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RESUMO

INTRODUCAO: Doencas oculares relacionadas com neovascularizagdes so a
principal causa de cegueira irreversivel atualmente na populacdo adulta
mundial. A busca por novas drogas e terapias para o tratamento das doencas
oculares e a manutencdo da visdo continua sendo um desafio. OBJETIVOS:
Avaliar a toxicidade sobre a retina neurossensorial (RNS) e epitélio pigmentado
da retina (EPR) da injecdo intra-vitrea (IV) de Octreotida (Sandostatin®) em
olhos de coelhos ndo albinos; avaliar se 0 aumento subito do volume vitreo
apos a injecao IV de 0,1ml de solucdo salina balanceada (BSS) no olho do
coelho leva a danos histolégicos na RNS e EPR; e avaliar as complicacdes
clinicas pds-operatoérias apos a injecéo IV em olhos de coelhos. METODOS: 20
coelhos nédo albinos (40 olhos) foram distribuidos em 4 grupos. O Grupo
Controle (5 coelhos — 10 olhos), o qual ndo recebeu injecéo IV, foi sacrificado
no inicio do estudo. Os trinta olhos dos 15 coelhos restantes foram distribuidos
em 3 grupos (1:1:1): Grupo Placebo (injecéo IV de 0,1ml de BSS); Grupo 1
(Grupo em que foi injetado 0,1ml da apresentacdo de 0,1mg/ml de Octreotida
intra-vitreo); e Grupo 2 (Grupo em que foi injetado 0,1ml da apresentacao de
0,5mg/ml de Octreotida intra-vitreo). Os coelhos foram acompanhados por um
periodo de 90 dias apds o procedimento, quando entdo foram submetidos a
eutanasia. Todos os coelhos tiveram seus olhos enucleados e avaliados
histologicamente. Foram realizadas avaliagbes clinicas pré e poés-operatoria
(inspecdo do segmento anterior, tonometria de aplanacdo e oftalmoscopia
binocular indireta) e avaliagdo histologica da morfologia e da espessura das
camadas da RNS e EPR. RESULTADOS: N&o foram observadas
complicagdes clinicas pos-operatorias significantes. A morfologia histologica e
espessura das camadas da RNS e EPR nao apresentou diferenca significante
entre 0s grupos controle e placebo, grupo placebo e grupo 1 e grupo placebo e
grupo 2. CONCLUSOES: A injecdo IV de 0,1ml de Octreotida nas
apresentacdes de 0,1mg/ml e 0,5mg/ml ndo leva a alteracdes histologicas
toxicas na RNS e EPR, nem a complicacdes clinicas poOs-operatérias
importantes em olhos de coelhos ndo albinos. A injecao IV de 0,1ml de BSS
ndo leva a danos histolégicos ao RNS e ao EPR em olhos de coelhos nao
albinos.

PALAVRAS-CHAVE: Inibidores da Angiogénese; Degeneracdo Macular;
Neovascularizacdo Ocular; Drogas Anti-Angiogénicas; Toxicidade Retiniana;
Octreotida.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Eye diseases associated with neovascularizations are the
leading cause of irreversible blindness in the adult population worldwide
nowadays. The search for new drugs and therapies for the treatment of eye
pathologies and vision maintenance remains a challenge. OBJECTIVES: To
evaluate the toxicity of the neurosensory retina (NSR) and retinal pigment
epithelium (RPE) of Octreotide (Sandostatin®) intra-vitreous (IV) injection in
non-albino rabbit eyes; also evaluate whether the sudden increase of vitreous
volume after 0.1ml of balanced salt solution (BSS) IV injection into rabbit eyes
leads to histological damage for the RPE and NSR and to evaluate the clinical
postoperative complications after 1V injection in rabbit eyes. METHODS: 20
non-albino rabbits (40 eyes) were divided into four groups. The control group (5
rabbits-10 eyes), which received no IV injection, was sacrificed at baseline.
Thirty eyes of the 15 remaining rabbits were distributed into 3 groups (1:1:1):
Placebo group (BSS; 0.1ml IV injection), Group 1 (Octreotide 0.1mg/ml; 0.1ml
IV injection) and Group 2 (Octreotide 0.5mg/ml; 0.1ml IV injection). The rabbits
were followed during a 90 days period after the procedure and sacrificed. All
rabbits had their eyes enucleated and histologically examined. Evaluations were
made before and after surgery (anterior segment inspection, applanation
tonometry and indirect ophthalmoscopy). 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. The histological morphology and thickness of the NSR and EPR
showed no significant difference between the control and placebo group, the
placebo group and group 1 and between the placebo group and group 2.
CONCLUSIONS: Octreotide 0.1mg/ml and 0.5mg/ml; 0.1ml IV injections does
not lead to histological toxicity changes in NSR and EPR, nor important
postoperative clinical complications in non-albino rabbit eyes. The BSS; 0.1ml
IV injection also does not lead to histological damage to the NSR and the RPE
in non-albino rabbit eyes.

KEYWORDS: Angiogenesis Inhibitors; Macular Degeneration; Ocular
Neovascularization; Antiangiogenic Drugs; Retinal Toxicity; Octreotide.
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1  INTRODUCAO

1.1 Apresentacado do Problema

A neovascularizagdo ocular é de extrema relevancia clinica, e um grave
problema sécio econdmico nos paises em desenvolvimento, assim como
também, nos paises de primeiro mundo, seja pelo seu custo direto de
tratamento ou indireto, consequéncia de uma cegueira legal (visédo inferior a
20/200). A grande maioria das doengas que causam grande perda de visdo sao
resultantes das neovasculariza¢des oculares.*

A neovascularizagéo leva a formacdo de um composto fibrovascular e
seus produtos (sangue, liquido e lipidio), acarreta fibrose e atrofia associadas
ao rompimento de delicados tecidos da retina necessarios para a formacao da
visdo.? O tratamento, uma vez instalado o quadro neovascular, deve ser
realizado com brevidade, a fim de minimizar os danos visuais e proporcionar
uma melhor qualidade de vida, sempre que possivel.

Doencas oculares relacionadas com neovascularizagcdo sao a principal
causa de cegueira irreversivel atualmente na populacdo adulta mundial.
Estima-se que cerca de 8 milhdes de norte americanos sofram de degeneracao
macular relacionada a idade (DMRI) e que nos préximos cinco anos em torno
de um milhdo de novos casos serdo diagnosticados na populagcdo com mais de
55 anos. Havera ainda um incremento de pelo menos 50% até o ano de 2020.%
7

Com relacdo a Diabete Melitus (DM) e a retinopatia diabética (RD), a
prevaléncia de diabéticos tipo 2 nos Estados Unidos da América (EUA), que
corresponde a 90% do total de diabéticos, é atualmente de acordo com as
estatisticas nacionais de 8,3% da populacéo (mais de 25 milhées de pessoas).
Contudo, com o crescente aumento dos fatores de risco, em especial a
obesidade e do aumento da expectativa de vida, a prevaléncia da DM
apresenta franco aumento. Um terco dos americanos irdo desenvolver DM. A
diabete é a principal causa de cegueira na populagdo economicamente ativa
nos EUA, apresentando cerca de 20 mil novos pacientes cegos todos os

anos.®1°
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Os dados no Brasil, apesar de uma populacdo mais miscigenada,
existem. No que tange a DM, estima-se que atinja aproximadamente 8% da
populacéo entre 30 e 69 anos de idade, cerca de 17% das pessoas com idade
entre 60 e 69 anos e mais de 18% dos individuos com mais de 70 anos. A
prevaléncia da retinopatia diabética (RD) varia de 24 a 39,4%, sendo 0s mais
afetados os pacientes que residem fora das regides metropolitanas. Avaliando-
se as estatisticas, chega-se a um numero aproximado de 2 milhdes de
brasileiros com algum grau de RD.**" *?

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
coletados no Censo Demografico de 2000, no Brasil havia 34 milhdes de
individuos com 55 anos ou mais de idade (20% de sua populacgéo total). Cinco
milhdes (14% da populacdo com idade igual ou superior a 55 anos) de
brasileiros sdo provaveis portadores de DMRI, 0 que leva a estimativa de que
entre 500 e 800 mil pessoas devem portar a forma neovascular da doenca no
pais comparando matematicamente com estudo realizado por Bressler et al.?
nos EUA. Isto indica ser a DMRI umida importante problema de saude publica
em populacbes dessa faixa etaria também na América do Sul, respeitando as
diferencas raciais regionais.

Dentre as principais causas de neovascularizacdo ocular podemos citar
entre as mais importantes a DMRI na sua forma Umida, a retinopatia diabética
proliferativa (RDP), as oclusbes vasculares, a retinopatia da prematuridade
(ROP) e o glaucoma neovascular (GNV).

O avanco da medicina neonatal elevou a taxa de sobrevivéncia de
recém nascidos cada vez mais prematuros observando-se incremento do
namero de casos de ROP. Globalmente 50.000 sdo cegos por conta de ROP,
com tendéncia de aumento deste numero principalmente dos casos vindos dos
paises em desenvolvimento como Brasil, China e india.*®

A retinopatia diabética e as doencas oclusivas da retina também sao
reflexo do mundo moderno e industrializado. A DM atinge nos dias de hoje
cerca de 6,5 a 8% da populacdo mundial e chegard a quase meio bilhdo de
pessoas em 2030 — 8 a 10% da populagcdo do mundo. A hipertensdo arterial
sistémica, enorme problema global, causa de um terco de todas as mortes, em
especial nos paises latino americanos, afeta quase 30% dos adultos, em 2025

serdo mais de 1,5 bilhbes de hipertensos, e uma grande quantidade de
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pacientes com fator de risco para baixa visual atrelados as tromboses
vasculares. 1*1°

O LASER continua sendo, uma das Unicas armas disponiveis, para
tratamento de doencas neovasculares do olho, desde a década de 1970,
aliando-se ao tratamento fotodestrutivo o advento e uso dos anti-angiogénicos
popularizou as injecdes intra-vitreas na terapéutica ocular no inicio deste
século. Isso trouxe novas perspectivas e esperanca para a maioria dos casos
de neovascularizacdo ocular, no entanto, ainda ndo é o tratamento ideal e
definitivo. E necessario a busca por um tratamento, ou combinacées de drogas
e terapias para controle da neovascularizacéo, evitando, assim, o aumento do

nimero de pacientes com baixa visual ou cegueira.'”?

1.2 A Neovascularizagao Ocular

O olho, um dos 6rgaos mais vascularizados do corpo humano, apresenta
também um alto poder de crescimento de novos vasos, sendo estes na maioria
das vezes, vasos incompetentes. Ao contrario de outros 0rgaos, como 0
coracdo, a neovascularizacdo ocular pode levar a danos irreparaveis,
acarretando perda visual permanente parcial ou total. A neovascularizacéo
intra-ocular € uma complicacdo patolégica de muitas doencas oftalmoldgicas
que a eleva como uma das causas principais de cegueira no mundo. 4%

A formacdo de novos vasos se origina a partir de um dos dois
mecanismos: a vasculogénese ou a angiogénese. A vasculogénese € a
formacdo primaria de vasos sangulineos a partir dos precursores da célula
endotelial, os angioblastos, durante o desenvolvimento embrionario e sao
responsaveis pelos plexos vasculares primitivos primarios (coracdo e seus
vasos) e secundarios (ligacbes com alguns érgéaos, tais como os pulmdes e o
baco). A angiogénese é definida pela formacdo de neovasos de capilares pré-
existentes através da proliferacdo de células endoteliais e divisdo do lUmem
vascular. No olho acontece também tais mecanismos, vasculogénese
imperfeita levara a instalacdo da ROP; e a angiogénese, na maioria das vezes
por conta de isquemia, leva as outras neovascularizagdes oculares. * %24
A angiogénese pode ser fisioldgica, pois esta relacionada a cicatrizagédo

de feridas, gravidez, ciclo uterino e vascularizagdo de 6rgdos vitais como o
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cérebro, crescimento do cabelo, e possivelmente regulacdo da pressao arterial;
mas pode ter carater patoldgico como nos tumores e na neovascularizagdo
ocular. %%

Anatomicamente, o aparecimento de neovasos, pode ocorrer em
gualquer parte do globo ocular: cornea, iris, corpo ciliar, &ngulo (iris / esclera),
retina, cordide, disco Optico, etc. As causas (degenerativas, vasculares,
inflamatorias, infecciosas, traumaticas, senis, etc.), 0s sinais e sintomas

também séo variados (Quadro 1, 2).

Quadro 1: Sinais e sintomas da neovasculariza¢ao ocular.

Dor, hiperemia, baixa da acuidade visual, edema de cornea, elevacao da

pressao intra-ocular, presenca de neovasos na iris, hemorragia vitrea.

Quadro 2: Condi¢cbes onde a neovascularizagdo ocular pode ocorrer.

Degeneracdo macular relacionada a idade, estrias angi6ides, oclusfes
vasculares, retinopatia da prematuridade, neuropatia optica isquémica anterior,
endocardite bacteriana, doenca de Best, retinocoroidopatia birdshot,
hemangioma de cordide, nevus de coréide, ndo perfusdo coroideana, osteoma
de cordide, rotura de coroide, coroidermia, descolamento de retina cronico,
coloboma de retina, diabete mellitus, drusas, endoftalmite enddgena,
harmatomas, fundus flavimaculatus, idiopatico, buraco de méacula, melanoma
maligno, glomerulonefrite membranoproliferativa (tipo 1), corpo estranho intra-
ocular, sindrome de Morning-glory, sindrome dos multiplos pontos brancos
evanescentes (MEWDS), miopia, glioma do nervo Optico, fosseta de disco
optico, fotocoagulagédo a LASER, sindrome da histoplasmose ocular presumida,
coroidopatia puntata, retinopatia por radiacdo, crioterapia, retinite pigmentosa,
coloboma retinocoroideano, rubéola, sarcoidose, coroidite serpiginosa,
toxoplasmose ocular, tuberculose, sindrome de Vogt-Koyanagi-Harada,

glaucoma neovascular.
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Estudos sobre o desenvolvimento da retina mostram a invasao de vasos
na retina recém formada, nos casos de ROP. Existem duas teorias sobre a sua
patogénese: a primeira defendida por Kretzer e Hittner refere que as células
mesénquimais fusiformes da retina imatura quando expostas a condicoes
hiperdxicas extra-uterinas desenvolvem juncdes. Estas juncdes interferem com
a formacdo vascular normal, provocando uma resposta neovascular. A
segunda defendida por Ashton teoriza que existam duas fases: a fase inicial
hiperdxica que provoca destruicdo do endotélio capilar das células da retina,
seguida por outra onde ha deprivacao de oxigénio, acarretando em isquemia e
proliferacéo neovascular provocada por fatores angiogénicos.?* *°

No caso da RD e outras vasculopatias retinianas ha neovascularizacao
por ndo perfusdo capilar com consequente isquemia, levando a difusdo de
fatores angiogénicos. A angiogénese retiniana € a conseqiéncia, portanto, de
uma resposta vascular anormal a isquemia ou hipdxia, que leva a proliferacao
de células vasculares endoteliais através da membrana limitante interna (MLI)
para o vitreo podendo levar a sérias complicacbes como hemorragia vitrea
(HV) ou descolamento tracional retiniano. Por outro lado o controle desta
isquemia atraves de fotocoagulacdo a LASER ou crioablacdo leva a regressao
dos neovasos e prevencdo das complicagdes.t 2% 24 3134

Quando se fala sobre angiogénese coroideana, em especial a
neovascularizacdo que ocorre em pacientes com DMRI, ndo é observada
hipdxia ou isquemia, até porque esta regido € irrigada pelos vasos da coroide
ricos em oxigénio e nutrientes. O que ocorre € uma degeneracao e
consequente enfraquecimento da membrana de Bruch, membrana limitante
entre a retina e cordide, que permite a passagem de vasos coroideanos para o
espaco subretiniano, causando exsudacdo subretiniana e hemorragia. E
defendido um modelo no qual existe inflamacao local associado a liberacédo de
fatores de crescimento como o “vascular endothelial growth factor” (VEGF), que
estd sendo o foco da patogénese da DMRI exsudativa, e outros sugeridos
como também envolvidos no processo como a angiopoetina e o “insulin-like
growth factor-1” (IGF-1).2% 3°

Atualmente é enorme a quantidade de estudos e pesquisas sobre o
assunto, e incessante a busca pela cura e combinacdes terapéuticas.**** Uma

medicina cada vez mais refinada e de qualidade, além dos melhoramentos
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constantes dos medicamentos e antibidticos, associado a descobertas que
proporcionam a prevengdo como as vacinas por exemplo, acarretam no
aumento da sobrevida, contudo, o tratamento perfeito da neovascularizacdo

ocular e doencas degenerativas ou senis ainda estao por vir.

1.3 A angiogénese ocular

Como a maioria das coisas na natureza, um equilibrio deve ser atingido
entre duas forgas opostas para haver um produto final funcional. Angiogénese
e antiangiogénese é um desses pares que deve atingir o equilibrio. Em 1971,
Judah Folkman introduziu a idéia de que o crescimento canceroso acontece a
partir de células de tumores solidos estimulando a uma resposta capilar de
germinacao, mais robusta do que a cicatrizacdo de uma ferida ou inflamacéo
comum. Na mesma linha de raciocinio, Folkman introduziu o conceito de

antiangiogénese como controle e possivel cura de alguns tumores.*?

