Avastin®

O Avastin® ¢ definido como antineoplasico. E fabricado pela Genentech
Inc. (South San Francisco, CA, EUA), embalado por F. Hoffmann-La Roche Ltd
(Kaiseraugst, Suica) e importado e distribuido no Brasil por Produtos Roche Quimicos e
Farmacéuticos S.A. (Rio de Janeiro, RJ) (Roche, 2007).

O seu ingrediente ativo ¢ o bevacizumabe. Na apresentacdo de 100mg
possui os excipientes o, o-trealose diidratada (240mg); fosfato de sodio, monobasico,
monoidratado (23,2mg); fosfato de sddio, dibasico, anidro (4,8mg); polisorbato 20 (1,6mg) e
agua para injetavel, USP. O seu pH ¢ ligeiramente acido (6,2), ndo contém conservante
antimicrobiano, ¢ sensivel a luz e deve ser conservado a temperatura de 2° a 8° Celsius
(Roche, 2007; Genentech, 2008). Segundo Feiner et al. (2006), nenhum destes elementos
resultariam em toxicidade para o olho.

Neste estudo foi utilizada a apresentacdo comercial injetdvel para infusao
intravenosa de 100mg (frasco-ampola de 4 ml contendo 25mg/ml de bevacizumabe). Para a
instilacdo do Avastin®, foi aspirado em uma seringa o conteido de uma ampola e injetado
num frasco adequado, limpo e estéril, tomando-se todos os cuidados de assepsia. Para a
injecdo subconjuntival, procedeu-se da mesma forma e, imediatamente apds este
procedimento, a preparacdo foi utilizada nos animais. Todas as recomendagdes do fabricante

foram seguidas.

3.6 Definicao dos Grupos

Etapa 1 — constituido por 20 animais distribuidos de forma aleatoria em
quatro grupos de cinco animais cada: Al, B1, C1 e DI.

Etapa 2 — constituido por 20 animais distribuidos de forma aleatéria em
quatro grupos de cinco animais cada: A2, B2, C2 e D2.

Etapa 3 — constituido por 20 animais distribuidos de forma aleatoria em
quatro grupos de cinco animais cada: A3, B3, C3 e D3.

Nas etapas 1 e 2, ambos os olhos do primeiro animal de cada grupo
(correspondente aos coelhos 1, 6, 11 e 16) se constituiram em controle. O segundo e terceiro
animal de cada grupo (correspondente aos coelhos 2 ¢ 3,7 ¢ 8, 12 e 13, 17 e 18) tiveram seus

olhos esquerdos como controle. O quarto e quinto animal de cada grupo (correspondente aos
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coelhos 4 ¢ 5,9 e 10, 14 e 15, 19 e 20) tiveram ambos os olhos como experimento. Foi
realizado desta forma pela possibilidade da absorcao sistémica ter efeito no olho contralateral.

Na etapa 3, os primeiros cinco animais constituiram-se em grupo-controle
(subgrupo A3), assim como o0s cincos animais do subgrupo C3. Os subgrupos B3 e D3

constituiram-se grupo-experimental.

3.7 Etapas Experimentais

O experimento foi realizado em trés etapas. A primeira etapa visou avaliar a
toxicidade da instilagdo do Avastin® para a superficie ocular sadia, comparando-se essa
toxicidade com a a¢do do SF, instilado nos olhos do grupo-controle. Na segunda etapa do
experimento, a toxicidade do Avastin® foi avaliada pela injecdo subconjuntival da droga
comparando-se esta com a injecdo subconjuntival de SF nos olhos higidos de coelho.

A terceira etapa observou o efeito do bevacizumabe na neovascularizagao
corneana apds queimadura. Em um grupo de coelhos foi instilado a droga, enquanto em outro
foi aplicada inje¢do subconjuntival, sendo os dois procedimentos comparados com a
instilacdo e injecao subconjuntival de SF e entre si.

Os animais foram tratados de acordo com as normas recomendadas pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal e Canadian Council Animal Care e a eutanasia
realizada conforme resolugdo n°714 de 20 de junho de 2002 do Conselho Federal de Medicina
Veterinaria, capitulo III, art. 12, anexo [: anestesia geral com Ketamina e Xilasina seguido de
injecdo intra-cardiaca de Cloreto de Potassio a 20% (Colégio Brasileiro de Experimentagdo

Animal, 1991; De Luca, 1996).

3.7.1 Etapa 1

Instilagao de uma gota (aproximadamente 0,04ml da apresentagao comercial
do bevacizumabe na concentracdo de 25mg/ml) da droga em estudo ou de uma gota de SF, no
fundo de saco conjuntival, 02 vezes ao dia por trés dias.

Nao houve necessidade de sedacdo dos animais; eles foram apenas
imobilizados para a instilagdo dos medicamentos e para o exame.

No quadro 1 apresenta-se o esquema de administracdo utilizado.



Quadro 1 — Esquema de instilagdo e injecdo do SF e do AV.

COELHOS OLHO DIREITO OLHO ESQUERDO
Grupo A1/A2-1AS5
1 SF SF
2 AV SF
3 AV SF
4 AV AV
5 AV AV
Grupo B1/B2-6 A 10
6 SF SF
7 AV SF
8 AV SF
9 AV AV
10 AV AV
Grupo C1/C2-11 A 15
11 SF SF
12 AV SF
13 AV SF
14 AV AV
15 AV AV
Grupo D1/D2 -16 A 20
16 SF SF
17 AV SF
18 AV SF
19 AV AV
20 AV AV
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Avaliou-se o efeito das drogas e posteriormente sacrificaram-se os animais

obedecendo-se a seguinte ordem:

Grupo A1 —uma hora ap0s o inicio da instilagao;

Grupo B1 - 24hs/1°. dia apds inicio da instilagdo;

Grupo C1 - 48horas/2°. dia apds inicio da instilagao;

Grupo D1 - 72 horas/3°. dia ap6s inicio da instilagao;

Imediatamente ap6s a eutanasia foi instilado formol a 10% nos olhos e foi

realizada a retirada de uma por¢do de conjuntiva bulbar do lado temporal superior (de 4mm

de comprimento por 3mm de largura e a uma distancia de aproximadamente Imm do limbo) e

a cornea de cada olho. A cornea foi marcada com um ponto de tinta nanquim as 9 horas e as 3

horas, antes da retirada, para servir de referéncia para a confec¢do da pega e corte histologico.

Cada peca foi colocada separadamente em formol a 10% para posterior preparo da lamina

para estudo histopatologico (Alves et al., 1996; Holzchuh et al., 2004). (A conjuntiva foi

colocada aberta em pedaco de papel filtro para melhor preparo do bloco de parafina e 1amina).
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3.7.2 Etapa 2

Os coelhos do grupo 2 foram submetidos a injecao subconjuntival de 0,1 ml
da droga em estudo ou de SF para controle, no lado temporal superior da conjuntiva bulbar. A
dose da droga foi de 2,5 mg (0,1 ml da apresentacio comercial do bevacizumabe na
concentragdo de 25mg/ml) em inje¢do Unica.

Para a injecdo subconjuntival dos medicamentos, foi instilado colirio
anestésico de cloridrato de proximetacaina 0,5% (Anestalcon®) previamente a injegao.

No quadro 1 apresenta-se o esquema de administracdo utilizado.

Realizou-se a avaliacdo do efeito das drogas e posteriormente sacrificaram-
se os animais obedecendo-se a seguinte ordem:

grupo A2 — uma hora apds o inicio da injecao;

grupo B2 - 24hs/1°. dia apds inicio da injecao;

grupo C2 - 48horas/2°. dia apo6s inicio da injecao;

grupo D2 - 72 horas/3°. dia ap0s inicio da injecao;

Imediatamente apods a eutanasia procedeu-se da mesma forma que na etapa

3.7.3 Etapa 3

Inicialmente procedeu-se a queimadura corneana, realizada sob microscopia
(microscopio cirtrgico), com papel de filtro tipo 50 cortado em forma circular com trés
milimetros de diametro, embebido em hidroxido de sédio 1mol/litro. O papel foi aplicado
excentricamente na cornea a aproximadamente Imm do limbo, no setor superior dos olhos
dos coelhos por 60 segundos, sempre no olho direito. Imediatamente apos a queimadura o
olho foi irrigado com 20ml de SF ( Deutsch, Hughes, 1979; Conners et al., 1997; Schwartz et
al., 1998; Gan et al., 2004; Zhang et al., 2005).

Imediatamente apds a queimadura, em um grupo foi aplicado injegdo
subconjuntival da droga e em outro grupo foi instilado o Avastin®. Ambos os grupos foram
confrontados com o uso de SF na mesma forma de administracao (Deutsch, Hughes, 1979;
Conners et al., 1997; Schwartz et al., 1998; Hepsen et al., 1999; Riazi-Esfahani et al., 2006;
Manzano et al., 2007).

A inje¢do subconjuntival da droga em estudo e do soro fisiologico 0,9% foi

de 0,1 ml. A dose de Avastin® foi de 2,5 mg, ou seja, 0,1ml da apresentagdo comercial do
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bevacizumabe na concentracao de 25mg/ml, em inje¢ao Unica (Manzano et al., 2007; Shahar
et al., 2006). A injecdo subconjuntival foi aplicada na por¢ao superior da conjuntiva bulbar,
proxima do local de queimadura. A instilagdo da droga em estudo e do SF foi de uma gota no
fundo de saco conjuntival duas vezes ao dia por dez dias (Manzano et al., 2007).

Para a realizagdo da queimadura e injecao dos medicamentos os animais
foram submetidos a anestesia geral com ketamina e xilasina (ketamina 40mg/kg e xilasina
3mg/kg intramuscular) acrescida da instilagdo de colirio anestésico de cloridrato de
proximetacaina 0,5% (Anestalcon®) (Conners et al., 1997; Riazi-Esfahani et al., 2006;
Manzano et al., 2007). A analgesia foi obtida com tramadol na dose de 2 a 4 mg/kg, duas
vezes ao dia, via oral, nas primeiras vinte e quatro horas (MediRabbit, 2007). Nos dias
subseqiientes a analgesia seria realizada caso os animais apresentassem sinais clinicos de dor,
0 que ndo ocorreu. Para o exame nos dias consecutivos e para fotografia, os coelhos foram
apenas imobilizados.

A avaliagdo da conjuntiva, cornea e iris, o registro dos dados e o registro
fotografico foram realizados no quinto e décimo dia apds o inicio dos experimentos. No
décimo dia os animais forma sacrificados.

Fotos ilustrativas desta etapa sdo apresentadas nas figuras 3, 4 e 5
(Apéndice H).

No quadro 2 apresenta-se o esquema de administracao utilizado.
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Quadro 2 - Esquema de inje¢do e instilagao da droga AV e do SF apds a
queimadura corneana.

COELHOS OLHO DIREITO
Grupo A3
1 Injecdo SF
2 Injecdo SF
3 Injecdo SF
4 Injecdo SF
5 Injecdo SF
Grupo B3
6 Injecdo AV
7 Injecdo AV
8 Injecdo AV
9 Injecdo AV
10 Injecdo AV
Grupo C3
11 Instilagdo SF
12 Instilagdo SF
13 Instilagdo SF
14 Instilagdo SF
15 Instilagdo SF
Grupo D3
16 Instilacdo AV
17 Instilacdo AV
18 Instilacdo AV
19 Instilacdo AV
20 Instilacdo AV

3.8 Métodos de Afericao

3.8.1 Exame da conjuntiva, cornea e iris

Realizado por examinador unico e ““cego” (docente do departamento de
clinica cirurgica, setor de oftalmologia, da UEL). Consistiu em exame sob microscopia
utilizando-se microscopio cirargico da marca DFVasconcelos modelo MC — M58, com fibra

otica.

3.8.1.1 Avaliacdo com microscépio ciruargico

Classificou-se o estado destas estruturas conforme escala de graduacgdo a

seguir (Quadro 3) (Chambers et al., 1993; Springer et al., 1993; Wilhelmus, 2001).



Quadro 3 - Escala de graduagao dos efeitos das substancias nas estruturas oculares.

Cérnea Escore
Sem ulceracdo ou opacidade 0
Areas difusas de opacidade; detalhes da iris claramente visiveis 1
Areas translucentes facilmente distinguiveis; detalhes da iris levemente obscuros 2
Areas de opalescéncia; detalhes da iris ndo visiveis; tamanho da pupila 3
pobremente distinguivel
Opacidade corneana total; iris ndo distinguivel 4
iris

Normal 0
Dobras profundas na iris, congestdo, edema e injecdo ciliar (qualquer um ou 1
combinagdo de alguns destes); iris continua reagindo a luz (reacdo lenta)
Sem reagdo a luz, hemorragia e destruicdo ( qualquer um ou todos) 2

Vermelhidio da conjuntiva (conjuntiva palpebral e bulbar)
Vasos sanguineos normais 0
Hiperemia setorial 1
Mais difusa, coloragdo rubra; vasos individuais ndo facilmente visivel 2
Difusa, vermelho “carne” 3

Resultado total = soma de todos resultados obtidos para a cornea, iris e

conjuntiva

3.8.1.2 Estado epitelial da cornea

Para a observagdo do estado epitelial do grupo 1 e 2 foi instilada

fluoresceina sodica a 1% colirio, uma gota em ambos os olhos. A classificacdao foi de zero a

quatro cruzes (Wilhelmus, 2001).

3.8.1.3 Analise histopatolégica

30

No grupo 1 e 2, apds a inclusdo do material em parafina, foram realizados

cortes histologicos de 5u e corados com hematoxilina-eosina. A cérnea foi cortada ao meio

nos pontos previamente marcados e uma das metades foi incluida em parafina; os cortes

foram realizados na face central deste segmento corneano.



31

Foi observado o tipo de infiltrado inflamatoério presente, tendo-se como
pardmetro o grupo-controle. A reacdo inflamatéria foi avaliada pela celularidade. A
quantificagdo da celularidade foi realizada por morfometria, método para mensuragao
microscopica que melhora a reprodutibilidade e a acuracia da analise histopatologica (Collan,
1984; Lacerda, 1995; Holzchuh et al., 2004). As imagens das laminas foram capturadas por
camara digital 3CCD Pro Series da Media Cybernetics. Foram capturados dez campos de cada
lamina com a objetiva de 10X, aumento de 100X. O programa utilizado foi o Image Pro plus
4.5, acoplado ao microscopio Olympus Bx 50. O analisador de imagens foi calibrado
utilizando-se uma lamina micrometrada da Olympus. As imagens foram armazenadas em
CD_ROM no formato JPEG (*.jpg), para posterior anélise ¢ documentagdo. Os equipamentos
pertencem ao Departamento de Ciéncias Morfofisioldgicas da UEM e as analises foram

realizadas pelo técnico responsavel.

3.8.1.4 Neovascularizacédo corneana

No grupo 3, a avaliacdo, registro dos dados, bem como o registro fotografico,
ocorreram no quinto e décimo dia apds o inicio do experimento (Mahoney, Waterbury, 1985;
Conners et al., 1997; Erdurmus et al., 2007; Manzano et al., 2007). A neovascularizagao foi
avaliada com microscopio cirurgico e classificada conforme escala abaixo (Mahoney,

Waterbury, 1985; Deutsch, Hughes, 1979). (Quadro 4).

Quadro 4 — Escala de graduacdo da neovasculariza¢do corneana.

Cornea Escore de neovascularizaciao
Sem vasos na cornea 0
Vasos <Imm na cérnea 1+
Vasos de 1 a 1,9mm na cornea 2+
Vasos de 2 a 2,9mm na cOrnea 3+
Vasos > 3mm na cornea 4+

Fonte: Adaptado de: Deutsch e Hughes (1979)

Foi realizado, pelo examinador, um desenho didrio dos vasos sangiiineos na
cornea mostrando o crescimento dos neovasos. Estes desenhos serviram para comparagdo
com as fotos digitais tiradas no quinto e décimo dia e para aumento da seguranca no calculo

da area de NVC corneana. Fotos ilustrativas sdo apresentadas na figura 13 (Apéndice H).
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O registro fotografico foi realizado com camara fotografica digital Canon®
modelo Rebel XT com lente macro de 100 mm e flash em anel modelo MR14. Vérias fotos
foram tiradas de cada olho. A melhor delas foi selecionada para anélise computadorizada da
area corneana neovascularizada.