A angiogénese ocular € importante causa de muitas doencas oculares e
cegueira. Como descrito anteriormente, a angiogénese € definida pela
formacdo de neovasos a partir de capilares pré-existentes. As doencas, assim
como seus sinais e sintomas sdo bem conhecidos (Quadros 1 e 2). Contudo,
0s possiveis mediadores que corroboram no aparecimento dos neovasos e
suas implicacdes no tratamento sdo diferentes em diferentes doencas. Dentre
os principais fatores e/ou mediadores envolvidos no processo de angiogénese

podemos citar o VEGF, GH , IGF1, entre outros.™ #* 24

Quando comparamos a neovascularizacédo da retina e coréide de forma
distinta, observamos que as doencas sao diferentes, assim como, as suas
causas. Dentre as principais doencas que causam neovascularizacdo da retina
podemos citar a retinopatia diabética proliferativa (RDP), OVCR, retinopatia
falciforme proliferativa, retinopatia exsudativa familiar, sarcoidose, pars planitis,
retinopatia por radiacdo, sindrome ocular isquémica e doenca Eales. Com
relacdo as doencas que causam neovascularizacdo coroideana a de maior
destaque é a DMRI exsudativa; outras causas comuns sao a miopia patoldgica,

a ruptura de cordide, estrias angidides, sindrome da histoplasmose ocular,
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coroidite multifocal, coroidopatia punctata e causas iatrogénicas como a

fotocoagulacdo a LASER administrada de forma mais intensa.? *+ %°

Uma combinacdo de angiogénese e vasculogénese ocorre durante a
neovascularizacdo da retina. A teoria mais aceita se baseia na hipoxia como
responsavel pelo estimulo inicial para a liberagdo de fatores de crescimento,
gue resultam na proliferacao e migracdo de células endoteliais. A hipdxia eleva
no intra-celular o RNAm do VEGF nas células endoteliais da retina, células do
EPR, pericitos, células de Milller e nas células ganglionares.**’

Na neovascularizacdo de coroide, apesar das alteracbes no fluxo
sangiineo que ocorre na DMRI, a hipoxia produzida n&o seria suficiente para
induzir neovascularizagdo. Como na neovascularizacdo da retina, a
neovascularizacado de coroide também é uma combinacdo de angiogénese e
vasculogénese. Entretanto, acredita-se que o dano oxidativo e inflamacéo (e

menos hip6xia) sdo responsaveis no desequilibrio em favor de angiogénese.**
45, 48, 49

1.4 A abordagem Terapéutica Atual

Fotocoagulacédo a LASER

Laser, acromio de Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation, € uma fonte que emite uma radiacdo luminosa coerente de poténcia
variada que possibilita sua focalizacdo com grande precisdo. Atualmente a
coagulacdo luminosa € um procedimento comum de tratamento e base
terapéutica para diferentes doencas da retina.

O seu uso teve inicio em 1949 com Meyer-Schwickerath que utilizou a
luz solar como fonte.*” Com o desenvolvimento das lampadas de alta press&o
de Xenbnio no inicio da década de 1950, ficou disponivel poder suficiente para
fotocoagulacdo do fundo do olho. Entretanto, somente uma década depois
através de Maiman houve um rapido desenvolvimento da tecnologia do laser e
o de Rubi foi o primeiro disponivel.}” Alguns anos depois, em 1971, o laser de
argonio foi o primeiro sistema comercializado na oftalmologia, e entre 1972 e
1975 o primeiro grande estudo (Diabetic Retinopathy Study) foi conduzido,

demonstrando a eficacia do laser nos quadros de retinopatia diabética

Introducdo 24



proliferativa (RDP) reduzindo o risco de perda visual em 50%, tornando-se,

desta forma, padrdo ouro no tratamento da RDP até os dias de hoje.® 1% 5. >2

Corticosteroides

Os esterdides tém propriedades anti-inflamatérias e anti-angiogénicas e
devido a essas propriedades se tornaram uma classe terapéutica de valor para
0s especialistas em retina. S0 usados no tratamento de varias doencas
retinianas, incluindo os edemas maculares diabéticos e vaso oclusivos, DMRI
Umida, edema macular cistide secundéario a facectomia e uveite posterior.*
Apesar de suas potenciais complicagdes como glaucoma e catarata, estudos
recentes tém mostrado que os esterdides intra-vitreos podem ser usados como
uma alternativa segura para a pratica padrdao da terapia a LASER no
tratamento do edema macular secundario a diabetes ou tromboses
vasculares.>**’

Os corticoesterdides mais utilizados nas doencas da retina sdo a
dexametasona ou 0 acetato de triancinolona. O FDA aprovou o0 uso de
esteroide intra-vitreo para restritas condicdes®®: Acetato de triancinolona sem
conservantes (Triescence®, Alcon, Fort Worth-TX, EUA) € aprovado para o
tratamento da oftalmia simpéatica, arterite temporal, inflama¢des oculares néo
infecciosas e para visualizacdo do vitreo durante uma vitrectomia. O implante
de dexametasona intra-vitrea (OZURDEX®, Allergan, Irvine-CA, EUA) é
aprovado para o tratamento do edema macular secundario na ocluséo de veia
central da retina (OVCR) e na oclusdo de ramo da veia central da retina
(ORVCR). Fora destas indicacbes, embora usados rotineiramente na pratica
clinica para tratamento de uma gama de doencas oculares, sdo considerados
"off label".

Acetato de triancinolona e dexametasona diferem na estrutura e
poténcia e sdo selecionados principalmente com base na duracdo de acao.
Seus efeitos se dao através da modulagéo de citocinas inflamatorias e efeitos
anti-VEGF. Envolvem também estresse oxidativo e neuroprotecdo, que
também sdo vias importantes que afetam a doenca da retina.

A dexametasona € um potente agente anti-inflamatério que inibe vérias

citocinas inflamatoérias. Tem meia vida curta (3,5 horas), mas é cinco vezes
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mais potente que a triancinolona intra-vitrea. A apresentacao da dexametasona
€ de 4 mg/ml de solucéo, e a maioria dos retindlogos injetam 0,4 mg no espaco
vitreo. O implante de dexametasona intra-ocular (OZURDEX®) é inovador,
biodegradavel, contém 0,7 mg de dexametasona e permite a liberacdo
sustentada e prolongada de corticosterdides na cavidade vitrea.®® A
dexametasona é predominantemente utilizada na pratica clinica como terapia
adjuvante no tratamento da DMRI ou edema macular secundario a OVCR ou
ORVCR. Uma abordagem terapéutica tripla para DMRI exsudativa pode ser
empregada quando métodos mais tradicionais falham. A terapia tripla consiste
na terapia foto-dinamica (PDT) com Verteporfina (Visudyne®, Novartis
Pharmaceuticals Corp., East Hanover-NJ, EUA), o Bevacizumabe (Avastin®,
Genentech, Séao Francisco-CA, EUA) ou Ranibizumabe (Lucentis®, Genentech,
Sao Francisco-CA, EUA) e corticosteroides. Alguns estudos demonstraram que
a terapia combinada (dupla ou tripla) pode reduzir a necessidade do numero de
injecdes em alguns pacientes e estabilizacdo da visdo dos que ndo respondem
a terapia individual com agentes anti-VEGF.>*%

O acetato de triancinolona tem uma meia vida intra-vitrea mais longa
gue a dexametasona, aproximadamente 18 dias. Kenalog® (40mg/ml) é a
apresentacdo disponivel mais comum e usualmente usada na dose de
4mg/0,1ml. Triescence® € semelhante ao Kenalog®, mas sem conservantes e
aprovado pelo FDA para uso intra-ocular em determinadas condicdes.>® No
Brasil temos a disposicdo uma triancinolona sem conservantes, Ophtaac®,
fabricada pela empresa Ophthalmos com sede no estado de Sdo Paulo.

Alguns estudos tem apoiado o uso da triancinolona no tratamento de
edema macular, embora, o LASER ainda seja considerado o padrao ouro. “The
Diabetic Retinopathy Clinical Research Network” mostrou que ndo houve
diferenca significativa na acuidade visual em pacientes tratados com 1 mg, 4
mg de triancinolona intra-vitrea ou LASER focal/grid para edema macular
diabético apés um ano de tratamento. Dois anos depois do tratamento,
entretanto, a acuidade visual e medidas de espessura macular foram melhores
no grupo tratados com LASER. Além disso, 33% dos pacientes que receberam
4mg de triancinolona intra-vitrea tiveram um aumento da presséao intra-ocular
da linha de base de 10 mmHg, em comparagdo com 16% dos pacientes no

grupo 1mg, e 4% dos pacientes no grupo do LASER.>*>°
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Esterbides intra-vitreos muitas vezes diminuem o edema macular
permitindo a utilizacdo de uma poténcia de LASER mais baixa no
tratamento. Os esterdides tém um efeito mais duradouro do que os agentes
anti-VEGF e tratam também o componente inflamatério em pacientes que
apresentam freqientemente co-morbidades isquémicas. Entretanto, devido as
complicacdes conferidas aos corticdides, é necessario mais pesquisas na

tentativa de evolucdo da sua eficacia e diminuicdo dos efeitos colaterais.

Terapia foto-dindmica (PDT)

Com foco na DMRI umida e seu tratamento seletivo, outrora utilizava-se
a fotocoagulagdo com LASER térmico para destruicdo das membranas
neovasculares subretinianas (MNSR) ou cirurgia, aconteceu o desenvolvimento
e introducdo de nova modalidade terapéutica no final da década de 1990.
Diferentemente do LASER convencional altamente destrutivo e ndo seletivo,
através de um contraste venoso (Verteporfina — Visudyne®, Novartis
Ophthalmics, Suica) e de um LASER especifico era possivel a ablacao
mecanica das membranas de forma seletiva, pois o LASER é absorvido pelo
contraste presente na lesdo patolégica ndo havendo destruicdo de retina
saudavel adjacente. O PDT foi liberado pelo FDA para tratamento de formas
neovasculares da DMRI e neovascularizacdo de coréide secundaria a miopia
patolégica baseado em 2 grandes estudos: o estudo TAP (Treatment of Age-
Related Macular Degeneration with Photodynamic Therapy) e o VIP
(Verteporfin in Photodynamic Therapy Studies).®*®’

A principal vantagem do PDT é a sua seletividade preservando
estruturas neuroretinianas adjacentes ao componente neovascular. O PDT é
realizado em 2 fases, a primeira composta pela injecéo via venosa do contraste
fotosensivel, a segunda apds dez minutos consite em aplicacdo do LASER. Os
parametros originais sédo: dosagem do Visudyne® de 6 mg/cm2 de area de
superficie corporal, LASER de diodo de 689 nm de onda, dose de luz de 50
Jlcm2 com irradiacdo de 600 mW/cm2 em 83 segundos.®” H& autores que
defendem atualmente um PDT de fluéncia reduzida, reduzindo o tempo de

exposicao, a poténcia ou o volume de contraste injetado.®®"?
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Com o transcorrer do tempo, foi observado indica¢des off-label do PDT
para outras patologias tais como: proliferagdo angiomatosa retiniana (RAP),
descolamento do epitélio pigmentado da retina (DEP), vasculopatia coroideana
polipoidal, uveites inflamatérias, neovascularizagdo de cordide idiopatica,
estrias angioides, corioretinopatia serosa central, telangiectasias parafoveais,
hemangioma de cordide, doenca de von Hippel-Lindau, melanomas,

carcinomas, tumores vasoproliferativos e até as retinopatias diabéticas.”®%°

Terapia anti-angiogénica

Desde 1948 foi lancada na oftalmologia a busca pela cura da
neovascularizacdo ocular patolégica ap0s 0 conceito proposto por Isaac
Michaelson sobre a existéncia de um fator “X”, responsavel pelas alteracoes
irianas e retinianas no olho diabético. Em 1983 foi realizada a identificacéo
deste fator “X”, sendo seis anos mais tarde isolado, purificado e denominado
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor). Na DMRI a descricdo do
envolvimento de fatores de crescimento para neovasos retinianos e
coroideanos serviu de estimulo & pesquisa e utilizacdo de novas drogas.?”*°

O VEGF é um potente indutor da inflamacédo e permeabilidade vascular
sendo 50.000 vezes mais potente que a histamina a titulo de comparacdo. O
aumento da permeabilidade e o conseqliente extravasamento vascular € a
principal causa da baixa visual nas neovascularizacdes oculares patoldgicas.®”
100

A familia do VEGF inclui o Placenta Growth Factor (PIGF) e os VEGF-A,
B, C, D e E. O VEGF-A, classicamente conhecido como VEGF, € o mais
estudado. O VEGF-A é uma proteina glicosilada dimérica de 36 a 46 kD, fica
localizado no cromossomo 6 apresentando algumas isoformas, sendo as mais
importantes: VEGF-A 121, 165 e 189, que, por sua vez agem sobre 0s
receptores VEGFR-1 e R2.1001%3

O VEGF é o ator principal na neovascularizacdo ocular. A cascata
angiogénica pode ser quebrada em pelo menos 3 vias: a primeira via ja
disponivel atualmente seria o bloqueio direto da proteina utilizando drogas ja
aprovadas (Lucentis®, Macugen®, ou Avastin® - de uso off-label); a segunda

via se baseia na inibicdo do RNA mensageiro por técnica de interferéncia de
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RNA ou silenciador de RNA (siRNA); e a terceira via € bloquear os receptores,
principalmente o VEGFR1 e R2, através de uma proteina de fusdo (VEGF-
Trap). As duas ultimas vias citadas estdo sendo testadas e comparadas com as

drogas ja liberadas.

Pegaptanibe sédico (Macugen®)

Em dezembro de 2004, o pegaptanibe sodico (Macugen®, Eyetech,
Nova York, NY, EUA) tornou-se o primeiro anti VEGF a ser aprovado pelo US
Food and Drug Administration (FDA). A droga € um aptamero (do Latim aptus
[encaixar ou ajustar] e do Grego meros [parte ou regido]) de RNA que se liga
seletivamente apenas a isoforma VEGFi65. O pegaptanibe € Unico entre os
agentes anti-VEGF que impede o VEGFi65 € suas isoformas maiores de se
ligar aos receptores de VEGF. Ele nédo liga VEGF12; ou bioativos e fragmentos
proteoliticos do VEGF 165+ .

O estudo, VEGF Inhibition Study in Ocular Neovascularization
(VISION)*"1% foi 0 responsavel por demonstrar a eficacia do Macugen, onde
pacientes com DMRI exudativa receberam uma das trés doses de pegaptanib
intravitreo ou injecdes placebo a cada 6 semanas durante 48 semanas. No
grupo tratado com pegaptanibe, 70% dos pacientes perderam menos de 15
letras em comparacao com 55% dos pacientes do grupo placebo em 12 meses
(P <0,001). Enquanto o tratamento com o0 pegaptanibe parecia seguro, sérias
complicacBes oculares tais como endoftalmite (1,3% dos pacientes), leséo
traumatica do cristalino (0,7% dos doentes) e descolamento de retina (0,6%
dos doentes), foram relatadas. Entretanto, foi demonstrado a seguranca e
eficacia do Macugen sendo o primeiro anti VEGF liberado para o tratamento da
DMRI neovascular no mundo.'*® O Macugen, foi aprovado pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 2006 no Brasil, amplamente
utilizado, apesar do seu alto custo. Contudo, com o advento de drogas anti

VEGFs mais eficazes, praticamente ndo € mais indicado.

Bevacizumabe (Avastin®)

O Bevacizumabe (Genentech, Sdo Francisco-CA, EUA; distribuido no

Brasil pela Roche) foi o primeiro anti-VEGF liberado pelo FDA'! — fevereiro de
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2004. Inicialmente foi aprovado para o tratamento de céncer colorretal
metastatico no uso combinado com a quimioterapia. No presente, o
Bevacizumabe é amplamente utilizado em diversos paises como medicacao de
uso off-label para tratar doencas oculares incluindo a DMRI exsudativa, RD,
oclusbes vasculares, miopia patoldgica, doencas da cOrnea, glaucoma
neovascular, entre outras. Michels et al foram os primeiros a reportarem 0s
achados em pacientes tratados sistemicamente com o Bevacizumabe (SANA
trial)."*?> A eficacia e seguranca de injecdes intra-vitreas repetidas ja foi
explorada experimentalmente e clinicamente, no entanto, efeitos adversos apés
0 uso intra-ocular do Bevacizumabe s&o raros, mas existem, 10 112 113

O Bevacizumabe é um anticorpo monoclonal humanizado recombinante,
produzido por tecnologia de DNA recombinante em um sistema de expressao
de célula de mamifero, mais precisamente, ovario de hamster chinés, em meio
nutriente contendo antibiético gentamiciana.*** O composto se liga e neutraliza
seletivamente a atividade biol6gica do VEGF humano. O Bevacizumabe, que é
um anticorpo inteiro, tem dois dominios de ligacdo de antigeno, enquanto o
Ranibizumabe (Lucentis®), que é uma fracdo de anticorpo, apenas um (Figura
01). O Bevacizumabe € constituido por 214 aminoacidos e tem um peso
molecular de aproximadamente 149.000 Daltons. Isso reflete ao Bevacizumabe
uma maior meia vida sistémica (17 a 21 dias no vitreo) e uma menor
penetracdo na retina por apresentar uma molécula maior em comparacado ao
Ranibizumabe.'*>*%

Recentes estudos tém explorado a farmacocinética do Bevacizumabe no
olho humano. O trabalho publicado por Sawada et al. apresentou reducao de
dez vezes na concentracdo do VEGF intra-ocular nos 18 olhos com retinopatia
diabética proliferativa que receberam 1,25mg de Bevacizumabe intra-vitrea.*??
Outra série de 30 olhos com edema macular secundario a DMRI, RD ou
oclusdo venosa da retina, concluiu que a meia-vida do Bevacizumabe foi de
9,82 dias."

Até o momento, evidéncias sobre a eficacia do Bevacizumabe s&o
baseadas em dados empiricos e ndo controlados. Estudos ndo controlados
sugerem a eficacia do Bevacizumabe na DMRI exsudativa e em outras
neovascularizagdes oculares. Enquanto alguns pacientes experimentaram

ligeira elevagéo da presséao arterial ou nenhum efeito adverso grave ocular e/ou
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sistémico, novas publica¢des afirmam maiores taxas de infarto do miocérdio e
morte naqueles que usaram o0 Bevacizumabe em comparagcdo ao
Ranibizumabe 1 113 123,124

O “National Eye Institute”, importante érgéo de pesquisa oftalmoldgica
sediado nos EUA, promove o estudo CATT (Comparison of AMD Treatments
Trial), um estudo randomizado, duplo-cego, ja em fase Ill, desenhado para
comparar diretamente o Bevacizumabe e Ranibizumabe e avaliar a seguranca
e eficacia do Avastin®, utilizando tanto dosagens fixas a cada 4 semanas ou
variaveis divididos em 4 grupos, sendo 2 grupos de cada droga. Os resultados

do CATT vao responder vérias dividas sobre ambas as medicacdes. %

Ranibizumabe (Lucentis®)

O Ranibizumabe (Lucentis®, Genentech, Sao Francisco-CA, EUA) foi
aprovado pelo FDA em 30 de junho de 2006 para o tratamento da DMRI
neovascular. Foi desenvolvido a partir do Bevacizumabe para uso ocular intra-
vitreo, peso molecular 3 vezes menor que a molécula mae para melhor
penetracdo retiniana e com alta afinidade de ligagdo ao VEGF-A.
Ranibizumabe € um fragmento Fab, composto quimérico, de anticorpo
monoclonal recombinante humano e de camundongo. A sequéncia humana o
torna menos antigénico em primatas. O Ranibizumabe inibe todas as isoformas
do VEGF-A e bloqueia sua ligacdo a seus receptores. " 127129,

O Ranibizumabe € uma versao humanizada do fragmento Fab do mesmo
anticorpo monoclonal do camundongo do Bevacizumabe. Entretanto sua
afinidade e poder de ligacdo para com o VEGF-A foi amadurecida e amplificada
em aproximadamente 10 vezes quando comparado ao Bevacizumabe. E
produzido em um sistema de expressao de Escherichia coli sem a glicolisacéo
da proteina. Ranibizumabe foi a primeira terapia para DMRI neovascular a
estacionar o processo ativo da membrana neovascular e melhorar
significativamente a acuidade visual em todos os subtipos de les&o.** 130132

Trabalho anterior, as pesquisas com o Ranibizumabe, com injecao intra-
vitrea de Trastuzumabe (Herceptin®, Genentech, Sado Francisco-CA, EUA) de
1999, demonstrou diferengcas de penetracao retiniana do anticorpo de corpo

inteiro e sua forma Fab. Apenas o fragmento (forma Fab) do Trastuzumabe
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conseguiu total penetracdo na retina.’*® Por conta das camadas plexiformes
interna e externa acredita-se haver uma barreira natural que impede a
passagem de moléculas de aproximadamente 76,5 kD e maiores até a regiao
coroideana.***

Dada a localizacdo subretiniana na DMRI Umida, e intraretiniana em
outras patologias tais como na diabete e trombose vasculares, um composto
que alcance total penetracdo da retina parece oferecer melhores respostas.'®

Em macacos, a administracdo intra-vitrea do Ranibizumabe apresentou
uma rapida distribuicdo em toda a retina, meia-vida no vitreo de trés dias e
minima exposicdo sistémica.’® Niveis sisttmicos muito baixos de
Ranibizumabe circulante foram encontrados em humanos apoés a injecao intra-

® Em outro estudo com cobaias com membrana neovascular

vitrea.™
subretiniana induzida por LASER houve diminuicdo da neovascularizacdo da
retina e da permeabilidade vascular com a administracdo intra-vitrea de
Ranibizumabe.**

Varios estudos tém comprovado a eficacia do Ranibizumabe no
tratamento da DMRI neovascular. Entre eles, podemos citar o MARINA e o
ANCHOR, ambos estudos sdo ensaios clinicos controlados, randomizados, e
duplo-cegos.****32 Os pacientes foram tratados com doses de 0,3 ou 0,5mg de
Ranibizumabe intra-vitrea ou injecdes placebo no estudo MARINA, enquanto
no ANCHOR foi testado Ranibizumabe intra-vitreo e PDT com verteporfina
placebo contra a injecdo ficticia de Lucentis® e PDT com verteporfina no outro
grupo.

Apds um ano de tratamento em ambos 0s estudos, 95-96% dos doentes
tratados com 0,5mg Ranibizumabe experimentaram melhora ou estabilizacéo
da visdo, em comparacdo com 62% dos doentes tratados com injecdes placebo
(P <0,001) e 64% dos pacientes tratados com PDT utilizando verteporfina (P
<0,001). Esta disparidade de resultados manteve-se estavel apds 24 meses.
Por fim, ndo foram observados efeitos oculares ou sistémicos graves, 0 que se
leva a crer na seguranca da droga em questéo. 39132

Além da indicacdo do uso na DMRI exsudativa 0 Ranibizumabe esta
sendo avaliado para uso em RD (estudo RESTORE) e ja foi liberado pelo FDA
como adjuvante no tratamento das oclusdes vasculares de ramo de veia central

de retina (estudo BRAVO).
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No estudo BRAVO, foram avaliados pacientes com edema macular
secundario a oclusdo de ramo de veia central da retina (ORVCR) em trés
grupos distintos; Ranibizumabe intra-vitreo de 0,3mg e 0,5mg, além de
placebo. Com relagdo a acuidade visual houve uma melhora média de 16,6
letras no grupo de 0,3mg, 18,3 para o de 0,5mg de Lucentis® e de apenas 7,3
letras no grupo placebo apdés 6 meses de tratamento. A porcentagem de
pacientes que ganharam 15 letras ou mais foi de 55.2% (0,3 mg), 61.1% (0,5
mg) e 28.8% no grupo placebo (P < 0,0001 para cada grupo do Ranibizumabe
versus grupo placebo). A reducao percentual média da espessura foveal em
excesso, medida através da tomografia de coeréncia Optica (OCT) em seis
meses foi de 97,0%, 97,6% e 27,9% nos grupos de 0,3mg, 0,5mg e placebo
respectivamente. Maior quantidade de pacientes do grupo placebo (54,5%)
necessitaram receber o tratamento com LASER complementar em comparacéo
com os grupos de Ranibizumabe de 0,3mg (18,7%) e 0,5mg (19,8%). A
seguranca foi consistente com estudos anteriores, ndo havendo relatos de
incidentes. Concluiu-se entdo que o Lucentis® foi efetivo e seguro no
tratamento dos casos de ORVCR com edema macular.™®’

O estudo RESTORE, recentemente publicado, teve por obijetivo
demonstrar a superioridade do tratamento de pacientes diabéticos portadores
de edema macular através da monoterapia com Ranibizumabe 0,5mg intra-
vitreo ou em combinacdo com LASER convencional comparando com o
tratamento exclusivo com LASER - considerado ainda tratamento padréo ouro.
O trabalho é baseado na variacdo média da acuidade visual com correcdo ao
longo de 12 meses. Foram incluidos 345 pacientes diabéticos tipo | e Il com
baixa visual secundaria a edema macular. Os pacientes foram randomizados
em 3 grupos: grupo 1 (Ranibizumabe mais LASER placebo), grupo Il
(Ranibizumabe mais LASER) e grupo lll (injecdo intra-vitrea placebo mais
LASER). Foi demonstrado como resultado final que a monoterapia com
Ranibizumabe ou em combinacdo com laser proporcionou ganho de acuidade
visual superior estatisticamente significante quando comparado ao grupo

tratado com LASER apenas.'®
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1.5 Abordagem Terapéutica Futura

VEGF-trap

VEGF-trap (Regeneron, Tarrytown-NY, EUA) é uma proteina soluvel, de
fusdo resultante da combinacdo de elementos ligantes dos dominios
extracelulares dos receptores R1 e R2 do VEGF e a regido constante Fc da
imunoglobulina G1 (lgG1). A molécula VEGF-trap evoluiu durante seu
desenvolvimento (antes era carregada positivamente e além de sua afinidade
com o VEGF-A se ligava, ndo especificamente com a matriz extracelular)
sendo modificada para aumentar a sua afinidade com o VEGF-A resultando em
propriedades farmacocinéticas mais atraentes em um contexto clinico. O
VEGF-trap apresenta enorme afinidade a todas as isoformas do VEGF-A e
também ao PIGF, o que permite teoricamente utilizar concentragcbes mais
baixas e com duracéo de acdo mais longas podendo levar a um menor nimero
de injecbes. A porcdo Fc da imunoglobulina G1 confere a proteina
propriedades proximas a de um anticorpo reduzindo sua eliminacdo e
aumentanto a meia-vida.*3%4

Poucos estudos sobre o VEGF-trap foram completados até o momento,
a grande maioria estdo acontecendo no presente nos EUA, e necessita-se
obter respostas sobre a sua real seguranca e tolerabilidade no uso intra-ocular,

além de o comparar com drogas ja aprovadas.

Radiacéao

O tratamento da neovascularizagcdo ocular, principalmente na DMRI,
utilizando radiacdo ionizante sédo sugeridos ha quase 20 anos como provavel
alternativa aos tratamentos atuais para as doencas neovasculares da retina.**
195 A radiacdo ionizante age causando quebras da fita dupla do DNA,
dificultando assim a replicacdo de células endoteliais vasculares dentro do
complexo neovascular da coréide. Apés a aplicacdo de uma baixa dose de
radiacdo, células endoteliais vasculares demonstram alteragdes morfologicas e
genéticas, inibicdo da replicacdo, aumento da permeabilidade celular, e
apoptose. 1%t

Grande parte da literatura publicada com uso de radiag&do ionizante no

tratamento da DMRI exudativa as descreve aplicando a radiagdo do exterior
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para o interior do olho. Provamelmente as doses utilizadas sdo mais altas do
que a necessaria para o tratamento das lesdes intra-oculares.’***** Avila et al.
propuseram o uso de um dispositivo intra-ocular de aplicacdo de estroncio-90
para permitir a entrega focal de radiagcdo beta diretamente na lesdo
neovascular da coro6ide, minimizando a quantidade de radiacdo recebida por
estruturas vizinhas e na retina saudavel, através de vitrectomia via pars plana
prévia.143‘ 144

Tem sido postulado que a terapia combinada de radiacdo ionizante
associada com agentes antiangiogénicos pode promover outro potencial para
tratar a doenga neovascular ocular. Recentes descobertas no cancer apoiam
esta teoria. Parece haver sinergia positiva no uso em conjunto das duas
modalidades.'** **> *® No entanto, mais estudos devem ser realizados em um
maior numero de pacientes a fim de determinar o uso da radiagdo de forma

segura e eficaz.

Sirolimus

Sirolimus, também conhecido como Rapamicina, € um macrolideo que
tem sido amplamente utilizado sistematicamente como um agente
imunossupressor e para a prevencao de estenoses em stents coronarios apos
a angioplastia. Sua estrutura € similar a outros imunossupressores como a
Ciclosporina e FK-506 ou Tracolimus. O Sirolimus, apresenta propriedades
fisicas que fazem dele um candidato promissor para futura droga de uso ocular,
pois possui uma molécula pequena e altamente lipofilica.*>" %!

O alvo da rapamicina em mamiferos, ou mMTOR € uma proteina quinase
gue regula o crescimento celular e metabolismo em resposta a mudancgas no
ambiente, tais como a disponibilidade de nutrientes ou a presenca de fatores
de crescimento. Sirolimus foi originalmente identificado por causa de suas
propriedades anti-fungicas, mas logo foi identificado suas propriedades
imunossupressoras e anti-neoplasicas através de sua ligacdo e inibicdo da
mTOR.lGZ‘ 163

O Sirolimus apresentou ampla atividade em testes in vitro e in vivo,
reduzindo a expressdo de varios genes relacionados a inflamacdo. Inibe a

migrac&o induzida pelo fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF). E
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anti-fibrético, diminuindo a proliferacdo dos fibroblastos induzida por PDGF e
pelo fator de crescimento de fibroblasto basico em culturas de capsula de
Tenon humana. E anti-proliferativo, bloqueando fatores de crescimento, hipdxia
responsivos como o fator de crescimento fibroblastico. E, finalmente, tem poder
anti-angiogénico, reduzindo o VEGF (principalmente VEGF-A) e outros
fatores,'0#10®

Foi aprovado pelo FDA em 1999 para a prevencdo da rejeicdo do
transplante e em 2003 para uso em stents coronarios. Tem sido amplamente
utilizada em cardiologia para evitar a reestenose, e ha semelhancas entre os
processos de aterosclerose coronariana e neovascularizacdo de coroide.
Ambos envolvem proliferacdo endotelial e fibrose em resposta as citocinas.®’

Os efeitos colaterais da sua administracdo sistémica incluem aumento
dos lipidios, diminuicdo da hemoglobina, artralgia, edema periférico, queixas
gastrointestinais, transtornos da pele, disturbios eletroliticos, infeccdes e até
pneumonia intersticial potencialmente fatal. % 8

Em estudos pré-clinicos, o Sirolimus demonstrou ser eficaz em modelo
animal de neovascularizacdo de coréide. A combinacdo de atividades
(imunossupressoras, antiangiogénicas e antiproliferativa) o torna uma droga
promissora para uso como agente terapéutico no tratamento de doencas
neovasculares do olho.**®

Infliximabe, Daclizumabe e o Sirolimus estdo sendo investigados,
atualmente em fase 1 de ensaios clinicos, como um potencial agente
terapéutico para o tratamento de neovascularizacdo de coréide e edema
macular diabético. A atual fase do estudo de Sirolimus para aplicacfes
oftalmicas objetiva-se em demonstrar a capacidade de eficacia e seguranca da
administracdo da droga para os tecidos oculares. Estdo sendo testadas as vias:

intra-vitrea e subconjuntival.*”

Small Interfering RNA (siRNA) Silenciador de RNA (siRNA)

Na célula a proteina é codificada por um RNA especifico, este RNA é
chamado de RNA mensageiro (RNAm). O RNA traduz a proteina e assegura a
expressdo genética carregada. O RNA é uma macromolécula e definida por

sua sequéncia de nucleotidios. A interferéncia do RNA é um processo comum
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a todas as células e corresponde a um mecanismo natural de defesa como
acontece nas viroses. A terapia baseada na interferéncia do RNA bloqueia a
producdo de produtos especificos da proteina através da degradacdo seletiva
do RNAm silenciando seus genes. Na DMRI é possivel produzir um siRNA
(silenciador de RNA) para degradar o RNAm que codifica diretamente o VEGF-
A. Esta degradacgéo iria impedir a secregao do VEGF, no entanto, ndo teria
acado sobre 0 VEGF ja em circulacgo.*"* "2

Varios agentes que empregam tecnologia siRNA estdo atualmente em
desenvolvimento. Em estudos pré-clinicos, Bevasiranibe (Opko Inc., Miami-FL,
EUA) reduziu significativamente a producdo de VEGF-A em resposta a hipoxia
in vitro e in vivo através do RNAmM do proprio VEGF-A. Outra abordagem que
esta sendo testada é contra o silenciamento do RNAm do receptor do VEGF
(VEGFR1) (AGN211745 ou antigo siRNA-027, Allergan, Irvine-CA, EUA). Tanto
in vitro quanto in vivo o composto demonstrou uma reducdo nos niveis do
VEGFR1.'"