No décimo dia os animais foram sacrificados e foi instilado formol a 10%
(Alves et al., 1996; Holzchuh et al., 2004) nos olhos com queimadura e foi feita a retirada,
sob microscopia, do segmento corneano com neovasos com uma margem de Imm além dos
vasos sangiiineos. Esta peca foi colocada em formol a 10% para posterior processamento e
preparo da lamina para estudo histopatolégico (Mahoney, Waterbury, 1985; Erdurmus et al.,
2007; Alves et al., 1996; Manzano et al., 2007). Fotos ilustrativas sdo apresentadas na figura 6
(Apéndice H).

Para a andlise da imagem corneana utilizou-se o programa de computador
de dominio publico denominado Imagel 1.38x, Wayne Rasband, National Institutes of Health,
USA, Java 1.6.0 02 (Riazi-Esfahani et al., 2006; Manzano et al., 2007). Esta analise foi
realizada por um técnico em programas de imagem, porém desconhecedor do esquema de
aplicacao da droga e do SF. O calculo da area neovascularizada de cada cornea foi feito em
numero de pixels ¢ transformada em porcentagem da area total da cornea. Trés medidas foram
realizadas e a média obtida foi o resultado final (Riazi-Esfahani et al., 2006; Manzano et al.,

2007). Fotos ilustrativas sao apresentadas nas figuras 14 e 15 (Apéndice H).

3.9 Estudo Piloto

Previamente a realizagdo das etapas 01 e 02, foi realizado um estudo-piloto
em quatro coelhos (oito olhos) para verificar as condi¢des técnicas da instilagdo e da injecao
subconjuntival da droga e do SF, o modo de imobilizagcdo do coelho e a reacdo do animal a
instilacdo, a injecao e ao exame, bem como a técnica de eutandsia, de retirada da conjuntiva e
cornea e do estudo histopatologico.

Para a etapa 03, o estudo-piloto foi realizado em quatro coelhos (quatro
olhos) para verificar as condig¢des técnicas da queimadura corneana (em um s6 olho), exame
macroscOpico € no microscopio cirurgico, fotografia da cornea e analise histopatolédgica.

Estes animais nao foram analisados no estudo
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3.10 Analise dos Dados

Aplicou-se o teste de Mann-Whitney para comparar o exame externo
(segundo a escala de graduacdo) e a contagem das células inflamatorias dos olhos sob o efeito
do Avastin® e SF em todos os tempos das etapas 1 e 2.

Quanto a etapa 3, aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de
Dunn com p<0,05 para compara¢do dos grupos dois a dois na andlise do exame externo da
neovascularizacao corneana. Na andlise da drea de neovascularizagdo corneana, aplicou-se o
teste F de andlise de variancia.

A significancia estatistica foi definida como valor de p<0.05.
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4 RESULTADOS

4.1 Uso Tépico do Avastin® (Etapa 1)

4.1.1 Exame da conjuntiva, cornea e iris

No exame realizado antes do inicio do experimento, 6(15%) olhos
apresentaram escore 0 (vasos sangiiineos normais) e 34(85%) apresentaram escore 1 (alguns
vasos hiperémicos).

Em todas as fases, da pré-instilacao ao terceiro dia, o exame externo (escore
segundo o quadro 3) mostrou que ndo houve alteracdo na cornea (mesmo com a fluoresceina)
e iris em todos os olhos; portanto, o escore destas estruturas foi zero (0). As alteracdes na
conjuntiva foram discretas. Mais especificacdes no apéndice A (tabela A;). Fotos ilustrativas

sdo apresentadas nas figuras 1 e 2 (apéndice F).

4.1.2 Contagem de células inflamatdérias na conjuntiva e cérnea

As células encontradas foram neutrofilos, eosinofilos e linfocitos.

Os resultados da contagem do total de células inflamatdrias na conjuntiva e
na coérnea na primeira hora, no primeiro, segundo e terceiro dia, respectivamente, sio
apresentados no apéndice A (tabelas A; a As). Fotos ilustrativas do exame histopatolégico sdao

apresentadas nas figuras 1 e 2 (Apéndice G).

4.1.3 Analise dos dados

Como a avaliagdo do exame externo mostrou claramente que ndo houve
toxicidade da droga em estudo para a superficie ocular dos olhos dos coelhos, optou-se por
realizar a analise estatistica considerando-se o nimero total de olhos.

O escore mediano do exame externo e da contagem de células inflamatorias
realizados apds os tempos predeterminados de instilacdo do SF e do Avastin® ndo apresentou

diferenca significativa (tabelas 1 e 2).
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Tabela 1 — Resultado da avaliacdo do exame externo dos olhos dos coelhos, pela escala de
graduacao dos efeitos oculares, de acordo com o tempo transcorrido apos a
instilacao do SF e do Avastin®.

n Média Desvio Minimo 25% Mediana 75% Maximo  Valor

padrio de p*
1% Hora
AV 24 1,04 0,20 1,0 1,0 1,0 1,0 2,0 0,154
SF 16 0,94 0,25 0,0 1,0 1,0 1,0 1,0
1° Dia
AV 18 1,00 0,34 0,0 1,0 1,0 1,0 2,0 1,000
SF 12 1,00 0,43 0,0 1,0 1,0 1,0 2,0
2° Dia
AV 12 0,67 0,49 0,0 0,0 1,0 1,0 1,0 0,698
SF 8 0,75 0,46 0,0 0,5 1,0 1,0 1,0
3° Dia
AV 6 0,67 0,52 0,0 0,0 1,0 1,0 1,0 0,789
SF 4 0,75 0,50 0,0 0,5 1,0 1,0 1,0

* Valor de p do teste de Mann-Whitney.



36

Tabela 2 — Resultado da contagem de células inflamatdrias realizada na conjuntiva e na
cornea dos olhos dos coelhos, de acordo com o tempo transcorrido apds a
instilacao do SF e do Avastin®.

n Meédia Desvio Minimo 25% Mediana 75% Maximo Valor

padrio de p*

Numero de células inflamatoérias na conjuntiva

1* Hora
AV 6 9325 53,03 17,0 62,0 108,0 124,5 140,0 0,248
SF 4 5275 17,23 28,0 425 57,5 63,0 68,0
1° Dia
AV 6 87,50 76,74 15,0 31,0 74,0 112,0 219,0 0,286
SF 4 3925 34,16 2,0 10,5 41,0 68,0 73,0
2° Dia
AV 4 51,25 13,84 44,0 44,0 44,5 58,5 72,0 0,245
SF 4 3725 31,26 2,0 17,0 34,5 57,5 78,0
3° Dia
AV 6 35,67 24,03 17,0 18,0 28,0 44,0 79,0 0,522
SF 4 20,25 9,74 6,0 14,5 23,5 26,0 28,0

Nuamero de células inflamatoérias na cornea
12 Hora
AV 6 19,00 21,16 0,0 5,0 13,5 23,0 59,0 0,915
SF 4 17,50 16,44 8,0 8,0 10,0 27,0 42,0
1° Dia
AV 6 10,67 13,19 3,0 3,0 5,5 10,0 37,0 0,108
SF 4 4550 54,34 7,0 14,5 24,5 76,5 126,0
2° Dia
AV 6 14,00 6,26 7,0 9,0 12,5 20,0 23,0 1,000
SF 4 17,00 17,68 0,0 2,5 15,0 31,5 38,0
3° Dia
AV 6 27,67 31,60 2,0 3,0 21,0 32,0 87,0 0,670
SF 4 12,75 6,18 4,0 8,5 14,5 17,0 18,0

* Valor de p do teste de Mann-Whitney.
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4.2 Injecao Subconjuntival do Avastin® (Etapa 2)

4.2.1 Exame da conjuntiva, cornea e iris

No exame realizado antes do inicio do experimento, 2(5%) olhos
apresentaram escore 0 (vasos sangiiineos normais) e 38(95%) apresentaram escore 1 (alguns
vasos hiperémicos).