No estudo COBALT (Combining Bevasiranib and Ranibizumab Therapy)
0s pacientes serdo divididos em 3 grupos: aqueles que recebem Bevasiranibe
a cada 8 ou 12 semanas e um grupo controle que recebe Ranibizumabe a cada
4 semanas. Todos os pacientes receberdo Ranibizumabe no inicio do estudo,
na semana 4 e 8, antes de iniciar seu proprio regime de tratamento na semana
12. Além disso, os individuos incluidos nos grupos do Bevasiranibe irdo
receber duas doses de siRNA na semana 2 e 6.*%°

Foi verificado também, seguranca e boa tolerabilidade em dados
preliminares de ensaio clinico com AGN211745 na dosagem entre 100 a
1600ug em 26 pacientes com DMRI. Estudo randomizado, duplo-cego, fase II,
teve inicio para compar a administracio mensal de AGN211745 e

Ranibizumabe em doses mensais.'%®

Anélogos da somatostatina

Apesar do rapido desenvolvimento das modalidades terapéuticas
farmacoldgicas e cirurgicas, o tratamento das doencas da retina comumente
resultam numa pobre acuidade visual. O mecanismo patolégico primario que

corrobora com a baixa visdo € a morte celular. A perda celular da retina é
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induzida por uma variedade de estimulos, incluindo isquemia, inflamacéo e
estresse oxidativo. E necessario o desenvolvimento de drogas, ndo apenas
para tratar a doenca ja instalada, mas sim com o objetivo de prevenir o seu
desenvolvimento.*"

Novas estratégias neuroprotetoras vém sendo avaliadas para a
prevencgdo da morte das células retinianas, mas existe ainda a necessidade de
agentes farmacoldgicos eficazes e auséncia de efeitos adversos. Estes novos
farmacos poderiam ser empregados isoladamente ou em associacbes
terapéuticas no tratamento de doencas especificas. O neuropeptideo
somatostatina, em especial o seu receptor analogo sst2 seletivo, mostra
capacidade de inibir a neovascularizagéo induzida por isquemia em modelos de
isquemia da retina protegendo o tecido contra a morte celular.*™

A somatostatina e seus analogos sintéticos, o principal deles é a
Octreotida (Sandostatin®), apresentam propriedades antiangiogénicas,
protegem a retina contra isquemia e inibem a proliferacdo das células
endoteliais e células do epitélio pigmentado da retina (EPR). A isquemia
influencia o crescimento vascular, a fisiologia e a viabilidade das células do
EPR e retinianas.' %

Somatostatina  (somatotropin-release  inhibitory  factor) € um
tetradecapeptidio que foi isolado de extratos do hipotalamo e regula a secrecéo
do hormdnio do crescimento (GH). Esse neuropeptidio também é produzido em
outros orgaos tais como: hipdfise, intestino, glandulas exdcrinas e endocrinas e
na retina. A somatostatina pode estar presente em diversas células e tem a
capacidade de afetar a secre¢cdo hormonal, neurotransmissao, proliferacédo
celular, estabilizacdo de membranas e a inflamacdo. O analogo sintético,
Octreotida, € um potente e especifico agonista do receptor tipo 2 (sst2) sendo
45 vezes mais forte, em termos de inibicdo de secrecdo de crescimento que a
somatostatina natural "> 18318

A acao classica da somatostatina € inibir o GH. O GH é principalmente
produzido na glandula pituitaria anterior resultando em sintese de IGF-1 (Insulin
Growth Factor — 1). O IGF-1 estimula a secrecdo de somatostatina e inibe a
secrecdo de GH. A somatostatina se faz presente no vitreo e nos pacientes

diabéticos, como ja foi reportado, o seu nivel é reduzido. 184 18
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No seu uso original, via subcutéanea, o Sandostatin® por conta de sua
acao inibitéria do GH, glucagon e na liberacdo da insulina, afeta a regulacédo da
glicose. A Octreotida leva a uma reducdo da glicemia em pacientes insulino
depedentes, que vao requerer menos doses para o controle. A reducao do uso
da insulina pode chegar a 25 — 50%. Originalmente desenvolvida para tratar
pacientes com acromegalia, a sua aplicagdo na oftalmologia e em outras
doencas enddcrinas parece bastante promissora. Porém, efeitos adversos
existem e 0s mais comuns vao desde rea¢des no local da aplicacao até diarréia
e dores abdominais, hipotiroidismo e célculos biliares sdo mais raros.*®’

A somatostatina, GH e IGF-1 possuem papel importante na
manifestacdo e progressdo da retinopatia diabética e outras
neovascularizacdes relacionadas a isquemia. A hipoxia da retina acarreta o
aumento intraocular da sintese de IGF-1 e VEGF. Quanto mais proliferativa for
a retinopatia maiores sdo os niveis desses fatores de crescimento, entretanto,
em pacientes submetidos a vitrectomia e fotocoagulacdo a LASER os niveis de
VEGF séao reduzidos e os do IGF-1 néo, indicando que o envolvimento do eixo
somatostatina, GH e IGF-1 é bastante relevante, pricipalmente em casos

avancados e onde tratamentos prévios com LASER falharam. 88 18

1.6  Justificativa da Investigacao

Considerando, portanto, que a neovascularizacdo retiniana é causa
importante de baixa visual severa em doencas de grande prevaléncia e impacto
social nos idosos por DMRI, diabéticos por RD, hipertensos por oclusées
vasculares, em prematuros por ROP, e um dos grandes problemas de saude
publica emergentes na atualidade, impbe-se a busca de tratamentos
alternativos que sejam compativeis com a manutencéo de boa acuidade visual
e de baixo custo para nossa populacgéo.

Analisando o fato da presenca dos fatores angiogénicos (VEGF, GH e
IGF-1) na cordide, retina e vitreo, e 0 uso na atualidade de apenas anti-
angiogénicos que blogueiam somente o VEGF, estudos clinicos e
experimentais sugerem o envolvimento do GH e IGF-1 nos processos de

neovascularizacéo da retina, secundarios a RD, ROP e DMRI. %
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O octreotida (Sandostatin®, Novartis Pharma Stein AG, Stein, Suica),
provavelmente, pode ser util no tratamento de neovascularizacéo retiniana por
DMRI, RD e ROP, tanto como droga Unica bloqueando o GH e IGF-1, como

associado a outras drogas que bloqueiam o VEGF.

1.7  Octreotida (Sandostatin®)

O octreotida € um derivado octapeptideo sintético da somatostatina
administrado por via subcutanea. A droga contém os aminoacidos essenciais
para a ligacdo ao receptor celular da somatostatina. *** A reducdo do tamanho
e a estabilizacdo do peptideo contra o ataque enzimatico resultaram em uma
estrutura biologicamente mais estavel, com atividade intrinsecamente
semelhante a da somatostatina. Em comparacéo a meia-vida de 2 a 3 minutos
da somatostatina, 0 octreotida tem uma meia-vida plasmatica de
aproximadamente 1,5 h em humanos e a descontinuacdo ndo resulta em
hipersecrecdo de rebote.’® % Além disso, a droga inibe seletivamente a
secrecdo de GH, o que se pode constatar pela maior inibicdo da secrecéo
desse hormdnio em comparacéo a secrecao de insulina ou glucagon.*®®

No tratamento da acromegalia, 0 acetato de octreotida demonstrou
reduzir com rapidez e eficacia a hipersecrecdo de GH e as concentracdes de

IGF-1 circulante. 194196

1.8 A Retina Humana

O conhecimento das formas, das relacdes entre tecidos e da micro-
estrutura dos olhos facilita o entendimento das complexas funcdes oculares e
abre caminho para compreender os mecanismos das doencas, a forma de
acdo de medicamentos e os métodos cirrgicos.’

O olho humano, com diametro médio de 23,5mm no adulto, pode ser
descrito em trés camadas. A camada externa composta pela cornea e esclera.
A média ou Uvea composta pela iris e corpo ciliar que produz humor aquoso e
da suporte ao cristalino; e a camada interna composta pela retina e coroide
(Figura 01). ¥’
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Figura 01: Desenho esquematico do olho humano. Disponivel em:
<http://mww.saberebomdemais.com> Acesso em: 10/04/2011.
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A retina, fina e delicada camada de tecido nervoso, € 0 estrato
neurossensorial do olho, com uma area de superficie de cerca de 270mm?.
Tem uma espessura de 0,56mm préximo ao nervo Optico reduzindo para
0,18mm na regi&o do equador e 0,1mm na ora serrata.’®® E responsavel pela
transducéo do estimulo visual (luminoso) em elétrico (neuronal). Representa a
tunica intima, localizando-se internamente a cordide e externamente ao corpo
vitreo. Macroscopicamente, ela divide-se em retina periférica (Figura 02) e

retina central ou polo posterior.

-~ Artérias ciliares -
curtas

Ora serrata H Ora serrata
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| R i=----5  Nervos ciliares
Ampola vorticosa--- - - - ZESF- S ST S uR - S L~ curtos

E— Nervos ciliares
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Figura 02: Desenho esquematico da retina humana. Reproduzido de KANSKI, Jack J.
Oftalmologia Clinica, uma abordagem sistematica 5° edicao 2004. **°
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Microscopicamente, a retina possuiu suas células distribuidas em dez
camadas®® (Figura 03). Da regido mais externa (préxima a cordide) para a
mais interna (préxima ao corpo vitreo), sao elas:

Figura 03: Corte histolégico da retina de olho humano. 1=EPR (Epitélio Pigmentado da
Retina); 2 e 3=FR (Camada de Fotorreceptores Segmento Interno e Externo respectivamente);
4=MLE (Membrana Limitante Externa); 5=CNE (Camada Nuclear Externa); 6=CPE (Camada
Plexiforme Externa); 7=CNI (Camada Nuclear Interna); 8=CPI (Camada Plexiforme Interna);
9=CCG (Camada de Células Ganglionares); 10=CFN (Camada de Fibras Nervosas); 11=MLI
(Membrana Limitante Interna). Reproduzido e adaptado de Spalton et al. Atlas de Oftalmologia
Clinica 3% edicéo 2005.*

1. Epitélio Pigmentado da Retina (EPR) — camada monocelular, com formato
cuboidal, formada por células pigmentadas que apresentam intimo contato
com o segmento externo dos fotorreceptores. Estende-se do nervo éptico a
ora serrata e continua anteriormente como camada pigmentada do epitélio
ciliar. Tem como funcdo o transporte de nutrientes e metabdlitos, a
absorcdo da luz refletida pelos granulos, a elaboracdo da matriz
extracelular, a renovacao dos fotorreceptores e o transporte e esterificacao
da vitamina A.**’

2. Camada de Fotorreceptores (FR) — E dividida em duas por¢des: segmento
interno e segmento externo.’®” Os segmentos externos dos fotorreceptores
séo responsaveis pela captacdo dos estimulos luminosos e sua transducao
elétrica. Os FR séo considerados o primeiro neurdnio das vias opticas e

dividem-se em dois tipos: cones e bastonetes.
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Membrana Limitante Externa (MLE): Delgada membrana constituida por
zbnulas de adesdo entre as células de Miller e entre elas e os
fotorreceptores.’®” Sua provavel funcéo é regular o meio extracelular dos
FR, assim como manter o alinhamento preciso dos cones e bastonetes.'®
As células de Miller sdo as maiores células da retina e junto com as outras
células gliais, constituem as células do tecido conectivo da retina.*®’
Camada Nuclear Externa (CNE): Contém os segmentos internos dos FR, os
nucleos. Sua espessura varia de quatro camadas de nucleos em toda a
periferia a dez camadas de nucleos na fovea.™’

Camada Plexifome Externa (CPE): Regido de sinapses entre 0s neurdnios
de primeira e segunda ordem da retina (FR, células amacrinas, horizontais
e bipolares). As células bipolares sdo os neurdnios de segunda ordem e
seguem uma orientacao radial na retina; as horizontais formam uma rede de
fibras que integram a atividade dos FR horizontalmente e sua concentracao
decresce da févea para a periferia.'®’

Camada Nuclear Interna (CNI): Composta de 8 a 12 fileiras de nucleos,
dispostos em 4 camadas distinguiveis: a camada externa, com 0s nucleos
das células horizontais, a camada intermediaria externa, com 0s nucleos
das células bipolares; intermediaria interna, com os nucleos das células de
Muller; e a camada interna, com 0s nucleos das células amacrinas e

interplexiformes.*%®

Formada pelos nudcleos das células horizontais,
amacrinas, bipolares e de Mdller.

Camada Plexiforme Interna (CPI): Marca a juncdo das células bipolares
com as células ganglionares. Camada de sinapses entre as células da CNI
e as células ganglionares da retina. Além das conexdes sinapticas, contém
processos das células de Miller e uma abundante microvasculatura. E a
mais espessa e possui maior variedade de sinapses que a camada
plexiforme externa.®’

Camada de Células Ganglionares (CCG): Formada pelos nucleos das
células ganglionares da retina, considerada o segundo neurdnio das vias
Opticas. As células ganglionares formam uma Unica camada na periferia,
uma dupla camada na regido temporal ao disco Optico e 6 a 8 camadas na

borda da févea. Cerca de 1,2 milhdes de células ganglionares estéao
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presentes na retina. Cada célula apresenta um Unico axénio. Os axbnios

das células ganglionares convergem e saem do olho pelo nervo 6ptico.*’

9. Camada de Fibras Nervosas (CFN): Composta pelo prolongamento central
dos axdnios das células ganglionares, células gliais e um rico leito capilar
de fibras eferentes. Os axdnios convergem centripetamente para formar o
nervo optico.

10.Membrana Limitante Interna (MLI): Composta por fibras colagenas,
proteoglicanos, membrana basal e membrana plasmatica das células de
Mdiller.*’

A févea é uma area de 1,5mm de didmetro, cujo centro esta localizado a
4,0mm temporal e a 0,8mm inferior ao centro do disco Optico. Na fovéola,
centro da fovea, onde existe cerca de 100.000 cones, a retina esta reduzida
somente ao elemento receptor. Desaparecem, nessa regido: a nuclear interna,
plexiforme interna, células ganglionares e a camada de fibras nervosas.*®’

A vascularizacdo da retina é assegurada pela Artéria Central da Retina
(ACR) e seus ramos e, acessoriamente (em 15% a 20% da populacéo), pela
artéria cilio-retiniana oriunda do Circulo de Zinn. Os ramos principais da ACR e
Veia Central da Retina (VCR) situam-se na camada de fibras nervosas.
Dirigem-se para periferia formando arteriolas e vénulas e, finalmente, densa
rede de capilares que se estratifica sem formar um padréo especifico, até o
nivel da nuclear interna, nunca ultrapassando a plexiforme externa. Isso mostra
gue os fotorreceptores nao sao nutridos pela ACR, mas sim pelos capilares da

coriocapilar.*’

1.9 A Retinado Coelho

Ao se examinar o fundo do olho do coelho, a caracteristica mais
marcante é a presenca de um disco Optico grande, oval, em forma de concha,
com duas grandes faixas brancas opacas partindo do nervo referentes as fibras

nervosas ou asa medular (Figura 04).2%
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Figura 04: A*®> Desenho esquematico de fundo do olho pigmentado de coelho; 1- Disco 6ptico
de formato oval, 2- Fibras nervosas (asa medular), 3- Linha pigmentada (méacula?). B**
Retinografia de retina normal de coelho (asteristico - cabeca do nervo 6ptico; seta - asa
medular).

A coloracdo da retina é de um tom amarelo-alaranjado, mais palida do
gue a retina humana ocupando area semelhante, acabando na ora serrata. A
retina dos coelhos € menos vascularizada, com presenca de extensas regifes
avasculares e com auséncia de macula e por conseguinte auséncia também de
fovea. Entretanto, had pontos responsaveis por uma melhor qualidade de
visdo.%%

Esta area com melhor sensibilidade visual provavelmente corresponde a
uma regido localizada a 3mm abaixo da papila. A mesma se extende
horizontalmente abaixo da asa medular e possui aproximadamente de 3 a 4mm
de largura. Nao é visivel facilmente ao exame, no entanto, histologicamente se

mostra diferente do resto da retina.?%
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A estrutura histologica da retina é essencialmente a mesma do olho
humano. A espessura € bastante uniforme, um pouco mais grossa proximal ao
nervo e mais afinada ao chegar na periferia préximo a ora serrata.’®

Com relacéo a parte mais anterior do olho do coelho, pode-se afirmar
gue tanto a cornea quanto o cristalino sdo maiores do que o humano quando
comparados em proporcdo as outras estruturas oculares (Figura 05).2%2 A
cérnea é mais afinada e maior em didmetro e ndo possui a membrana de

202, 204

Bowman , membrana que promove manutencao estrutural e protecdo.?®

Figura 05: A. Desenho esquematico de corte axial vertical do olho do coelho; B. Desenho
esquematico de corte axial vertical do olho do humano. Note o tamanho do cristalino e cérnea
do coelho, maiores em proporcdes ao do olho humano.?*?

1.10 A Toxicidade da Retina

O uso de drogas intra-vitreas € rotineiramente realizado por
especialistas em retina. Toda nova droga deve ser testada primariamente no
gue se refere a sua seguranca e tolerabilidade quanto a toxicidade e outros
efeitos adversos. Antes de serem utilizadas em seres humanos as novas
drogas sdo testadas em estudos de cultura de células e em animais.?%®2%

Os experimentos que utilizam cultura de células da retina, além de testar
a biocompatibilidade da droga, focam no EPR e/ou neuroretina e permitem a

avaliag8o sistematica da toxicidade da droga de forma controlada.*** %
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Os estudos de toxicidade pré-clinica em animais sdo concebidos,
expondo um namero limitado de individuos, utilizando a maior dose possivel de
um composto a fim de determinar o potencial dos efeitos toxicos. Para dados
de seguranca, exames de eletrofisiologia e histologia devem ser realizados.
Somente apds estes dois tipos de estudo, importantes nos estagios iniciais do
desenvolvimento de medicamentos, uma nova medicacado pode ser liberada
para estudos em humanos.?**2*

Deixando um pouco de lado a droga estudada, alguns pesquisadores
tém atribuido diferentes resultados de avaliacdo da toxicidade a fatores ndo
relacionados a medicamentos ou substancias quimicas, como pH,
osmolaridade ou o préprio conservante da formulacdo do medicamento.?>?*8

Os processos degenerativos e as lesbes toxicas por medicamentos
podem levar a uma reacdo Iinflamatéria com consequente edema e
espessamento e, em um estagio final, a perda celular com atrofia retiniana. **°
A avaliacdo, portanto, da espessura das camadas celulares da retina pode
fornecer dados valiosos relacionados as estas injarias.

Na preparacdo de pecas para andlise histologica, no entanto, artefatos
podem surgir e devem ser rigorosamente identificados, para que ndo 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:

A vacuolizacdo leve a moderada por edema celular post-mortem, desde
gue nao haja comprometimento significativo da espessura da camada. Discreta
separacdo do segmento externo nos fotorreceptores também € atribuida a
preparacdo da peca. Na camada de células ganglionares, é definida como
vacuolizacdo leve a moderada aquela em que € possivel identificar trés células
ganglionares ou mais em um didmetro de 50 micrometros. A visualizacdo de
duas ou menos células em um diametro de 50 micrometros (separagdo dos
nucleos celulares maior que 25 micrometros), foi definida como vacuoliza¢do

grave e associada a perda de células ganglionares %%°.
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A separacgdo da retina neurossensorial do epitélio pigmentado da retina
€ definida como descolamento de retina prévio a enucleagdo ou artefato de
preparagdo na peca, baseado nos seguintes critérios: na presenca de atrofia do
segmento externo dos fotorreceptores e células inflamatérias e/ou pigmentadas
no espaco subretiniano, denomina-se descolamento de retina (Figura 06); na

auséncia, artefato de preparagéo da pecga (Figura 07).

SRF

Figura 06: Descolamento de retina. Nota-se a presenca de células inflamatorias no espaco
subretiniano (cabeca da setaz) e atrofia do segmento externo dos fotorreceptores (seta).
Reproduzida de Smith, 2000. **°

Figura 07: Artefato de preparacdo da peca 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. **°
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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 estd associado com uma diminuicdo do numero de estratos
celulares na CNE e uma atrofia dos segmentos externos e internos dos

fotorreceptores (Figura 08).

Figura 08: Exemplo de lesdo aos fotorreceptores. Na figura A (Retina Normal), percebe-se
uma CNE com varios estratos celulares (seta) com segmento externo dos FR (OS) preservado.
Na figura B (mesmo olho apds degeneracdo 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, 2000.7*°

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 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
morfologico da histologia retiniana, a medida da espessura das camadas
retinianas para serem avaliados possiveis sinais de atrofia ou edema

associados a injecéo intra-vitrea da solucédo salina balanceada e Octreotida.
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OBJETIVOS

2.1

2.2

Objetivo principal

. Analisar a toxicidade retiniana da injecao intra-vitrea de octreotida

(Sandostatin®) em olhos de coelhos nao albinos.

Objetivos secundarios

. Avaliar as alteragcbes histologicas na retina neurossensorial e epitélio

pigmentado da retina de coelhos apds a aplicacdo de 0,1ml de solucdo

salina balanceada na cavidade vitrea de olhos de coelhos ndo albinos.

. Determinar a incidéncia de complicacbes oculares significativas pos-

operatdrias associadas a injecdo intra-vitrea de Octreotida

(Sandostatin®) em olhos de coelhos néo albinos.

. Avaliar histologicamente a toxicidade sobre a retina neurossensorial de

Octreotida (Sandostatin®) em olhos de coelhos n&o albinos trés meses
apos a injecao intra-vitrea de 0,1ml com 0,1mg/ml e 0,5mg/ml da droga

(apresentacao comercial).

. Avaliar histologicamente a toxicidade sobre o epitélio pigmentado da

retina de Octreotida (Sandostatin®) em olhos de coelhos nédo albinos
trés meses apds a injecao intra-vitrea de 0,1ml com 0,2dmg/ml e

0,5mg/ml da droga (apresentacao comercial).
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3 METODOS

3.1 Desenho do Estudo

Foi realizado um estudo experimental, placebo-controlado com quarenta
olhos de vinte coelhos n&o albinos, no qual foram realizadas injegdes intra-
vitreas em trinta olhos de solucdo salina balanceada ou Octreotida
(Sandostatin®).

O estudo foi conduzido no Centro de Referéncia em Oftalmologia
(CEROF) da Universidade Federal de Goias — UFG em parceria com a
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia — UnB entre julho de 2006
e julho de 2008.

3.2 Consideracdes Eticas

O estudo foi realizado apés sua avaliacdo e aprovacao pelo Comité de
Etica em Pesquisa Médica Humana e Animal do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Goias — UFG 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).?!

3.3 Os Animais

Critérios de incluséo

Foram incluidos vinte coelhos n&o albinos com peso entre 1920 e 2810
gramas (valor médio do peso = 2320,5g ) adquiridos de criatério de coelhos
com certificacdo das autoridades sanitarias. Destes, 55% (11 coelhos) eram do

sexo masculino e 45% (09 coelhos) eram do sexo feminino (Tabela 01).
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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
D 2810 Masculino
E 2380 Feminino
01 2420 Masculino
02 1950 Feminino
03 2140 Masculino
04 2370 Feminino
05 2520 Masculino
06 2120 Feminino
07 1980 Feminino
08 2440 Masculino
09 2380 Masculino
10 2160 Feminino
11 1920 Feminino
12 2760 Masculino
13 2430 Feminino
14 2390 Masculino
15 2450 Masculino

Legenda:

A, B, C, D, E - Coelhos ndo submetidos a injecdo intra-vitrea, enucleados/sacrificados no inicio
do estudo

01 ao 15 - Coelhos submetidos a injecéo intra-vitrea e enucleados/sacrificados ap6s 90 dias

Avaliacéo inicial

Foi realizado em todos os coelhos, biomicroscopia através de lampada
de fenda portatil modelo XL-1 (Shin-Nippon Inc., Téquio, Japdo) para avaliacdo
da coérnea, camara anterior e cristalino, além do exame de oftalmoscopia
binocular indireta (OBI) com oftalmoscopio binocular indireto (Welch Allyn Inc.,
Skaneateles Falls-NY, EUA) utilizando lente especifica de 28 dioptrias (Volk
Optical Inc., Mentor-OH EUA) na avaliagdo do segmento vitreo, retina e de
gualquer outra alteracdo da transparéncia dos meios que pudessem inviabilizar

0 adequado acompanhamento do fundo de olho pela OBI.
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Acompanhamento dos animais
Um médico-veterinario foi responséavel pela avaliacdo diaria dos animais
e um funcionério responsavel pela limpeza diaria e alimentacdo. Cada animal

recebeu uma tatuagem na orelha com seu numero de identificagdo (Figura 09).

Figura 09: Identificagdo por meio de tatuagem numeérica na orelha de cada coelho.

Alojamento e gaiolas

Foi criado um alojamento adequado com aproximadamente 50 metros
guadrados, coberto, bem ventilado e protegido por telas. Gaiolas individuais
metalicas, proprias para coelhos, com 40cm de largura, 45cm altura e 60cm de

comprimento foram utilizadas para acomodar cada animal (Figura 10).

Figura 10: Gaiola individual metalica propria para coelhos adultos.
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Alimentacéo

Cada gaiola possuia bebedouro individual com agua 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).

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 solucdo desinfetante e agua corrente. Ainda uma vez
por semana, 0s animais eram retirados da gaiola, um a um, sendo colocados
em uma gaiola sobressalente, individualmente. Naquele momento, cada gaiola

era flambada para garantir a assepsia ideal para a sobrevivéncia do animal.

Quarentena

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

propostos.

Critérios de excluséo

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 que pudesse comprometer seu adequado acompanhamento ou a

possibilidade do animal atingir o final do estudo.
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3.4 ADroga

Formas farmacéuticas e apresentacgdes:

Solucdo para injecdo (subcutanea) ou concentrado de solucdo para
infusdo (infusdo intravenosa). Embalagem com 5 ampolas de 0,05 mg/ml; 0,1
mg/ml ou 0,5 mg/ml.

O medicamento € indicado para uso adulto, fabricado e distribuido pelo
Laboratdrio Novartis Pharma Stein AG, Stein, Suica.

Foram compradas, pelos autores do estudo, 2 embalagens, uma de 0,1
mg/ml e outra de 0,5 mg/ml (Figura 11).

Figura 11: Embalagem de Octreotida (Sandostatin®) utilizada no estudo.

3.5 Grupos de Estudo

Os coelhos foram divididos em quatro grupos, sendo o primeiro grupo,
denominado controle, composto por cinco coelhos (dez olhos), onde né&o foi
realizada injecéo intra-vitrea e ja submetidos a eutanasia no inicio do estudo,
apos o periodo de quarentena.

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 injecéo
de 0,1ml de solucéo salina balanceada (BSS); Grupo 1, no qual foi realizada a
injecdo de 0,1ml da apresentacdo de 0,1mg/ml de Octreotida; e Grupo 2, no
qgual foi realizada a injecdo de 0,1ml da apresentacdo de 0,5mg/ml de
Octreotida.

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
1 e 2 (Tabela 02).
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Os quinze coelhos foram seguidos por um periodo de noventa dias ap6s

a injecao, quando, entdo, tiveram seus bulbos oculares enucleados, seguido de

sua eutanasia.

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

estudo

COELHO

OLHO

GRUPO

01
01
02
02
03
03
04
04
05
05
06
06
07
07
08
08
09
09
10
10
11
11
12
12
13
13
14
14
15
15

MOMOMOMOMOMOMOMOMmMOMOMOMmMOMmMOMmMmOmO

TN TUTPFRP T NEFP TR, TUNENNPERP TUOUEFRPNTERENNNTOEREDNRPR

Legenda:
D = Olho direito
E = Olho esquerdo

P = Grupo Placebo
1 = Grupo 1 (Sandostatin 0,1mg/ml)
2 = Grupo 2 (Sandostatin 0,5mg/ml)
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3.6 Momentos Experimentais

Os dados relativos aos atributos avaliados foram obtidos nos seguintes
momentos:

MO: Realizado anestesia dos cinco animais do grupo controle seguida da
enucleacao dos seus 10 globos oculares apés avaliacdo ocular completa.

M1: 4 horas apds MO. Realizado anestesia dos quinze animais dos grupos
1, 2 e placebo; afericdo da PIO de ambos os olhos e injecdes intra-vitreas de
Octreotida (Sandostatin®) e BSS.

M2: 6 horas apos MO. Feita nova afericdo da PIO nos quinze coelhos dos
grupos 1, 2 e placebo.

M3: 28 horas apos MO. Avaliacdo pos-operatoria.

M4: 52 horas apdés MO. Avaliacdo pos-operatoria e realizacdo de nova
afericdo da PIO nos quinze coelhos dos grupos 1, 2 e placebo.

M5: Avaliacbes oftalmoldégicas do segmento anterior através de
biomicroscopia e oftalmoscopia binocular indireta para avaliacdo vitrea e
retiniana realizada no 7°, 30°, 60°, 90° dias de pds-operatario.

M6: 90 dias apds MO. Realizado anestesia dos quinze animais dos grupos
1, 2 e placebo seguidos da enucleacéo dos 30 olhos e eutanasia.

A medida que os olhos eram enucleados foi iniciado o processo de

preparacao para posterior avaliacdo histopatoldgica.

3.7 Procedimentos

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

oculares.

A biomicroscopia

A biomicroscopia bilateral foi realizada antes e ap0s a injecdo intra-
ocular, no 1°, 2°, 7°, 30°, 60° dias do pds-operatodrio, assim como antes e apos
a enucleacéo, para se averiguar todo o segmento anterior, a transparéncia dos
meios, cristalino, vitreo anterior e quaisquer sinais de processos inflamatorios

e/ou infecciosos.
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A oftalmoscopia binocular indireta

A Oftalmoscopia binocular indireta (OBI) foi realizada antes e apds a
injecdo intra-ocular, no 1°, 2°, 7°, 30°, 60° dias do pds-operatdrio, assim como
antes e ap0s a enucleacdo, 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 enucleacdo fossem falsamente

atribuida ao procedimento.

A tonometria

Os animais do estudo foram submetidos a tonometria de contato de
ambos os olhos atravées do Tonoémetro de Perkins (Clement Clarke Inc.
Columbus-OH,EUA) apos instilagcédo de colirio de cloridato de proximetacaina
0,5% para anestesia topica e fluoresceina sodica 1% numa diluicdo de 1:1. A
tonometria foi realizada em trés momentos distintos: antes da injecdo intra-

vitrea, duas horas apos o procedimento e 48 horas depois da injecao.

A injecao intra-ocular

Os coelhos foram anestesiados por uma injecao 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 cirargico-anestésica ideal quando, apés provocacéo
de estimulo doloroso na pata do animal, ndo foi percebido nenhum tipo de
contracdo muscular ou lacrimejamento, garantindo, assim, total analgesia
trans-operatoria %%,

Foi utilizada uma mistura de colirios de tropicamida 1% e fenilefrina a
10% (1:1) para se atingir dilatacdo pupilar e colirio de cloridato de
proximetacaina 0,5% para anestesia topica. De acordo com os padrdes de
conduta para injecdo intra-vitrea ***, ap6s anti-sepsia local com colirio de iodo-
povidona 5%, aposi¢cdo de campo cirargico estéril com adequada protecéo ciliar
e colocacao do blefarostato, foi realizada, pelo autor principal deste trabalho,
uma Unica 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 BSS ou
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de 0,Iml com 0,1mg/ml ou 0,5mg/ml da droga em estudo — Octreotida

(Sandostatin®). (Figura 12)

Figura 12: Injecdo intra-vitrea a 2mm do limbo depois de adequada anti-sepsia e isolamento

ciliar.

Foram utilizados frascos-ampola de Octreotida contendo 1ml na
concentracdo de 0,1mg/ml e aspirado e injetado 0,1ml para o Grupo 1, e
frascos-ampola contendo 1ml na concentracdo de 0,5mg/ml e aspirado e
injetado 0,1ml para o Grupo 2. No Grupo P, foi injetado 0,1ml de BSS.

ApoOs a injecdo, 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).

A avaliacado oftalmoldgica pos-operatoria

Todos os coelhos foram avaliados nos 1°, 2°, 7°, 30°, 60°, 90° dias p6s-
operatorios por meio de biomicroscopia do segmento anterior e oftalmoscopia
binocular indireta para avaliacdo do possivel surgimento de complica¢gbes pos-
operatérias relacionadas ao procedimento de injecdo intra-vitrea (catarata,
endoftalmite, descolamento de retina e outras opacidades de meios). Foi
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utilizado colirio combinado de Tobramicina 0,3% e Dexametasona 0,1% de 6

em 6 horas por uma semana.

A enucleacao

A inducdo anestésica foi feita com injecéo intra-muscular de ketamina
(25mg/kg) e xylazina (10mg/kg) e, apos pungdo da veia lateral da orelha do
animal, mantida com tiopental sédico (10mg/kg) endovenoso (Figura 13).
Quando necessario, a dose do tiopental foi progressivamente aumentada até
gue fosse atingido o plano anestésico adequado. Foi, novamente, considerada
a profundidade cirGrgico-anestésica ideal quando, apds provocacdo de
estimulo doloroso na pata do animal, ndo foi percebido nenhum tipo de
contracdo muscular ou lacrimejamento, garantindo, assim, total analgesia
trans-operatéria %,

Foi feita, entdo, pelo autor principal deste trabalho, cuidadosa
enucleacdo dos dois bulbos oculares que, imediatamente banhados com
solucdo salina balanceada, foram armazenados em solucdo de fixacéo

paraformaldeido a 4% em tampéao fosfato 0.1M com pH de 7,4.

Figura 13: Puncéo da veia lateral da orelha do coelho.

A eutanasia

Apés a enucleacdo dos dois bulbos oculares, ainda com o animal sob
anestesia geral, o médico veterinario responsavel pelos coelhos, realizou uma
injecdo endovenosa de pentobarbital (250mg/kg) levando ao falecimento do
animal, confirmada pela auséncia de batimentos cardiacos e movimentos

respiratorios.
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3.8 A Andlise Histolégica da Retina

Os olhos enucleados foram deixados na solucao de fixacao por 24 horas
num volume de 10/1, a solucao foi trocada apds este periodo por nova solucao
e mesmo volume permanecendo por mais 48 horas. A seguir, foram
desidratados por imersdo em série crescente de etanol de 50, 70, 90 e 100% e
depois incluidos em parafina.

Os blocos foram levados ao micr6tomo e cortados com 5um de
espessura em sentido sagital orientados pelo nervo éptico até uma distancia de
3 diametros de disco do nervo Optico, sendo, posteriormente corados com
Hematoxilina-Eosina.

Foi realizado, entdo, analise histologica em microscopia Optica no
microscopio Zeiss Axioplan 2 com sistema de captura de imagens AxioPhot?2
através do software analySIS Imager Zeiss.

Os seguintes aspectos histoldégicos foram avaliados:
1- Descricdo morfologica 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

numero de estratos celulares da nuclear externa.

Uma leséo 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).

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

Foram avaliadas cinco laminas de cada olho por pelo menos dois

avaliadores diferentes, especialistas em estudos histolégicos da retina e
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oftalmologistas retin6logos, em momentos diversos e de forma mascarada (o0
avaliador ndo sabia a qual olho nem a qual grupo pertenciam as laminas).

Cada avaliador definiu a descricdo morfolégica da retina e as
espessuras das camadas retinianas de cada olho baseado no grupo de
laminas. O valor médio entre as medidas dos avaliadores foi definido como a
espessura da camada retiniana de cada olho. Este protocolo foi seguido e
repetido nos quarenta olhos do estudo.

3.9 Expressédo dos Resultados e Andlise Estatistica

ApoOs 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 medias aritméticas e respectivos
desvios-padrdao ou por suas medianas e distancias inter-quartilicas e os de
variaveis categaoricas por suas respectivas freqiiéncias absolutas e relativas.

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 frequéncias. 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 néo foi realizada nenhuma injecéo intra-vitrea,
composto por dez olhos, apresentou valor médio do peso de 2396 gramas,
sendo 60% do sexo masculino e 40% do feminino (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
D D 2810 Masculino
D E 2810 Masculino
E D 2380 Feminino
E E 2380 Feminino

Legenda:

D = Olho direito E = Olho 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 2273 gramas, sendo 50% do sexo feminino e 50% do masculino (Tabela 4).

Tabela 4. Distribuicdo dos olhos dos coelhos no grupo placebo com respectivos peso e sexo

COELHO OLHO PESO (gramas) SEXO
3 D 2140 Masculino
5 E 2520 Masculino
7 D 1980 Feminino
7 E 1980 Feminino
10 E 2160 Feminino
11 D 1920 Feminino
12 D 2760 Masculino
13 E 2430 Feminino
14 E 2390 Masculino
15 E 2450 Masculino
Legenda:

D = Olho direito E = Olho esquerdo

O grupo 1, também composto por dez olhos, em que foi realizada
injecdo intra-vitrea de 0,1ml da apresentacdo de 0,1mg/ml de Octreotida,
apresentou valor médio do peso de 2332 gramas, sendo 70% do sexo

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

COELHO OLHO PESO (gramas) SEXO

1 D 2420 Masculino
1 E 2420 Masculino
2 E 1950 Feminino
5 D 2520 Masculino
6 E 2120 Feminino
8 D 2440 Masculino
9 E 2380 Masculino
11 E 1920 Feminino
12 E 2760 Masculino
14 D 2390 Masculino

Legenda:

D = Olho direito E = Olho esquerdo

O grupo 2 em que foi realizada injecdo intra-vitrea de 0,1ml da
apresentacao de 0,5mg/ml de Octreotida, composto por dez olhos, apresentou

valor médio do peso de 2281 gramas, sendo 60% do sexo feminino (Tabela 6).