Em todas as fases, da pré-inje¢do ao terceiro dia, o exame externo (escore
segundo quadro 3) mostrou que nao houve alteracdo na cérnea (mesmo com a fluoresceina) e
iris em todos os olhos; portanto os escores destas estruturas foram zero (0). As alteragdes na

conjuntiva foram discretas e sdo apresentadas no apéndice A (tabela Ag).

4.2.2 Contagem de células inflamatdrias na conjuntiva e cornea

As células encontradas foram neutréfilos, eosinofilos e linfocitos.

Os resultados da contagem do total de células inflamatérias na conjuntiva e
na cornea na primeira hora, no primeiro, segundo e terceiro dia, respectivamente, sao
apresentados no apéndice A (tabela A7 a Ajp). Fotos ilustrativas do exame histopatoldgico sao

apresentadas nas figuras 3 e 4 (Apéndice G).

4.2.3 Analise dos dados

Como a avaliagdo do exame externo mostrou claramente que ndao houve
toxicidade da droga em estudo para a superficie ocular dos olhos dos coelhos, optou-se por
realizar a analise estatistica considerando-se o niimero total de olhos.

O escore mediano do exame externo e da contagem de células inflamatdrias
realizados apds os tempos pré-determinados de inje¢do do SF e do Avastin® nao apresentou
diferenca significativa, com exce¢do do niimero de células inflamatorias na conjuntiva no 1°

dia (tabelas 3 ¢ 4).
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Tabela 3 — Resultado da avaliacdo do exame externo dos olhos dos coelhos, pela escala de
graduacao dos efeitos oculares, de acordo com o tempo transcorrido ap6s injecao
do SF e do Avastin®.

n Média Desvio Minimo 25% Mediana 75% Maximo Valor de p*

padrio

12 Hora
AV 24 1,00 0,00 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 0,221
SF 16 1,06 0,25 1,0 1,0 1,0 1,0 2,0
1° Dia
AV 18 0,94 0,24 0,0 1,0 1,0 1,0 1,0 0,655
SF 12 1,00 0,43 0,0 1,0 1,0 1,0 2,0
2° Dia
AV 12 0,83 0,39 0,0 1,0 1,0 1,0 1,0 0,236
SF 8 1,00 0,00 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
3° Dia
AV 6 0,67 0,52 0,0 0,0 1,0 1,0 1,0 0,221
SF 4 1,00 0,00 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

* Valor de p do teste de Mann-Whitney.



39

Tabela 4 — Resultado da contagem de células inflamatérias na conjuntiva e na cérnea dos
olhos dos coelhos, de acordo com o tempo apo6s a injecao do SF e do Avastin®.

n Média Desvio Minimo 25% Mediana 75% Maximo Valor de
padrio p*
Nuimero de células inflamatoérias na conjuntiva
1 Hora
AV 6 61,50 32,61 8,0 51,0 59,5 92,0 99,0 0,286
SF 4 45,50 21,02 34,0 345 35,5 56,5 77,0
1° Dia
AV 6 63,50 11,17 44,0 61,0 64,0 72,0 76,0 0,033
SF 4 42,25 9,91 33,0 345 40,5 50,0 55,0
2° Dia
AV 6 43,67 17,34 21,0 36,0 38,5 59,0 69,0 0,286
SF 4 67,25 35,39 29,0 40,0 64,5 94,5 111,0
3° Dia
AV 6 47,00 16,59 28,0 34,0 45,5 56,0 73,0 0,394
SF 4 38,75 29,96 12,0 18,5 31,0 59,0 81,0
Nimero de células inflamatérias na cornea
1* Hora
AV 6 8,17 12,21 0,0 0,0 4,0 9,0 32,0 0,660
SF 4 5,75 9,60 0,0 0,0 1,5 11,5 20,0
1° Dia
AV 6 0,00 0,00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 -
SF 4 0,00 0,00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2° Dia
AV 6 0,00 0,00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,066
SF 4 0,50 0,58 0,0 0,0 0,5 1,0 1,0
3° Dia
AV 6 0,00 0,00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 -
SF 4 0,00 0,00 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

* Valor de p do teste de Mann-Whitney.
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4.3 Efeito do Uso Topico e Subconjuntival do Avastin® na Neovascularizacio Corneana

(Etapa 3)

No dia zero, ou seja, antes do inicio desta etapa do experimento, todos os
coelhos apresentaram conjuntiva com alguns vasos hiperémicos (escore 1 no quadro 3),
cornea clara, brilhante e sem vasos e iris normal (escore 0 no quadro 3 e 4). Fotos ilustrativas
sdo apresentadas na figura 7 (Apéndice H).

No primeiro dia apds a queimadura todos os olhos apresentaram conjuntiva
com vermelhiddo difusa e vasos ndo facilmente visiveis na por¢do superior (escore 2 no
quadro 3), opacidade corneana total no local queimado (escore 4 no quadro 3); ou seja, a
queimadura se apresentava uniforme em todos os olhos; havia auséncia de vasos na cornea
(escore 0 no quadro 4); iris com congestao e reagindo lentamente a luz (escore 1 no quadro 3)
e cornea corando com fluoresceina quatro cruzes (escore 4 no quadro 3).

Na tabela 5 sdo apresentados os resultados do exame externo (no quinto e
décimo dia) e da area corneana neovascularizada, em porcentagem (analise computadorizada
das fotografias da cornea). Fotos ilustrativas dos neovasos e da area de NVC sao apresentadas
nas figuras 8 a 15 (Apéndice H).

Dois coelhos morreram (coelhos 7 e 18) no primeiro dia do experimento e
ndo foram computados nos calculos. Embora ndo tenha sido realizada necropsia destes
animais, clinicamente a morte foi por quadro respiratério agudo de pneumonia, segundo foi
atestado pelo veterinario responsavel.

O exame histopatologico mostrou menor NVC da coérnea no grupo
experimental do que no grupo-controle, coincidindo com os achados de célculo da éarea de
NVC. O tipo celular encontrado foram neutréfilos, eosindfilos e linfocitos. Na andlise
histopatologica da estrutura da parede dos neovasos, ndo houve diferenca entre o grupo-

controle e o experimental.
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Tabela 5 - Resultado da avaliagdo do exame externo e da area de neovascularizagdo dos olhos
dos coelhos no 5° dia e 10°. dia de observacao.

Exame externo Area de neovasos
A3 - inje¢ao SF 5°. dia 10°. dia 5°. dia 10°. dia
Coelho 1 2+ 4+ 4,3% 12,7%
Coelho 2 2+ 4+ 5,0% 9,1%
Coelho 3 2+ 4+ 7,9% 12,3%
Coelho 4 2+ 4+ 4,9% 6,6%
Coelho 5 2+ 4+ 5,1% 8,6%
B3 - injecdo AV
Coelho 6 1+ 2+ 2.2% 1,8%
Coelho 7 - - - -
Coelho 8 1+ 2+ 1,3% 2,9%
Coelho 9 2+ 3+ 5,4% 7,4%
Coelho 10 1+ 2+ 1,4% 3,2%
C3 - instilagao SF
Coelho 11 3+ 4+ 3,1% 8,8%
Coelho 12 3+ 4+ 5,7% 8,4%
Coelho 13 3+ 4+ 6,7% 10,0%
Coelho 14 3+ 4+ 6,3% 8,7%
Coelho 15 3+ 4+ 5,4% 8,2%
D3 - instilacdo AV
Coelho 16 1+ 2+ 1,9% 1,4%
Coelho 17 1+ 2+ 1,2% 1,5%
Coelho 18 - - - -
Coelho 19 3+ 3+ 5,6% 5,0%
Coelho 20 0 0 0,0% 0,0%

SF = Soro fisiologico
AV = Avastin®
(-) = morreu
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4.3.1 Analise dos dados