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

COELHO OLHO PESO (gramas) SEXO
2 D 1950 Feminino
3 E 2140 Masculino
4 D 2370 Feminino
4 E 2370 Feminino
6 D 2120 Feminino
8 E 2440 Masculino
9 D 2380 Masculino
10 D 2160 Feminino
13 D 2430 Feminino
15 D 2450 Masculino
Legenda:
D = Olho direito E = Olho esquerdo

Com relacdo a comparacdo do peso e do sexo dos coelhos entre os
grupos do estudo, a Tabela 7, mostra a média e desvio padrdo do peso e a
distribuicdo do sexo dos coelhos. Os resultados do teste ANOVA e do teste
exato de Fisher indicam, respectivamente, a homogeneidade das médias do

peso (p = 0,806) e do sexo dos coelhos (p = 0,675) entre os grupos estudados.
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Tabela 7. Média e desvio padrao do peso e distribuicdo do sexo dos coelhos, segundo os
grupos do estudo.

Grupos do estudo Peso Sexo
Masculino Feminino
N Média + dp n(%) n (%)
Controle 5 2396.0 £ 332.9 3 (60,0) 2 (40,0)
Placebo 10 2273.0 £ 277.8 5 (50,0) 5 (50,0)
Grupo 1 10 2332.0 £ 260.8 7 (70,0) 3 (30,0)
Grupo 2 10 2281.0 £ 173.7 4 (40,0) 6 (60,0)
Total 35 2309.7 + 247.7 19 (54,3) 16 (45,7)
Valor de p 0,806 0,675
Legenda

dp = Desvio padrao

Quando avaliamos a tonometria dos olhos dos coelhos nota-se aumento
da PIO ap0s duas horas do procedimento e depois sua normalizacao (Grafico
1). A Tabela 8 apresenta as médias da PIO, de acordo com a lateralidade do
olho e 0 momento da mensuracédo. O teste de comparacdes multiplas de Sidak
mostra que a PIO média, apos duas horas, foi significativamente maior que
PIO meédia antes (p < 0.001) e a PIO média apos 48 horas (p <0.001).
Entretanto, a diferenca de médias entre a PIO antes e a PIO apds 48 horas nao
foi estatisticamente significante nem no olho direito (p = 0,06) nem no olho

esquerdo (p = 0,524).

Tabela 8. Estatisticas descritivas (média e desvio padrdo) da PIO, de acordo com a

lateralidade do olho e 0o momento da mensuragéo.

Tempo
Olho Antes Apbs 2 Apé6s 48  Média
horas horas marginal
Direito, média + dp’ 140+0,7 175+09 14,2+0,7 152+1,8

Esquerdo, média £ dp 138+06 175+0,7 139+04 15018

Média marginal, média

+d 139+0,7 175+0,8 14,1+0,6 -
£ dp

Legenda
"dp = desvio padrédo
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Gréfico 1. Média da PIO, de acordo com a lateralidade do olho e o momento da mensuracao.
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A analise dos efeitos causados pela injecdo intra-vitrea foram divididos

em dois grupos: uns relacionados ao procedimento e outros relacionados a

droga.

4.1 Os efeitos do procedimento de injecdo intra-vitrea em olhos de

coelhos nédo albinos.

Nos trinta olhos submetidos a injecao intra-vitrea:

N&o houve caso de falecimento ou doenca sistémica nos coelhos.
N&do houve opacificacdo dos meios sugestiva de turvacdo vitrea
associada a endoftalmite ou quaisquer outras infeccbes ou
inflamacdes.

Ndo houve caso de opacificagcdo importante do cristalino que
impedisse o0 adequado acompanhamento do fundo de olho pela
oftalmoscopia binocular indireta. Em seis olhos, dos trinta em que
foram realizadas injecdes intra-vitreas (20%), houve discreta
opacificacdo localizada do cristalino superior, proximo ao sitio de
injecéo.

N&o houve caso de descolamento de retina ou desprendimento vitreo

em nenhum dos olhos do estudo.
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e Em todos os olhos (100%), houve surgimento de edema de cérnea
subito e transitorio logo apds a realizagdo da injecao intra-vitrea. A
oftalmoscopia binocular indireta ap6s as injecbes, no entanto,
confirmou o fluxo sanguineo normal pela artéria central da retina.

e Quatro olhos (13,33%) apresentaram hemorragia subconjuntival

localizada no sitio da injecao.

4.2 Os efeitos da Octreotida em olhos de coelhos nado albinos: anélise

histolégica.
4.2.1 Grupo controle

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

0s seguintes aspectos nos olhos: (Figura 14)

Figura 14: Grupo Controle - olho direito do coelho C. Microfotografia da Iamina 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 definicdo e organizacdo das

camadas retinianas.

Camada de fotorreceptores: corresponde ao segmento externo e interno
dos fotorreceptores dispostos um ao lado do outro. Pequenas éareas de
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vacuolizagcdo ou separacdo dos segmentos externos sem aumento ou
diminuicdo da espessura da camada foram consideradas artefatos. A medida

de sua espessura teve valor médio de 30,6 * 4,3um. (Figura 15).

50 um

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 30,6 + 4,3um.

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

Camada Nuclear Externa (CNE): corresponde ao nucleo dos
fotorreceptores. E percebida uma justaposicdo de 5 a 6 estratos celulares que
compfem sua espessura. Pequenas areas de vacuolizacdo e separacao
celular sem aumento da espessura da camada também foram consideradas

como artefatos. A sua espessura teve valor médio de 28,8 + 3,0um. (Figura 16)

50 um

Figura 16: Grupo Controle. A espessura da camada nuclear externa (CNE), compreendida
entre a Membrana Limitante Externa e a Camada Plexiforme Externa, apresentou valor médio
de 28,8 + 3,0pum. Nota-se 5 a 6 estratos celulares com seus nucleos corados pela hematoxilina
compondo a espessura da CNE.
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Camada Plexiforme Externa: delgada regido eosinofilica de sinapse entre

0s nucleos dos fotoreceptores, células amacrinas, horizontais e bipolares.

Camada Nuclear Interna (CNI): regido de nucleo das células amacrinas,
horizontais, bipolares e de Milller. Existe a presenca de vacuolos formados no
processo de preparacdo da peca. Sua espessura teve valor médio de 17,1 +
1,5um. (Figura 17).

Figura 17: Grupo Controle. A espessura da camada nuclear interna (CNI), compreendida entre
a Camada Plexiforme Externa e a Camada Plexiforme Interna, apresentou valor médio de 17,1
+ 1,5um.

Camada Plexiforme Interna: regido eosinofilica de sinapses.

Camada de Células Ganglionares: regido de distribuicéo celular irregular e

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

Figura 18: Grupo Controle. Camada de células ganglionares.

Camada de fibras nervosas: regido eosinofilica correspondendo ao

prolongamento central dos axdnios das células ganglionares.

Membrana limitante interna: ndo visualizada nas pecas estudadas.
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Epitélio pigmentado da retina (EPR): mostrou-se como uma camada
pigmentar continua, sem pontos de descontinuidade. Pequenas éareas de
descolamento foram consideradas artefatos do processo de fixacédo e incluséo
na parafina. Sua espessura teve valor médio de 3,9 £ 0,7um. (Figura 19)

50 um

Figura 19: Grupo Controle, olho direito do coelho C. Aspecto continuo do EPR e a sua
espessura com valor médio de 3,9 + 0,7um (seta vermelha). Observa-se pequenas areas de
descolamento pigmentar consideradas artefatos.

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

celulares da CNE do grupo controle € descrita na tabela a seguir (Tabela 9).

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

ESPESSURA (um) CAMADAS
COELHO OLHO 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 3,4 38,4 28,6 17,3 6
B E 4,5 32,8 27,8 14,1 6
C D 4.9 34,0 27,7 17,8 5
C E 2,8 26,0 29,4 19,3 6
D D 4,2 27,2 31,7 16,3 5
D E 3,9 31,1 27,6 17,1 5
E D 3,7 28,9 28,4 17,9 6
E E 4,1 33,4 30,5 18,4 5

Legenda:

D = Olho direito E = Olho esquerdo

4.2.2 Grupo placebo

N&o foram observadas diferencas significantes entre a analise
morfoldgica da retina neurossensorial do grupo controle e do grupo placebo, no

qual foi injetado 0,1ml de solucdo salina balanceada. N&do foram percebidas
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areas de atrofia da camada dos fotorreceptores e da nuclear externa
compativel com leséo de fotorreceptores, nem espessamento significativo das
demais camadas sugestivas de edema, vacuolizagdo ou inflamacdo. Nenhum
dos olhos apresentou areas de descolamento de retina ao exame histologico.
(Figura 20)

Figura 20: Grupo Placebo, olho esquerdo do coelho 2. N&o foram observadas diferencas
significantes na morfologia histol6gica 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 estdo descritos na tabela abaixo
(Tabela 10).

Tabela 10. Valores das espessuras das camadas de FR, CNE, CNI, EPR e do numero de
estratos celulares na CNE no grupo placebo

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

3 D 3,7 26,7 28,2 19,1 5
5 E 41 28,1 31,3 21,4 6
7 D 45 30,3 27,9 20,6 5
7 E 4,3 26,5 31,7 17,9 5
10 E 4,0 27,8 30,8 18,0 6
11 D 34 31,7 24,9 19,4 5
12 D 3,1 24,2 23,4 21,5 6
13 E 3,2 25,4 28,0 15,1 6
14 E 3,6 36,6 22,6 14,9 7
15 E 3,5 27,9 26,4 14,7 5

Legenda:

D = Olho direito E = Olho esquerdo
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N&o foi observada diferenca significante entre o valor médio das
medidas das espessuras das camadas EPR, FR, CNE e CNI, assim como do
namero de estratos celulares na CNE entre os grupos controle e placebo
(Tabela 11).

Tabela 11. Comparacgédo das espessuras das camadas de EPR, FR, CNE, CNI e do nimero de
estratos celulares na CNE entre os grupos de controle e placebo

ESPESSURA (um)* CAMADAS
GRUPO EPR FR CNE CNI CNE2?
CONTROLE 39+0,7 30,6+4,3 288+30 17,115 5,5
PLACEBO 37+05 285+36 275+32 183+26 5,5
Valor de p 0,443 0,25° 0,383 0,26° 0,83*

Legenda:

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

% _ Teste t de Student para amostras ndo-pareadas

* - Teste de Mann-Whitney

4.2.3 Grupo 1

O grupo 1, em que foi injetado 0,1ml da apresentacdo de 0,1mg/ml de
Octreotida 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 dos fotorreceptores 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 verdadeiro em exame histoldgico.
(Figura 21)

Figura 21: Grupo 1 - Injecao intra-vitreo de 0,1ml da apresentacdo de 0,1mg/ml de Octreotida -
Olho esquerdo do Coelho nimero 6. Nao séo observadas diferencas morfologicas significantes
em relagdo ao grupo placebo.
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As medidas das espessuras das camadas EPR, FR, CNE e CNI, assim

como o0 numero de estratos celulares na CNE estao descritos na tabela abaixo

(Tabela 12).

Tabela 12. Valores das espessuras das camadas de FR, CNE, CNI, EPR e do numero de

estratos celulares na CNE no grupo 1.

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

1 D 4.4 26,3 31,7 18,3 6
1 E 3,9 38,3 36,3 17,5 6
2 E 2,7 27,4 24,4 15,6 5
5 D 3,8 29,7 24,8 19,7 5
6 E 4,2 39,2 37,5 21,7 7
8 D 3,6 41,4 25,9 16,8 5
9 E 3,4 32,6 26,7 139 6
11 E 4,3 31,1 30,7 15,3 6
12 E 3,5 25,7 26,4 16,2 5
14 D 2,8 24,8 22,3 17,1 6

Legenda:

D = Olho direito E = Olho esquerdo

4.2.4 Grupo 2

O grupo 2, em que foi injetado 0,1ml da apresentacdo de 0,5mg/ml de

Octreotida 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 verdadeiro ao exame histolégico.

(Figura 22).

Figura 22: Grupo 2 - Injecao intra-vitreo de 0,1ml da apresentacao de 0,5mg/ml de Octreotida -
Olho direito do Coelho numero 9. N&o sdo observadas diferencas morfolégicas significantes em

relagédo ao grupo placebo.
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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 13).

Tabela 13. Valores das espessuras das camadas de FR, CNE, CNI, EPR e do numero de
estratos celulares na CNE no grupo 2.

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

2 D 3,5 25,5 23,4 20,2 5
3 E 2,7 40,3 25,5 26,5 6
4 D 2,6 23,6 31,7 15,7 5
4 E 3,9 21,9 22,9 14,6 5
6 D 3.4 39,4 33,1 14,2 7
8 E 4,1 37,4 27,6 17,9 5
9 D 3,6 26,7 25,4 18,6 6
10 D 3,3 27,9 23,2 13,7 5
13 D 2,8 42,1 32,8 18,4 7
15 D 4,2 30,2 30,3 23,1 6

Legenda:

D = Olho direito E = Olho esquerdo

4.2.5 Andlise das espessuras das camadas da retina neurossensorial.

As espessuras da camada de fotorreceptores ndo variou
significantemente entre o0 grupo em que se injetou solucédo salina balanceada
(placebo) e o0s grupos nos quais se injetaram Sandostatin®; 0,1ml da
apresentacdo de 0,1mg/ml de Octreotida intra-vitreo (grupo 1) e 0,1ml da

apresentacao de 0,5mg/ml de Octreotida intra-vitreo (grupo 2) (Figura 23).

Figura 23: Comparacao da espessura da camada de fotorreceptores (seta amarela). A; grupo
controle, B; grupo placebo (solugéo salina balanceada - BSS), C; grupo 1 (0,1ml intra-vitreo da
apresentacédo de 0,1mg/ml de Octreotida) e D; grupo 2 (0,1ml intra-vitreo da apresentacao de
0,5mg/ml de Octreotida). N&o se observam diferencas entre os achados histolégicos do grupo
placebo e dos outros dois grupos.
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As espessuras das camadas nucleares externa e interna, assim
como 0 numero de estratos celulares na CNE, também nado diferiram
significantemente entre o grupo que injetou solugdo salina balanceada
(placebo) e os grupos em que foi injetado Sandostatin®; 0,1ml da apresentacdo
de 0,1mg/ml de Octreotida intra-vitreo (grupo 1) e 0,1ml da apresentacao de

0,5mg/ml de Octreotida intra-vitreo (grupo 2) (Figura 24).

Figura 24: Comparacdo da espessura da Camada Nuclear Externa (seta vermelha) e da
Camada Nuclear Interna (seta verde). A; grupo controle, B; grupo placebo (solugcdo salina
balanceada - BSS), C; grupo 1 (0,1ml intra-vitreo da apresentagéo de 0,1mg/ml de Octreotida)
e D; grupo 2 (0,1ml intra-vitreo da apresentacdo de 0,5mg/ml de Octreotida). O nimero de
estratos celulares da CNE variou de 5 a 7 estratos nos 4 grupos, nao diferindo
significantemente entre eles.

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 (0,1ml da apresentacdo de 0,1mg/ml de Octreotida) e placebo
(solucdo salina balanceada 0,1ml) estdo descritos na tabela abaixo (Tabela

14).

Tabela 14. Comparacgéo das espessuras das camadas de EPR, FR, CNE, CNI e do nimero
de estratos celulares na CNE entre os grupos de controle e placebo e do grupo 1.

ESPESSURA (um)* CAMADAS
GRUPO EPR FR CNE CNI CNE®
1* 37+ 06 316+6,1 287+52 172+23 6,0
PLACEBO 37+ 05 285+36 275+32 183+26 55
Valor de p 0,74° 0,187 0,56° 0,35° 0,71*

Legenda:

1 - Medida em micrometros + Desvio-Padrédo (DP)

2 - Teste t de Student para amostra pareadas

3 - Mediana do nimero de camadas celulares da CNE (Distancia Inter-quartilica)
4 - Teste de Wilcoxon

* - Grupo em que foi injetado 0,1 mg/ml de Sandostatin
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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 2 (0,1ml da apresentacdo de 0,5mg/ml de Octreotida) e placebo

(solucéo salina balanceada) estéo descritos na tabela abaixo (Tabela 15).

Tabela 15. Comparacgédo das espessuras das camadas de EPR, FR, CNE, CNI e do nimero de
estratos celulares na CNE entre o grupo placebo e o grupo 2.

ESPESSURA (um)* CAMADAS
GRUPO EPR FR CNE CNI CNE?®
2% 34+ 06 315+76 276+4,1 183+4,1 5,5
PLACEBO 37+ 05 285+36 275+32 183+26 5,5
Valor de p 0,182 0,272 0,97° 0,982 0,84*

Legenda:

1 - Medida em micrometros Desvio-Padrdo (DP)
2 - Teste t de Student para amostra pareadas
3 - Valor mediano do nimero de camadas celulares da CNE (Distancia Inter-quartilica)

4 - Calculado pelo teste de Wilcoxon
* - Grupo em que foi injetado 0,5 mg/ml de Sandostatin

4.2.6 Andlise do epitélio pigmentado da retina.

Nos grupos placebo, grupo 1 e grupo 2, o EPR apresentou-se de aspecto
continuo, com auséncia de descolamento de retina verdadeiro, sem areas

sugestivas de atrofia e sem diferencas significantes entre eles (Figura 25).

Figura 25: Fotos do EPR representativas dos quatro grupos de estudo. A; grupo controle, B;
grupo placebo (solucdo salina balanceada - BSS), C; grupo 1 (0,1ml intra-vitreo da
apresentacédo de 0,1mg/ml de Octreotida) e D; grupo 2 (0,1ml intra-vitreo da apresentacao de
0,5mg/ml de Octreotida). Nao foi observada diferenca significante no aspecto continuo entre os
grupos.
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A espessura media do EPR também n&o variou significantemente entre

0s grupos (Tabela 16).

Tabela 16. Comparacado das espessuras do EPR entre o grupo placebo e os grupos 1 e 2

GRUPOS ESPESSURA DO EPR (um) P
(MEDIA DP)
PLACEBO 3,7+ 0,5 ---
GRUPO 1 (0,1mg/ml Sandostatin) 3,7+ 0,6 0,74*
GRUPO 2 (0,5mg/ml Sandostatin) 34+ 06 0,182

Legenda:

p - Valor de p calculado pelo teste t student para amostras pareadas
1 - Valor de p calculado pela comparac¢éo entre os grupos 1 e placebo
2 - Valor de p calculado pela comparacéo entre os grupos 2 e placebo
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5 DISCUSSAO

5.1 Discussédo da metodologia

Optou-se por estudo prospectivo, experimental em animais, placebo-
controlado, visando analisar a toxicidade da retina neuro sensorial e do EPR
apos injecao intra-vitrea de Octreotida (Sandostatin®) em coelhos néo albinos.

O tipo de animal escolhido no estudo foi baseado em trabalhos prévios de
toxicidade da retina onde coelhos foram escolhidos pelo seu porte, facilidade
de acesso ao globo ocular, facil manejo, resisténcia, custo e relativa
semelhanga em anatomia ao olho humano. O motivo da escolha sobre animais
nao albinos recai sobre a importancia da pigmentacédo (EPR) na formacdo de
uma boa acuidade visual.?%® #4229

O tamanho da amostra no presente estudo foi calculado em numero de
olhos e animais, para o poder do estudo ser de pelo menos 90% e com nivel de
significancia de 0,05. Seriam necessarios um minimo de 4,36 animais por
grupo, que arredondando-se para o proximo numero inteiro ficou estabelecido e
liberado 5 animais por grupo (total de 20 individuos - 40 olhos) pelo Comité de
Etica em Pesquisa Médica Humana e Animal do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Goias — UFG.

Apesar de estudos experimentais em animais necessitar de relativa
peguena amostragem, pois cobaias apresentam variabilidade pequena, neste
estudo tivemos que utilizar ambos o0s sexos de coelhos, mesclados
aleatoriamente nos quatro grupos, devido a dificuldade de conseguir individuos
do mesmo sexo, com peso e idades semelhantes sendo néo albinos.

Os cuidados com os animais foi baseado no estatuto para uso de animais
em pesquisas da visdo e oftalmologia da Association for Research in Vision
and Ophthalmology — ARVO.?* O volume de droga injetado (0,1ml), assim
como, a distancia do limbo e local onde a injecdo deveria ser realizada foi
baseada inicialmente no Unico estudo publicado em que utilizou octreotida

(Sandostatin®) intra-vitrea em coelhos realizado por Liang et al.?*
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5.2 Ainjecéo intra-vitrea em olhos de coelhos nédo albinos

O Endophthalmitis Vitrectomy Study (EVS) com seus resultados
publicados em 1995 e o advento da terapia anti-angiogénica popularizaram a
realizacdo das injegbes intra-vitreas no tratamento de diversas patologias
oftalmolégicas antes bastante desafiadoras. As injecdes sao amplamente
utilizadas na atualidade e as indicacdes vao desde infecgdes, passando pelos
edemas de retina, até diferentes etiologias de neovascularizacdo ocular.
Apesar de se mostrarem seguras, existem relatos de complicagdes e o0 uso de
anti-angiogénicos na oftalmologia devem seguir os protocolos rigidos de

seguranca e da boa pratica clinica.”?® 2323

Fung et al. realizaram pesquisa que incluiu oftalmologistas de doze
paises em quatro continentes, coletando dados referentes a 7.113 injecfes
intra-vitreas com uma média de trés meses de acompanhamento e
encontraram incidéncia de endoftalmite de 0,01% e descolamento de retina de
0,04%, entretanto, consideraram os efeitos adversos sistémicos inerentes a
préopria idade do paciente. Estudando o uso de Bevacizumabe e Ranibizumabe
intra-vitreo, Fintak et al. avaliaram 14.320 injecbes 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 injecao intra-vitrea
tenham levado a uma importante reducdo de endoftalmite associada ao
procedimento.?”® Angulo Bocco et al. avaliaram 2.028 injecdes 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.?3? 233 235

No presente estudo, o procedimento de injecao intra-vitrea em olhos de
coelhos néo revelou efeitos clinicos adversos relevantes no pés-operatorio. A
presenca de opacificacdo cristaliniana localizada proximo ao sitio da injecao foi
ocasionada, possivelmente, pelo toque cristaliniano durante o procedimento,
pois em comparacdo anatdbmica a lente do coelho ocupa mais espaco que o
cristalino humano, o que aumenta o risco de toque, e formacdo de catarata
iatrogénica.?®> Esta opacificacdo local, no entanto, ndo impediu o adequado

acompanhamento da retina dos animais estudados.
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O edema de coérnea, surgido logo apds a injecao, foi secundario ao
aumento brusco da presséo intra-ocular, por aumento de volume no segmento
vitreo. 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 em estudos prévios com coelhos e naquele que € injetado
no ser humano, ou seja, proporcionalmente 2,5 vezes maior. Corrobora com o
fato do aparecimento do edema de cornea em 100% dos animais estudados a
auséncia da membrana de Bowman em cérnea de coelhos, camada esta que

confere estrutura e protecao.?®

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 (EPR) por possivel aumento da
pressao intra-ocular (PIO) e tais ocorridos poderiam ser falsamente atribuidos a
droga em estudo (Octreotida). A analise histologica cuidadosa dos olhos que
nao realizaram injecao (grupo controle) e dos olhos que realizaram injecao de
placebo (0,1ml de solucédo salina balanceada) mostrou que esta injecdo de
0,1ml ndo leva a danos estruturais a retina e EPR de olhos de coelhos. A PIO

ja estava normalizada 48 horas apds o procedimento.

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 inflamacé&o ocular
grave usando-se os cuidados recomendados pela melhor prética 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 condi¢des 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 experimentos animais.
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5.3 Os efeitos da Octreotida (Sandostatin®) em olhos de coelhos néo
albinos.

5.3.1 A anélise daretina neurossensorial

Neste estudo, composto de vinte coelhos ndo albinos, 10 olhos de cinco
coelhos foram enucleados no inicio do estudo para compor o Grupo controle,
trinta olhos dos outros 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: solucdo salina
balanceada (Grupo placebo), 0,1ml da apresentacdo de 0,Img/ml de
Octreotida (Grupo 1) e 0,1ml da apresentacdo de 0,5mg/ml de Octreotida
(Grupo 2). Os olhos dos animais foram acompanhados por noventa dias e sO

entdo foram enucleados e preparados para avaliacéo histologica.

Por possuir o olho consideravelmente maior que o dos camundongos, o
gue proporciona injecdes intra-vitreas com volume semelhante as realizadas
em seres humanos, e pela maior facilidade em manté-los em ambientes
experimentais, entre outras caracteristicas, 0 custo, manuseio e resisténcia
guando comparados aos suinos e primatas, os coelhos vém sendo usados
como modelo animal experimental ideal na investigacdo da toxicidade retiniana

de diferentes farmacos e outras pesquisas na oftalmologia.?® 207 217 219, 236, 237

Komarowska et al. relataram alteracdo histolégica descrita como
afinamento de todas as camadas da retina, relacionada a lesédo téxica por
repetidas injecdes de Cetorolaco na cavidade vitrea de nove coelhos albinos,
surgidas apds doze semanas de acompanhamento.?® Maia et al. detectaram
toxicidade retiniana a nivel histolégico apds 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.*" 2%

Bakri et al. mostraram ndo haver toxidade histologica sobre a retina apos
aplicagdo intra-vitrea de Nanogold em dezesseis coelhos pigmentados. Estes

autores encontraram apenas vacuolizacdo leve nas camadas de células
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ganglionares e plexiforme interna, tanto no grupo controle como no grupo do

estudo, e atribuiram tal achado a artefato de preparacéo das pecas.”*

A toxicidade do Bevacizumabe sobre a retina também vem sendo
testada. Luthra et al. e Kaempf et al. mostraram in vitro que uma concentragao
cinco vezes maior que a usada clinicamente ndo é tbdxica para o0s

fotorreceptores. 4 241

In vivo, Manzano et al. e Feiner et al. publicaram os primeiros estudos
experimentais com andlise histolégica mostrando a auséncia da toxidade do
Bevacizumabe intra-vitreo em olhos de coelhos albinos. Sancho-Tello et al.
mostraram a presenca de discreta inflamacao transitoria apos a aplicacéo de
Bevacizumabe intra-vitreo em olhos de ratos. Cheng et al. ndo detectaram
toxicidade do Bevacimabe intra-vitreo in vivo e in vitro sobre as células
ganglionares da retina, mesmo apos injecdes repetidas em altas doses. Todos
esses estudos, publicados na literatura mundial, apresentam tempo de
acompanhamento de no maximo quatro semanas apo0s a injecao intra-vitra de

Avastin® 219, 242-245

Komarowska et al. s6 detectaram alteracdes de atrofia da retina com o
uso de Cetorolaco apos doze semanas, logo alteracbes toxicas relativas ao
Octreotida, Bevacizumabe ou a qualquer outro farmaco também poderiam

surgir num longo prazo.**°

Como se pode notar, sdo inimeras as pesquisas basicas de farmacos

para uso ocular e o coelho tém se tornado importante modelo experimental.

Com relacdo ao Octreotida pode-se afirmar segundo Liang et al. que em
doses até 1mg as alteracfes sdo ausentes, nas dosagens de 2mg e 5mg intra-
vitreas ha sinais de inflamacéo e alteracdes histolégicas compativeis com dano
tecidual da retina e diminuicdo da amplitude da onda-b na eletroretinografia,

provocado por alguma leséo a nivel de neuroretina.?*°

No presente estudo, foi proposto um tempo de acompanhamento maior
em comparagdo ao estudo de Liang et al. a fim de avaliar possiveis efeitos

toxicos tardios. Apds noventa dias de seguimento, ndo foram encontradas

Discussdo 82



diferencas morfolégicas entre a analise histolégica dos olhos do Grupo
controle, Grupo placebo (BSS), Grupo 1 (grupo em que foi injetado 0,1ml da
apresentacao de 0,1mg/ml de Octreotida intra-vitreo) e Grupo 2 (grupo em que
foi injetado 0,1ml da apresentacao de 0,5mg/ml de Octreotida intra-vitreo

Além da analise morfoldgica, 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 injecéo intra-vitrea do Sandostatin®.

Foi visto que o valor médio da espessura da camada de fotorreceptores
(Figura 28), das camadas nucleares externa e interna, assim como 0 numero
de estratos celulares na CNE (Figura 29) néo diferem significantemente entre
os olhos que realizaram injecao intra-vitrea de solucdo salina balanceada —
Grupo placebo e os olhos que realizaram injecédo intra-vitrea de Octreotida
0,1mg/ml — Grupo 1 (Tabela 14) ou Octreotida 0,5mg/ml — Grupo 2 (Tabela 15).

Diante da analise morfo-histélogica e quantitativa da espessura das
camadas, sugere-se que nado houve lesdo seguida de perda celular com
consequente atrofia da camada, como relatado por Komarowska et al. apos o
uso de Cetorolaco, nem tdo pouco, edema retiniano como referido por Maia et

al. ap6s uso de indocianina verde. 237 2%

Pode-se considerar, entdo, que a injecdo intra-vitrea de 0,1ml de
Octreotida das apresentacdes de 0,1mg/ml ou 0,5mg/ml ndo leva a efeitos
toxicos sobre a retina neurossensorial de olhos de coelhos nédo albinos,
sugerindo ser o uso de Sandostatin® seguro na posologia utilizada e com o

volume comumente utilizado na pratica oftalmoldgica.
5.3.2 A andlise do epitélio pigmentado da retina

Liang et al. em pesquisa sobre toxicidade retiniana utilizando
Octreotida no vitreo de coelhos albinos, demonstrou que ndo ha alteracdes
histolégicas de retina ou eletroretinograficas quando a dosagem aplicada no

vitreo é igual ou menor que 1mg. As doses de 2mg e 5mg intra-vitreas neste
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mesmo estudo apresentaram catarata, alteracdes histoldégicas compativeis com
dano tecidual com presenca de macréfagos e infiltrados de mondcitos, e na
eletroretinografia diminuicdo da amplitude da onda-b, que é relacionado com

alguma les&o a nivel de neuroretina.?*

Outro estudo conduzido por Robertson et al. utilizando Octreotida, desta
vez, de longa acgéo (Sandostatin® LAR) em olhos de gatos e coelhos verificou
gue doses de 1.1mg ou menores nao provocam quaisquer tipos de reacdes
adversas, entretanto, doses mais elevadas se mostraram significantemente
toxicas, incluindo catarata e rubeosis. Nos testes especificos concluiu-se que o
Octreotide de longa acdo possui alta concentracdo da droga associado a um
pico no dia 28, no dia 42 volta a ter niveis iguais ao dia 14. Portanto, acredita-
se que o Octreotide pode inibir progressao de retinopatias e angiogénese por
longo periodo de dias e se tornar excelente arma terapéutica. Sprau et al.
demonstraram que a Octreotida, assim como, a Talidomida inibem a migracao
e proliferacdo das células do EPR in vitro e séo antiagiogénicas. Ha a
necessidade de mais estudos comprobatorios para inicio do uso em seres

humanos.!’" 246

N&o ha publicacbes sobre o0 uso de analogos sintéticos da somatostatina
no espaco intra-vitreo com coelhos ndo albinos. O EPR € primordial na
formacdo visual, o que demonstra a importancia de se testar novas drogas
utilizando cobaias experimentais com pigmento. Poucos estudos na literatura
mundial usaram coelhos pigmentados para testar a toxicidade retiniana, a
maioria testou drogas antiagiogénicas com acompanhamento maximo de
quatro semanas.?””" *® Tanto o estudo de Robertson et al. e Liang et al., os
mais importantes publicados que utilizaram coelhos e Octreotida, os coelhos
utilizados eram albinos, portanto sem pigmento. Este fato corrobora com a
gualidade e originalidade do presente estudo, sendo pioneiro na utilizacdo de
animais com pigmento em testes de toxicidade da retina com drogas intra-

vitreas.

No presente estudo houve um tempo de observacdo mais longo, com
destaque na avaliacdo e atencdo dada ao epitélio pigmentado da retina para se

avaliar possiveis efeitos téxicos tardios (noventa dias ap0s o procedimento) do
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Sandostatin®. Nos coelhos ndo albinos do estudo, a anélise minuciosa do
epitélio pigmentado da retina nos olhos submetidos a injecdo do Grupo placebo
(BSS), Grupo 1 (grupo em que foi injetado 0,1ml da apresentagcéo de 0,1mg/ml
de Octreotida intra-vitreo) e Grupo 2 (grupo em que foi injetado 0,1ml da
apresentacao de 0,5mg/ml de Octreotida intra-vitreo) ndo mostrou diferencas
significantes entre eles e houve preservacdo de seu aspecto morfoldgico
continuo (Figura 30). A medida de sua espessura é extremamente importante
para avaliar sinais de atrofia. N&o foi observada diferenca significante desta
medida entre os grupos (Tabela 16).

Sugere-se, portanto, que inje¢cbes intra-vitreas de Octreotida nas
concentragdes de 0,1mg/ml e de 0,5mg/ml ndo levem a danos e muito menos a

atrofia na camada de epitélio pigmentar da retina.
5.4  Perspectivas futuras

Este trabalho mostrou a seguranca da injecéo intra-vitrea de Octreotida,
uma droga de custo acessivel, que bloqueia outra fonte responsavel pela
angiogénese (que nao € o VEGF e sim o GH e IGF-1), e podera servir como
nova arma terapéutica, através de monoteraia ou terapia combinada, no
tratamento das diversas doencas proliferativas da retina e coroide. Projeta-se,
agora, a construcao de protocolos de trabalhos de pesquisa para avaliagdo de

sua eficacia em larga série de pacientes.

Apés este estudo, detalhado e bem sucedido na sua construcdo e
desenvolvimento de um modelo animal reprodutivel e seguro para realizacao
de injecbes intra-vitreas em ambiente experimental, utilizando individuos néo
albinos, que apresentam mais semelhanca a estrutura anatdbmica normal da
retina humana, espera-se, agora, utiliza-lo em futuros trabalhos a fim de testar
novas drogas a serem utilizadas no tratamento das doencgas neovasculares do

olho.
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CONCLUSOES

6.1

6.2

Concluséo principal

. A injecdo intra-vitrea de 0,1ml com 0,1mg/ml e 0,5mg/ml de Octreotida

(Sandostatin®) em olhos de coelhos nédo-albinos € segura e nédo
apresentaram toxicidade ocular ou alteracdes histolégicas nos olhos
estudados.

Conclusdes secundarias

. O volume de 0,1ml de solucédo salina balanceada injetada na cavidade

vitrea de olhos de coelhos né&o-albinos nédo acarretou alteracbes
histologicas e danos estruturais a retina neurossensorial e epitélio

pigmentado da retina.

A injecéo intra-vitrea de Octreotida (Sandostatin®) em olhos de coelhos
nao-albinos ndo foi associada a complicacdes oftalmolégicas pos-

operatorias significativas.

. Ainjecao intra-vitrea de 0,1ml com 0,1mg/ml e 0,5mg/ml de Octreotida

(Sandostatin® - apresentacdo comercial disponivel) em olhos de
coelhos néo-albinos mostrou-se segura e sem sinais de danos

histoldgicos a retina neurossensorial apos trés meses.