Nas comparagdes dos grupos dois a dois ndo foram detectadas diferencas
significativas, porém ao analisarem-se os fatores envolvidos (procedimentos: injecdo ou
instilagdo, e as drogas: Avastatin ou SF) verificou-se que a injecdo ndo diferiu da instilacdo,

mas o grupo do Avastin® diferiu do grupo do SF (tabela 6).
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Tabela 6 — Resultado da avaliagdo do exame externo ¢ da area de neovascularizagdo dos olhos dos coelhos no 5° dia e 10°. dia de

observacgao.
n Média Desvio Minimo 25% Mediana 75% Miaximo Valor de p
padrao
Exame 5° dia
Injegdo de AV 4 1,25 0,50 1,0 1,0 1,0 1,5 2,0 0,0099*
Injegdo de SF 5 2,00 0,00 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Instilagdo de AV 4 1,25 1,26 0,0 0,5 1,0 2,0 3,0
Instilagao de SF 5 3,00 0,00 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Exame 10° dia
Injegdo de AV 4 2,25 0,50 2,0 2,0 2,0 2,5 3,0 0,0013*
Injecéo de SF 5 4,00 0,00 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
Instilagdo de AV 4 1,75 1,26 0,0 1,0 2,0 2,5 3,0
Instilagdo de SF 5 4,00 0,00 4,0 4,0 4,0 4,0 4,0
Area 5° dia
Injegdo de AV 4 2,58 1,93 1,3 1,4 1,8 3.8 5.4 0,0220+
Injegdo de SF 5 5,44 1,41 43 4,9 5,0 5,1 7.9
Instilagdo de AV 4 2,18 2,41 0,0 0,6 1,6 3,8 5,6
Instilagdo de SF 5 5,44 1,40 3,1 5,4 5,7 6,3 6,7
Area 10° dia
Injegdo de AV 4 3,83 2,46 1,8 24 3,1 53 7,4 0,00017
Injecéo de SF 5 9,86 2,59 6,6 8,6 9,1 12,3 12,7
Instilagdo de AV 4 1,98 2,13 0,0 0,7 1,5 3,3 5,0
Instilagdo de SF 5 8,82 0,70 8,2 8,4 8,7 8,8 10,0

* Valor de p do teste de Kruskal-Wallis;
+ Valor de p do teste F da analise de variancia
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5 DISCUSSAO

Para que uma substancia possa ser usada na superficie do olho, ela deve
passar por um teste de irritagdo ocular com o propdsito de verificar sua toxicidade. Gupta e
Schiavo (1976) afirmam que testes em animais devem preceder os ensaios clinicos em
humanos.

Vale ressaltar que, mesmo antes do experimento, no exame externo a
maioria dos olhos apresentava escore 1 (85% dos olhos antes da instilacdo e 95% antes da
injecdo). Na primeira hora e nos dias subseqiientes apds a instilagdo e a inje¢do das
substancias, todos os olhos apresentaram a cérnea e a iris sem alteracdo; apenas a conjuntiva
mostrou altera¢do e, mesmo assim, com escore baixo. A maioria dos olhos apresentou alguns
vasos hiperémicos (escore 1 no quadro 3) e pouquissimos olhos apresentaram vermelhidao
conjuntival mais difusa com vasos individuais ndo facilmente visiveis (escore 2 no quadro 3);
a partir do segundo dia nenhum olho apresentou escore 2. O exame com fluoresceina para
verificar o estado epitelial corneano mostrou que todos os olhos tiveram escore zero (auséncia
de areas corando), ou seja, ndo houve dano epitelial. Isso ressalta que ndo houve agressao a
superficie ocular com a administra¢ao das substancias.

Os danos oculares causados por substancias agressivas se traduzem por uma
inflamagdo aguda que se inicia rapidamente e, geralmente, tem duracdo curta, de horas a
poucos dias. Levando-se em consideragao que o “The Draize Eye Test” € positivo quando se
obtém opacidade corneana com escore > 1, irite > 1 e vermelhiddo conjuntival > 2 (Chambers
et al., 1993; Wilhelmus, 2001), fica evidente que o Avastin® ndo causou agressao a
conjuntiva e cornea, no presente estudo.

A andlise dos dados mostrou que ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre o uso do SF e o Avastin®, tanto na avaliacdo do exame externo quanto na
contagem de células inflamatdrias na conjuntiva e cornea, na etapa 1, instilacao da droga.

Na etapa 2, o mesmo quadro se repete quanto ao exame externo. Apds a
contagem das células inflamatdrias na conjuntiva, apurou-se que a diferenga entre o SF e o
Avastin®, ambos injetados, foi significativa, apenas no primeiro dia. O resultado sugere que a
injecdo do Avastin® causou uma inflama¢ao conjuntival aguda que desapareceu a partir do
segundo dia.

Entre os estudos que avaliaram a toxicidade corneana mediante o uso de

outras drogas, podem-se citar os de Sun et al. (1999) que pesquisaram o efeito de quatro
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agentes anestésicos, comercialmente disponiveis, em olhos de coelhos. Estes autores
salientaram que duas destas drogas ja4 eram usadas em cirurgias de catarata em humanos. Os
autores nao encontraram toxicidade corneana apds o uso desses anestésicos.

Alves e Bignardi (1997) desenvolveram um estudo dos efeitos do uso topico
da mitomicina C na superficie conjuntival de coelhas. Eles enfatizaram que a instilacao topica
da mitomicina C ja havia sido utilizada em humanos como terapéutica adjuvante na cirurgia
de pterigio com o objetivo de prevenir a recidiva, mas que a ocorréncia de complicacdes
graves nestes casos levou a necessidade de estudos experimentais para avaliagdo da seguranga
do uso desta droga. Estes autores observaram hiperemia conjuntival discreta nos olhos com
superficie ocular integra medicados com mitomicina C.

Schwartz et al. (1998) experimentaram o tetrodotoxin (um anestésico topico
de longa duracdao) em olhos de coelhos e ndo encontraram irritagdo ocular, afinamento
corneano ou toxicidade sistémica.

Segundo Hogan et al. (1971), os tipos de células encontradas normalmente
na conjuntiva sao fibroblastos, macroéfagos, mastocitos, leucdcitos polimorfonucleares,
eosinodfilos, linfocitos e plasmocitos; na cornea sdo encontrados ceratocitos, linfocitos,
macrofagos e raros neutrofilos. Alves et al. (1996), em um estudo dos efeitos do uso tdpico da
mitomicina C no epitélio corneano de coelhas, encontraram neutréfilos, eosindfilos e raros
plasmdcitos no grupo experimental. Em outros trabalhos com o uso da mitomicina C, foi
observada auséncia de células inflamatorias na conjuntiva bulbar com o uso de dgua destilada;
no grupo-experimental foi observado infiltrado inflamatério constituido principalmente de
neutrofilos e eosindfilos (Alves, Bignardi, 1997; Holzchuh et al., 1997). No presente estudo, o
tipo de células encontrado foi de neutrdfilos, eosindfilos e linfocitos. Ha coincidéncia,
portanto, com a literatura e diferenca apenas quanto a presenca de linfocitos.

Quanto a NVC corneana, o Avastin® mostrou efeito inibitério quando se
comparou o0 grupo-experimental com o grupo-controle, no qual se utilizou o SF. Entretanto,
quando se comparou o grupo de instilagdo com o grupo de injecdo do Avastin®, nao houve
diferenca estatisticamente significante. Este dado fornece subsidios para a escolha da via
topica como via de administragdo, ja que ¢ de facil aplicagdo, ndo ¢ invasiva e, portanto,
resulta em menos complicagdes (Yoeruek et al., 2007) que as provocadas pela injecao.

Na NVC corneana, em que o VEGF desempenha papel importante (Deutsch,
Hughes, 1979; Dell et al., 2006; Jo et al., 2006), varios fatores estdo implicados. Portanto,

drogas anti-VEGF podem diminuir a formac¢do de neovasos na cornea, como diversos
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trabalhos tém mostrado. Manzano et al. (2007) utilizaram o Avastin® por via topica (duas
vezes ao dia por sete dias) em um estudo experimental em olhos de ratos apds queimadura
corneana para observar o efeito da droga na neovascularizacao. Os resultados mostraram que
o Avastin® inibe a neovascularizagcdo da cornea, apesar desta inibi¢do ndo ter sido completa
(Manzano et al., 2007). Barros e Belfort Junior (2007) utilizaram o Avastin® por via
subconjuntival em um estudo com ratos e os resultados sugeriram que esta droga ¢ capaz de
inibir a angiogénese corneal.

Em um estudo em olhos de coelhos, Yoeruek et al. (2007) utilizaram o
bevacizumabe por via topica. Este estudo mostrou efeito benéfico do Avastin® sobre a
neovascularizagdo e a opacidade corneana. Também, Hosseini et al. (2007) estudaram o efeito
da injecao subconjuntival de 2,5 mg de bevacizumabe (em duas aplicagdes, as 6 horas e as 12
horas, totalizando 5 mg) na neovascularizagdo de olhos de coelhos apds queimadura com
hidréxido de sodio. O efeito foi significativo na inibicao da neovascularizagao.

Estes dados coincidem com os do presente trabalho.

Neste estudo, como em outros ja publicados (Hosseini et al., 2007; Manzano
et al.,, 2007), a inibicdo da NVC corneana ndo foi completa (apenas em um animal foi
completa, no grupo da instilagdo da droga). Uma explicagdo poderia ser o fato do Avastin®
agir especificamente no VEGF e outros fatores estarem implicados na NVC da cérnea, como
o bFGF (fator basico de crescimento do fibroblasto) (Gane et al., 2004; Jo et al., 2006), PDGF
(fator de crescimento derivado de plaqueta) e angiopoetinas 1 e 2 (Dell et al., 2006; Jo et al.,
2006). Outras possibilidades sao que o bevacizumabe, sendo um anticorpo humanizado, ndo ¢
espécie-especifico para coelhos (Yoeruek et al., 2007) e, portanto, com um menor potencial
de agdo neles; e a dose pode ter sido insuficiente para a inibi¢ao completa da NVC corneana
(Hosseini et al., 2007; Manzano et al., 2007).

Quanto a inibi¢ao apenas do VEGF pelo Avastin®, Hosseini et al. (2007)
sugerem que uma combinacdo de outros medicamentos pode levar a um melhor resultado. Jo
et al. (2006) mostraram que a inibi¢do concomitante do VEGF-A e do PDGF-B ¢ mais efetiva
do que apenas a do VEGF-A. Cada vez mais, o conceito de terapia combinada interessa a
comunidade cientifica oftalmolédgica e a co-administragao de dois agentes antiangiogénicos
tem-se mostrado promissor nos tratamentos de doengas oculares, como ja vem ocorrendo na
oncologia e na imunologia (Afzal et al., 2007).

Recentemente uma nova droga tem sido testada na neovascularizacio

ocular. Trata-se do VEGF Trap, um bloqueador especifico que se liga e inativa o VEGF no
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sangue € nos espacgos extravascular e extracelular, através da formag¢dao de um complexo
imune estavel, que otimiza as propriedades farmacocinéticas e a alta afinidade com o VEGF
A (Rudge et al., 2007). O estudo do efeito do VEGF Trap por via subcutanea em queimadura
quimica corneana em olhos de ratos mostrou efeito benéfico na NVC com inibigdo da
formacdo de neovasos at¢ 4 semanas apds o término do tratamento, além de reducao do
edema e da inflamacgao corneana (Bayer Health Care, 2007).

Outra modalidade de investigacdo tem sido a pesquisa de fatores
reguladores da angiogénese denominados de reguladores “mestres”, assim chamados por
desempenharem um papel crucial no inicio da cadeia de eventos da angiogénese, podendo
agir simultaneamente na modulacdo da atividade de varios mediadores angiogénicos. Pode-se
citar como exemplo o fator de transcri¢ao induzido por hipoxia (HIF-a) e a proteina quinase
CK2. Estes reguladores mestres sdo alvos promissores para os novos tratamentos oculares
(Afzal et al., 2007).

Housseini e Nejabat (2007) propuseram o uso topico de agentes anti-VEGF
em NVC corneana em situagdes como queimadura por alcalis, infecc¢ao, deficiéncia de células
germinativas, ceratite estromal e rejeicdo de transplante corneano. Entretanto, estes autores
preconizam o teste em animais antes da aplicacdo clinica destes agentes anti-VEGF. Alguns
relatos de casos clinicos mostraram o efeito benéfico do uso topico e subconjuntival do
Avastin® em NVC corneana causada por deficiéncia de células germinativas (por
queimaduras por dlcalis e por hereditariedade) e por rejeicdo de transplante corneano
(Awadein, 2007; Bock et al., 2007). Mas, estudos clinicos controlados sao necessarios para
melhor avaliar a eficiéncia do Avastin® na superficie ocular em doencas conjuntivais e
corneanas.

Importante ressaltar que estas pesquisas mais recentes remontam para a
biologia celular com a intengdo de descobrir elementos cada vez mais especificos e mais
seletivos , portanto, com melhores resultados e menor agressao aos tecidos sadios.

O mérito deste trabalho reside no fato de que, além de documentar
experimentalmente que o uso tdpico e subconjuntival do Avastin® ndo causou toxicidade
para a superficie ocular, compara o efeito da via topica de administragdo com a via
subconjuntival desta droga na NVC corneana de olhos de coelhos ap6s queimadura quimica e

mostra que nao houve diferenca entre elas na inibigao da NVC.
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Nao houve toxicidade do uso topico e da injecdo subconjuntival do
bevacizumab (avastin®) na superficie ocular integra (conjuntiva e
cornea) de olhos de coelhos;

O bevacizumab (avastin®) apresentou efeito inibitério na NVC
corneana de olhos de coelhos apds queimadura quimica, independente

da via utilizada (tdpica ou via subconjuntival).
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APENDICE A

Tabelas mostrando os resultados obtidos nas diversas fases do experimento, etapa 1 e 2.

Tabela A; — Resultado da avaliagdo do exame externo dos olhos dos coelhos, pela escala de
graduacdo dos efeitos oculares, apds instilacdo do SF e do Avastin®.

Tempo/ Produto Escore 0 Escore 1 Escore 2 Total
n° de olhos(%)  n°deolhos (%) n°deolhos (%) n°de olhos (%)
1%. hora SF 1(6,25) 15(93,75) 0(0) 16(100)
AV 0(0) 23(95,83) 1(4,17) 24(100)
1%, dia SF 1(8,33) 10(83,34) 1(8,33) 12(100)
AV 1(5,55) 16(88,90) 1(5,55) 18(100)
2%, dia SF 2(25) 6(75) 0(0) 08(100)
AV 4(33,33) 8(66,87) 0(0) 12(100)
3% dia SF 1(25) 3(75) 0(0) 4(100)
AV 2(33,33) 4(66,67) 0(0) 6(100)

SF= Soro fisiologico
AV= Avastin®

Tabela A, — Resultado da contagem de células inflamatérias realizada na conjuntiva e na
cornea nos olhos dos coelhos apdés uma hora de instilagdo do SF e do

Avastin®.
Coelho/Olho Hora/Dia Produto Numero células  Numero células
na conjuntiva na cornea
01 OD 1%. hora SF 58 42
OE 1%. hora SF 57 12
02 OD 1%. hora AV 107 12
OE 1%. hora SF 68 8
03 OD 1%. hora AV 17 15
OE 1%. hora SF 28 8
04 OD 1%. hora AV - 23
OE 1%. hora AV - 0
05 OD 1%. hora AV 109 59
OE 1%. hora AV 140 5

SF = Soro fisiolégico
AV = Avastin®

(-) = extravio
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Tabela A; — Resultado da contagem de células inflamatorias realizada na conjuntiva e na
cornea no primeiro dia apos a instilacao do SF e do Avastin®.

Coelho/Olho Hora/Dia Produto Numero células  Numero células
na conjuntiva na cornea
06 OD 1% dia SF 73 126
OE 1%, dia SF 63 27
07 oD 1% dia AV 15 7
OE 1% dia SF 2 7
08 oD 1% dia AV 31 3
OE 12, dia SF 19 22
09 OD 1% dia AV 112 3
OE 1% dia AV 219 10
10 oD 1% dia AV 37 4
OE 1% dia AV 111 37

SF = Soro fisiolégico
AV = Avastin®

Tabela A4 — Resultado da contagem de células inflamatorias realizada na conjuntiva e na
cornea no segundo dia apos a instilagdo do SF e do Avastin®.

Coelho/Olho Hora/Dia Produto Numero células na Numero células na
conjuntiva cornea
11 oD 2° dia SF 78 38
OE 2° dia SF 32 25
12 OD 2* dia AV - 9
OE 2° dia SF 2 5
13 OD 2* dia AV 72 7
OE 2° dia SF 37 0
14 OD 2 dia AV 44 13
OE 2% dia AV - 12
15 oD 2* dia AV 45 23
OE 2° dia AV 44 20

SF = Soro fisiologico
AV = Avastin®
(-) = extravio
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Tabela As— Resultado da contagem de células inflamatorias realizada na conjuntiva e na
cornea no terceiro dia apos a instilagao do SF e do Avastin®.

Coelho/Olho Hora/Dia Produto Numero células na Numero células
conjuntiva na cérnea
16 oD 3% dia SF 28 16
OE 3% dia SF 24 18
17 oD 3% dia AV 17 87
OE 3% dia SF 6 4
18 oD 3% dia AV 19 2
OE 3% dia SF 23 13
19 OD 32 dia AV 79 14
OE 3% dia AV 37 32
20 oD 3* dia AV 44 3
OE 3% dia AV 18 28

SF = Soro fisiolégico
AV = Avastin®

Tabela Ag- Resultado da avaliagdo do exame externo nos olhos dos coelhos, pela escala de
graduacdo dos efeitos oculares, apos injecao do SF e do Avastin®.

Tempo/ Produto Escore 0 Escore 1 Escore 2 Total
n° de olhos(%) n° de olhos (%)  n°de olhos (%)  n° de olhos (%)
1%. hora SF 0(0%) 15(93,75) 1(6,25) 16(100)
Avastin® 0(0) 24(100) 0(0) 24(100)
1%. dia SF 1(8,33%) 10(83,34) 1(8,33) 12(100)
Avastin® 1(5,55) 17(94,45) 0(0) 18(100)
2%, dia SF 0(0) 8(100) 0(0) 8(100)
Avastin® 2(16,67) 10(83,33) 0(0) 12(100)
3% dia SF 0(0) 4(100) 0(0) 4(100)
Avastin® 2(33,33) 4(66,67) 0(0) 6(100)

SF= Soro fisiolégico
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Tabela A;— Resultado da contagem de células inflamatorias realizada na conjuntiva e na
cornea apds uma hora de inje¢ao do SF e do Avastin®.

Coelho/Olho Hora/Dia Produto Nimero células na Nimero células na
conjuntiva cornea
01 OD 1%, hora SF 77 0
OE 1%, hora SF 35 0
02 OD 1%. hora AV 28 32
OE 1%, hora SF 34 3
03 OD 1%. hora AV 51 6
OE 1%, hora SF 36 20
04 oD 1%. hora AV 60 2
OE 1%. hora AV 99 9
05 oD 1%. hora AV 59 0
OE 1%. hora AV 92 0

SF = Soro fisiologico
AV = Avastin®

Tabela As — Resultado da contagem de células inflamatérias realizada na conjuntiva e na
cérnea no primeiro dia apos a inje¢do do SF e do Avastin®.

Coelho/Olho Hora/Dia Produto Numero células na Numero células na
conjuntiva cornea
06 OD 1. dia SF 55 0
OE 1 dia SF 36 0
07 OD 1 dia AV 66 0
OE 1%, dia SF 33 0
08 OD 1% dia AV 72 0
OE 1 dia SF 45 0
09 oD 1%, dia AV 61 0
OE 12, dia AV 62 0
10 OD 1 dia AV 44 0
OE 1 dia AV 76 0

SF = Soro fisiologico
AV = Avastin®
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Tabela A9 — Resultado da contagem de células inflamatorias realizada na conjuntiva e na
cornea no segundo dia apos a injecao do SF e do Avastin®.

Coelho/Olho Hora/Dia Produto Numero células na Numero células na
conjuntiva cornea
11 oD 2% dia SF 29 1
OE 2% dia SF 111 0
12 oD 2% dia AV 36 0
OE 2 dia SF 51 1
13 oD 2% dia AV 39 0
OE 2% dia SF 78 0
14 oD 2% dia AV 38 0
OE 2 dia AV 59 0
15 oD 22, dia AV 21 0
OE 2% dia AV 69 0

SF = Soro fisiolégico
AV = Avastin®

Tabela Ajp— Resultado da contagem de células inflamatorias realizada na conjuntiva e na
coérnea no terceiro dia apos a inje¢do do SF e do Avastin®.

Coelho/Olho Hora/Dia Produto Numero células na Numero células na
conjuntiva cornea
16 oD 3% dia SF 25 0
OE 32 dia SF 12 0
17 OD 3% dia AV 28 0
OE 32 dia SF 37 0
18 OD 3% dia AV 56 0
OE 32 dia SF 81 0
19 OD 32 dia AV 39 0
OE 3% dia AV 73 0
20 oD 3% dia AV 34 0
OE 32 dia AV 52 0

SF = Soro fisiologico
AV = Avastin®



APENDICE B

Escala de graduagao dos efeitos oculares para anotagdo pelo examinador, etapa 1 e 2.

Escala de graduacéo dos efeitos oculares*.

DATA: COELHO: __-__/__®
EXAME: PRE__ POS__ (uso da droga)  HORAS/DIAS APOS uso da droga
GRUPO: 1 - INSTILACAO _ OD: _ OE:
2_INJECAO __ OD:__ OE:
OD OE
EXT. M.O. EXT. M.O.
Cérnea —

Sem ulceragdo ou opacidade — 0

Areas difusas de opacidade; detalhes da iris claramente

visiveis — 1

Areas translucentes facilmente distinguiveis; detalhes

da iris levemente obscuros — 2

Areas de opalescécnia; detalhes da iris ndo visiveis;

tamanho da pupila pobremente distinguivel — 3

Opacidade corneana total; iris ndo distinguivel — 4

Irite —

Normal — 0

Dobras profundas na iris, congestdo, edema e inje¢do
ciliar (qualquer um ou combinagdo de alguns destes);

iris continua reagindo a luz (reagdo lenta) — 1

Sem reagdo a luz, hemorragia e destruigao

(qualquer um ou todos)— 2

Vermelhidao da conjuntiva (conjuntiva palpebral e bulbar)

Vasos sanguineos normais — 0

Alguns vasos sanguineos hiperémicos — 1

Mais difusa, coloragdo rubra; vasos individuais ndo

facilmente visivel — 2

Difusa, vermelho “carne” — 3

Resultado total = soma de todos resultados obtidos

para a cOrnea, iris e conjuntiva

Fluoresceina colirio (observacdo no Microscopio

Cirurgico): de 0 a ++++)

Ext.: exame externo; M.O.: microscépio 6tico
*Dr. Gerson Lopes — trabalho de pesquisa de doutorado — CCS/UEL.
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APENDICE C
Escala de graduagdo dos efeitos oculares para anotagdo pelo examinador, etapa 3.

Terceira fase - QUEIMADURA/NEOVASCULARIZACAO*
COELHOS 1a5 - 6al10 - 11a15 - 16a20.
Escala de graduacio dos efeitos oculares —- EXAME CLINICO GERAL.

DATA: COELHO: - / °
EXAME: PRE_ POS__ (uso da droga)  HORAS/DIAS APOS uso da droga
SUBGRUPO: 1 — INSTILACAO SF OD:_ OE:_

2-INJECAO SF OD:__ OE:___

3 - INSTILACAO DROGA OD:  OE:
4—-INJECAO DROGA OD: _ OE:

OD OE

EXT. M.O. EXT. M.O.

Cornea —

Sem ulcerag@o ou opacidade — 0

Areas difusas de opacidade; detalhes da iris claramente

visiveis — 1

Areas translucentes facilmente distinguiveis; detalhes

da iris levemente obscuros — 2

Areas de opalescécnia; detalhes da iris ndo visiveis;

tamanho da pupila pobremente distinguivel — 3

Opacidade corneana total; iris nao distinguivel — 4

Irite —

Normal — 0

Dobras profundas na iris, congestdo, edema e injegéo
ciliar (qualquer um ou combinacdo de alguns destes);

iris continua reagindo a luz (reacao lenta) — 1

Sem reagdo a luz, hemorragia e destruigdo

(qualquer um ou todos)— 2

Vermelhidio da conjuntiva (conjuntiva palpebral e bulbar)

Vasos sanguineos normais — 0

Alguns vasos sanguineos hiperémicos — 1

Mais difusa, coloracdo rubra; vasos individuais nio

facilmente visivel — 2

Difusa, vermelho “carne” — 3

Resultado total = soma de todos resultados obtidos

para a cornea, iris e conjuntiva

Fluoresceina colirio (observagdo no Microscopio

Cirtrgico): de 0 a ++++)

Ext.: exame externo; M.O.: microscépio 6tico



APENDICE D

Escala de graduagao do grau de neovascularizag¢do para anotacao pelo examinador

Terceira fase - QUEIMADURA/NEOVASCULARIZACAO*
COELHOS 1a5 - 6a10 - 11a15 - 16a20.
Escala de graduacio dos efeitos oculares - EXAME DA NEOVASCULARIZACAO.

DATA: COELHO: - / °
EXAME :PRE__ POS__ (uso dadroga)  HORAS/DIAS APOS uso da droga
SUBGRUPO: 1 - INSTILACAO SF —OD: _ OE:
2-INJECAO  SF —OD: OE:
3—INSTILACAO DROGA -OD: __ OE:
4-INJECAO DROGA -OD: _OE:
Coérnea — grau de neovascularizacao Microscépio Cirargico
Sem vasos na cornea 0
Vasos <lmm na cornea 1+
Vasos de 1 a 1,9mm na cornea 2+
Vasos de 2 a 2,9mm na cornea 3+
Vasos >3mm na cornea 4+
Diimetro corneano

*Dr. Gerson Lopes — trabalho de pesquisa de doutorado — CCS/UEL.
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APENDICE E

Esquema elaborado para o examinador desenhar a neovascularizagdo corneana

Terceira fase, GRUPO 3 — NEOVASCULARIZACAO; Subgrupo 1,2,3,4*.
Escala de graduacio dos efeitos oculares - EXAME DA NEOVASCULARIZACAO
COELHO:
SUBGRUPO: 1 — INSTILACAO SF —OD: _ OE: 1°. DIA
2-INJECAO SF —OD:__ OE:___
3—INSTILACAO DROGA -OD:  OE:
4—-INJECAO DROGA -OD:  OE:

C

2°. DIA 3°. DIA 4° DIA
5° DIA 6°. DIA 7°. DIA

8°. DIA 9°. DIA 10°.DIA

@

C
C
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APENDICE F

Fotos ilustrativas de alguns olhos dos coelhos da etapa 1

Figuras 1 a 5 - Fotos mostrando o coelho 18, olho direito (Avastin®); pré-experimento, 1*
hora, 1°., 2°. e 3°. dia, respectivamente.
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Figuras 6 a 10 - Fotos mostrando o coelho 18, olho esquerdo (SF); pré-experimento, 1* hora,
1°, 2°. e 3°. dia, respectivamente.
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APENDICE G
Fotos do exame histopatoldgico da conjuntiva e da cornea, etapa 1 e 2.

Figuras 1e 2 -Fotos do exame histopatoldgico da conjuntiva do OD (Avastin®) e do OE (SF)
do coelho 7 da etapa 1, mostrando poucas células inflamatorias; corado com
hematoxilina-eosina (100X).
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Figuras 3 e 4 - Fotos do exame histopatolégico da cornea do OD (Avastin®) e do OE (SF)
do coelho 12 da etapa 1, mostrando auséncia de células inflamatorias; corado
com hematoxilina-eosina (100X).

)



69

Figuras Se 6 - Fotos do exame histopatologico da conjuntiva do OD (Avastin®) ¢ do OE
(SF) do coelho 2 da etapa 2, mostrando poucas cé¢lulas inflamatdrias; corado
com hematoxilina-eosina (100X).
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Figuras 7 e 8 - Fotos do exame histopatolégico da cornea do OD (Avastin®) e do OE (SF)
do coelho 2 da etapa 2, mostrando auséncia de células inflamatérias; corado
com hematoxilina-eosina (100X).
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APENDICE H

Fotos ilustrativas do ambiente de experimentagdo e da etapa 3.

Figuras 1 e 2 - Fotos mostrando vista geral da sala experimentagdo do biotério e dos coelhos

na gaiola de transporte do coelhario a sala de experimentagdo (5 coelhos por
gaiola, no maximo).
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Figuras 3 e 4 - Fotos mostrando balanga para pesagem dos animais e o preparo para
anestesia.
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Figuras 5 e 6 - Fotos mostrando manobra para obter exoftalmia dos olhos dos coelhos para
melhor registro fotografico e medida do didmetro corneano para auxiliar na
conferéncia do célculo da area corneana e de NVC; etapa 3.
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Figuras 7,8 ¢ 9 - Fotos mostrando a realizagdo da queimadura corneana com circulo de
papel filtro embebido em NaOH e a irrigacdo com SF; etapa 3.
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Figuras 10 e 11 -Fotos mostrando a realizagdo da inje¢ao subconjuntival e o aspecto do olho
apos a injecao; etapa 3.
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Figuras 12, 13 e 14 - Fotos mostrando a retirada do segmento corneano ap6s o sacrificio dos
animais e o segmento corneano retirado; etapa 3.

el 4

(12)

(13)




77

Figuras 15 e 16 -Fotos mostrando a etiqueta de identificagdo (precedendo as fotos de cada
olho) e olho do coelho 3, no dia zero, antes da queimadura da cornea.
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Figuras 17 e 18 -Fotos mostrando o olho dos coelhos 6 e 11, no dia zero, antes da
queimadura da cornea.
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Figura 19 - Fotos mostrando o olho do coelho 16, no dia zero, antes da queimadura da
cornea.




Figuras 20, 21 e 22 Fotos mostrando o olho do coelho 3 (injecdo de SF) no dia zero, no
quinto e décimo dia apds a queimadura.
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Figuras 23, 24 e 25 - Fotos mostrando o olho do coelho 6 (injecdo de Avastin®) no dia zero,
no quinto e décimo dia apods a queimadura.
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Figuras 26, 27 e 28 - Fotos mostrando o olho do coelho 11 (instilagdo de SF) no dia zero, no
quinto e décimo dia apds a queimadura.
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Figuras 29, 30 e 31 - Fotos mostrando o olho do coelho 16 (instilagdo de Avastin®) no dia
zero, no quinto e décimo dia ap6s a queimadura.
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Figuras 32, 33 e 34- Fotos mostrando que ndo houve crescimento de neovasos no olho do
coelho 20 (instilacdo de avastin®); fotos do dia zero, do quinto e do
décimo dia, respectivamente.
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Figuras 35, 36 e 37 - Foto ilustrativa do esquema de desenho da neovasculariza¢do do coelho
6 realizada pelo examinador e foto do olho do coelho 6 no quinto e
décimo dia ap6s a queimadura.
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Figuras 38 e 39 -Fotos mostrando as marcagdes realizadas no programa de computador para
calculo da area de neovascularizagao.
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Figuras 40 e 41 -Fotos da area de neovasos formados, mostrando a comparagdo entre dois
olhos de grupos diferentes (respectivamente, coelho 1/injecdo de SF e
coelho 8/injecao de Avastin®).

(40)

(41)