. A injecdo intra-vitrea de 0,1ml com 0,1mg/ml e 0,5mg/ml de Octreotida

em olhos de coelhos nédo-albinos mostrou-se segura e sem sinais de
danos histolégicos ao epitélio pigmentado da retina ap6s um seguimento

de trés meses.
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ANEXO 2 — Bula do Sandostatin® (Novartis Pharma Stein AG, Stein, Suica)

SANDOSTATIN®

octreotida

Formas farmacéuticas e apresentacdes

Solucéo para injecdo (subcutédnea) ou concentrado de solucédo para infuséo
(infuséo intravenosa). Embalagem com 5 ampolas de 0,05 mg/mL; 0,1 mg/mL
ou 0,5 mg/mL.

USO ADULTO

Composicéao

Cada ampola contém 0,05 mg, 0,1 mg ou 0,5 mg de octreotida (como peptideo
livre).

Excipientes: acido latico, manitol, bicarbonato de sédio, didxido de carbono e
agua para injecao (sc e iv).

SANDOSTATIN solucdo para injecdo contém menos de 1 mmol (23 mg) de

sédio por dose, ou seja, essencialmente livre de sédio.

INFORMACOES AO PACIENTE

Acdo esperada do medicamento: SANDOSTATIN apresenta como
substancia ativa a octreotida, derivado sintético da somatostatina, que atua

como inibidor da liberacdo de hormbnio do crescimento, glucagon e insulina.

Cuidados de armazenamento - Para armazenamento prolongado, as ampolas
de SANDOSTATIN devem ser mantidas sob refrigeracdo (entre 2 a 8°C).
Proteger da luz. Para uso diario, podem ser armazenados a temperatura

ambiente (entre 15°C e 30°C), por até 2 semanas.

Prazo de validade: O prazo de validade esta impresso no cartucho. Nao utilize

o produto apés a data de validade.
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Gravidez e lactacdo: Informe ao seu médico sobre a ocorréncia de gravidez
na vigéncia do tratamento ou apds o seu término. Mulheres com potencial para
engravidar devem usar um meétodo contraceptivo durante o tratamento. N&o se
sabe se SANDOSTATIN passa para o leite materno, todavia mulheres néao

devem amamentar durante o tratamento com SANDOSTATIN

Cuidados de administracdo: A aplicacdo do medicamento por injecao
subcutanea pode ser feita pelo proprio paciente, o qual nesse caso, devera
receber instrucdes precisas do médico ou do enfermeiro. Siga a orientacdo do
seu médico, respeitando sempre os horarios, as doses e a duracdo do

tratamento.

Interrupcdo do tratamento: N&o interromper o tratamento sem o
conhecimento do seu médico. Caso haja esquecimento da dose por alguns

dias, alguns sintomas temporarios poderao reaparecer.

Reacdes adversas: Os principais efeitos colaterais observados com
SANDOSTATIN séo as reacoes no local da injecao e os efeitos gastrintestinais.

Informe ao seu médico sobre o aparecimento de reacfes desagradaveis.

TODO MEDICAMENTO DEVE SER MANTIDO FORA DO ALCANCE DAS
CRIANCAS.

Ingestdo concomitante com outras substancias: Informe ao seu médico
sobre qualquer medicamento que esteja usando, antes do inicio ou durante o
tratamento. SANDOSTATIN geralmente pode ser administrado enquanto vocé
estiver utilizando outros medicamentos, porém, alguns deles, como por
exemplo cimetidina, ciclosporina e bromocriptina, podem ser afetados por

SANDOSTATIN. Se vocé é diabético, informe ao seu médico pois seu

tratamento antidiabético pode sofrer ajuste de dose.
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Contra-indicacfes e precaucgdes: Os pacientes que apresentarem reagoes
alérgicas a octreotida ou a qualguer componente da formulacdo ndo devem
utilizar SANDOSTATIN. Os pacientes tratados com SANDOSTATIN devem ser
cuidadosamente monitorados, pois eventualmente pode ocorrer expansao dos
tumores hipofisarios secretores de horménio do crescimento. Nestes casos
procedimentos alternativos devem ser tomados. Ajustes de dose podem ser
necessarios se vocé estad utilizando outros medicamentos como 0s que
controlam a pressao arterial (beta-bloqueadores ou bloqueadores de canais de
calcio) ou agentes que controlam o balango hidrico e eletrolitico. Informe ao
seu medico se vocé tem ou ja teve calculos biliares e se vocé tem historico de
deficiéencia de vitamina B12. Se vocé esta sob tratamento prolongado com
SANDOSTATIN, seu médico deve avaliar periodicamente a fungéo da tiredide.

NAO TOME REMEDIO SEM O CONHECIMENTO DO SEU MEDICO. PODE
SER PERIGOSO PARA SUA SAUDE.

INFORMACOES TECNICAS

Farmacodinamica
Grupo farmacoterapéutico: anti-horménio do crescimento, codigo ATC
HO1CBO2.

A octreotida é um octapeptidio sintético, derivado da somatostatina natural,
com efeitos farmacolégicos similares, mas com duracdo de acdo
consideravelmente prolongada. Inibe a secrecao patologicamente aumentada
do horménio de crescimento (GH), de peptideos e da serotonina produzidos

dentro do sistema endocrino gastroenteropancreatico (GEP).

Em animais, a octreotida € um inibidor mais potente que a somatostatina da
liberacdo de hormdénio do crescimento, glucagon e insulina, com maior

seletividade para a supresséao de GH e glucagon.
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Em individuos sadios SANDOSTATIN inibe:

o a liberagéo de hormonio do crescimento (GH) estimulada por arginina e

hipoglicemia induzida por exercicio e insulina.

o a liberagdo pos-prandial de insulina, glucagon, gastrina e outros
peptideos do sistema GEP e a liberacdo de insulina e glucagon estimulada pela
arginina. BPI 19.09.07 Modelo de Bula

o a liberacdo do horménio de estimulacdo da tiredide (TSH), estimulada

pelo horménio de liberacdo da tirotrofina (TRH).

Ao contrario da somatostatina, a octreotida inibe a secrecdo de GH
preferencialmente a insulina e a administracdo de octreotida néo € seguida por
uma reacdo de hipersecrecdo de hormonios (isto €, GH em pacientes

acromegalicos).

Em pacientes acromegalicos, SANDOSTATIN reduz os niveis plasmaticos do
horménio de crescimento (GH) e IGF-1. A reducao em mais de 50% do valor do
GH sérico ocorre em até 90% dos pacientes, e a reducdo do GH sérico para <
5 ng/mL pode ser atingida em cerca da metade dos casos. Este atinge indice
de reducédo <5

ng/mL na metade dos casos. Na maioria dos pacientes, SANDOSTATIN reduz
acentuadamente os sintomas clinicos da doenca, tais como cefaléia, edema da
pele

e tecidos moles, hiper-hidrose, artralgia e parestesia. Em pacientes com grande
adenoma hipofisario, o tratamento com SANDOSTATIN pode resultar em

alguma diminuicdo da massa tumoral.

Em pacientes com tumores funcionais do sistema enddécrino

gastroenteropancreéatico, SANDOSTATIN, por seus diferentes efeitos
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endocrinos, modifica diversas caracteristicas clinicas. Ocorre melhora clinica e
beneficio sintomético em pacientes que ainda apresentam sintomas
relacionados aos seus tumores, apesar das terapias anteriores, que podem
incluir cirurgia, embolizacdo da artéria hepética e varios quimioterapicos, por

exemplo, estreptozotocina e 5- fluorouracil.

Os efeitos de SANDOSTATIN nos diferentes tipos de tumores sdo o0s
seguintes: Tumores carcindides - A administracdo de SANDOSTATIN pode
causar melhora dos sintomas, particularmente rubor e diarréia. Em muitos
casos isto se acompanha de queda na serotonina plasmatica e excrecéo

urinaria reduzida do acido 5- hidroxiindol acético.

VIPomas - A caracteristica bioquimica desses tumores € a superproducédo de
peptideo intestinal vasoativo (VIP). Na maioria dos casos, a administracdo de
SANDOSTATIN causa alivio da diarréia secretoéria grave tipica da afeccéo, com
consequente melhora na qualidade de vida. Isto se acompanha de uma
melhora nas anormalidades eletroliticas associadas, p. ex., hipocalemia,
permitindo que a suplementacdo enteral e parenteral de fluidos e eletrolitos
seja retirada. Em alguns pacientes, o0 mapeamento por tomografia
computadorizada sugere retardamento ou interrupcdo da progressao do tumor,
ou mesmo sua diminuicdo, particularmente nas metastases hepaticas. A
melhora clinica é em geral acompanhada por reducdo nos niveis plasmaticos

de VIP, que podem reduzir-se a niveis dentro da faixa normal de referéncia.

Glucagonomas - A administragcdo de SANDOSTATIN, na maioria dos casos,
resulta em melhora substancial do exantema migratério necrolitico,
caracteristico da afeccédo. O efeito de SANDOSTATIN sobre diabetes mellitus
leve, que freqlientemente ocorre, ndo € acentuado e, em geral, ndo reduz as
necessidades de insulina ou de agentes hipoglicemiantes orais.
SANDOSTATIN melhora a diarréia e, portanto, o0 ganho de peso nos pacientes
afetados. Embora a administragdo de SANDOSTATIN, com frequéncia, cause
reducdo imediata nos niveis plasméticos de glucagon, esse decréscimo
geralmente ndo se mantém durante periodos prolongados de administracao,

apesar da melhora sintomatica mantida.
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Gastrinomas/sindrome de Zollinger-Ellison - Embora inibidores da bomba
de protons ou a terapia com agentes bloqueadores do receptor-H2 controlem a
ulceracdo péptica recorrente resultante da hipersecrecdo de acido gastrico
estimulada pela gastrina, tal controle pode ser incompleto. A diarréia pode
também constituir sintoma proeminente n&o aliviado por esta terapia.
SANDOSTATIN isolado ou em associac¢ao com inibidores da bomba de prétons
ou com antagonistas do receptor-H2 pode reduzir a hipersecrecao de &cido
gastrico e melhorar os sintomas, inclusive a diarréia. Outros sintomas,
possivelmente causados pela producédo de peptideo pelo tumor, p. ex., rubor,
podem também ser aliviados. Os niveis plasmaticos de gastrina diminuem em

alguns pacientes.

Insulinomas - A administracdo de SANDOSTATIN produz queda na insulina
imunorreativa circulante, que pode, entretanto, ser de curta duracao (cerca de 2
horas). Em pacientes com tumores operaveis, SANDOSTATIN pode ajudar a
restaurar e manter a normoglicemia no pré-operatorio. Em pacientes com
tumores malignos ou benignos inoperaveis, o controle glicémico pode ser

melhorado, sem a reducé&o concomitante dos niveis circulantes de insulina.

GHRHomas - Estes raros tumores sao caracterizados pela producao do fator
de liberacdo do horménio de crescimento (GHRH) isolada ou juntamente com
outros peptidios ativos. SANDOSTATIN melhora as caracteristicas e sintomas
da acromegalia resultante. Isso provavelmente é causado pela inibicdo da
secrecdo do GHRH e do hormdnio de crescimento e pode ser seguido por uma
reducdo no aumento hipofisario. Em pacientes com diarréia refrataria
relacionada a sindrome de imunodeficiéncia adquirida (AIDS), SANDOSTATIN
controla parcial ou completamente o débito de fezes em cerca de um terco dos
pacientes com diarréia que ndo respondem aos agentes antidiarréicos e/ou

anti-infecciosos convencionais.

Em pacientes submetidos a cirurgia pancreatica, a administragdo peri e
posoperatéria de SANDOSTATIN reduz a incidéncia das complicacdes tipicas
posoperatérias (por exemplo, fistula pancreatica, abscesso e sépsis

subsequiente e pancreatite aguda pés-operatéria).
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Em pacientes que apresentam varizes gastroesofdgicas sangrantes
decorrentes de cirrose subjacente, a administracdo de SANDOSTATIN, em
combinacdo com tratamento especifico (como por exemplo, escleroterapia),
estd associada com melhor controle do sangramento e ressangramento
precoce, reducao da necessidade de transfuséo e melhor sobrevivéncia no 5°
dia. Enquanto o modo preciso de acdo de SANDOSTATIN n&o estiver
totalmente elucidado, considera-se que SANDOSTATIN reduza o fluxo
sanguineo esplancnico por meio da inibicdo dos hormbnios vasoativos (como

por exemplo, VIP e glucagon).

Farmacocinética

Absorcéo
Apés injecdo subcutanea, SANDOSTATIN €& rapido e completamente
absorvido. As concentracfes plasmaticas maximas sao alcancadas dentro de

30 minutos.

Distribuicéo

O volume de distribuicdo € de 0,27 L/kg e o clearance (depuracéo) organico
total de 160 mL/min. A ligacdo protéica no plasma totaliza 65%. A quantidade

de SANDOSTATIN ligada as células sangtineas € insignificante.

Eliminacéo

A meia-vida de eliminacédo ap6s administracdo subcutanea € de 100 min. Apos
injecdo i.v. a eliminacdo € bifasica, com meias-vidas de 10 e 90 minutos,
respectivamente. A maior parte do peptideo é eliminado pelas fezes enquanto

aproximadamente 32% € excretado inalterado na urina.
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Populacao de pacientes especiais

Alteracdes da fungéo renal ndo afetam a exposigéo total (AUC) da octreotida
administrada por injecdo subcutanea. A capacidade de eliminacdo pode estar
reduzida em pacientes com cirrose hepatica, mas ndo em pacientes com

degeneracdo gordurosa do figado.

Dados de seguranca pré-clinicos

Toxicidade Aguda

Estudos de toxicidade aguda com octreotida em camundongos revelaram
valores de DL50 de 72 mg/kg por via intravenosa e de DL50 de 470 mg/kg por
via subcutanea. Em ratos, o valor agudo da DL50 por via intravenosa foi
determinado em 18 mg/kg. O acetato de octreotida foi bem tolerado em
cachorros que receberam mais que 1 mg/kg do peso corpéreo por injecéo

bolus intravenosa.

Toxicidade com doses repetidas

Estudos com duracdo de 26 semanas realizados em cées que receberam
doses acima de 0,5 mg/kg duas vezes ao dia, revelaram mudancas
progressivas nas células hipofisarias acidoéfilas contendo prolactina. Maiores
investigacbes mostraram que isto estd dentro do ambito fisioldgico,
aparentemente sem relacdo com a administracdo exdgena de somatostatina.
N&do houve alteracbes significantes dos niveis plasmaticos de horménios.
Macacas Rhesus que receberam a mesma dose de 0,5 mg/kg duas vezes ao
dia por trés semanas ndo revelaram mudancas na hipofise e ndo houve
alteracdes nos niveis plasmaticos basais do hormbnio do crescimento,

prolactina ou glicose.

Enquanto o veiculo acido produziu inflamacdo e fibroplasia em repetidas
injecbes subcutaneas em ratos, ndo houve evidéncias de que acetato de
octreotida causasse reacdes de hipersensibilidade tipo tardia quando injetado
intradermicamente em guinea pigs (porquinho da india) diluido a 0,1% em

solucbes salinas estéreis a 0,9%.
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Mutagenicidade

A octreotida e/ou seus metabdlitos foram isentos de potencial mutagénico
guando investigados in vitro em sistemas celulares e bacterianos de testes
validados. Foi observado um aumento na frequéncia das aberracdes em
cromossomos de células de hamster chinés V79 in vitro apenas em altas
concentragfes citotoxicas. Nao houve aumento de aberrac6es cromossémicas
em linfocitos humanos incubados com cetato de octreotida in vitro. In vivo ndo
foi observada atividade clastogénica na medula 6ssea de camundongos
tratados com octreotida intravenosa (teste de micronucleos) e ndo foram
obtidas evidéncias de genotoxicidade em camundongos machos usando um
ensaio de reparacdo de DNA da cabeca de espermatozoide. As microesferas
foram isentas de potencial mutagénico quando testadas em ensaios validados

in vitro com células bacterianas.

Carcinogenicidade/ toxicidade croénica:

Em ratos que receberam acetato de octreotida em doses diarias superiores a
1,25 mg/kg de peso corpéreo, foram observados fibrosarcomas,
predominantemente em animais machos, no local da injecdo subcutanea apos
52, 104 e 113/116 semanas. Tumores locais também ocorreram em ratos
controles, entretanto o desenvolvimento destes tumores foi atribuido a
desordens de fibroplasia produzida pelos efeitos irritantes continuos nos locais
das injecBes, agravado pelo veiculo acido lactico/manitol. Esta reacdo nao-
especifica do tecido pareceu ser particular aos ratos. Nao foram observadas
lesdes neoplasicas em camundongos que receberam diariamente injecfes
subcutaneas de octreotida em doses superiores de 2 mg/kg por 98 semanas,
nem em cachorros tratados diariamente por 52 semanas com doses
subcutaneas da droga.

O estudo de carcinogénese em ratos tratados por 116 semanas com injecdes
subcutaneas de octreotida também revelaram adenocarcinomas uterinos
endometriais. Sua incidéncia sO alcanca significado estatistico em doses
subcuténeas altas de 1,25 mg/kg por dia. Este achado foi associado ao

aumento da incidéncia de endometrite, diminuicdo no nimero de corpos luteos
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ovarianos, reducdo de adenomas mamarios e a presenca de dilatagdo
glandular e luminal do utero, sugerindo um estado de desbalan¢co hormonal. As
informacdes disponiveis indicam claramente que a descoberta de tumores
mediados pelo sistema enddcrino em ratos sdo espécie especificos e ndo séo

relevantes para o uso de drogas em humanos.

Reproducéo

Estudos sobre a fertilidade bem como estudos pré, peri e pos natal em ratos
fémeas néo revelaram efeitos adversos na performance da reproducdo ou no
desenvolvimento da descendéncia quando doses subcutédneas acima de 1
mg/kg do peso corporeo foram administradas por dia. O retardo do crescimento
fisiologico observado nos caes filhotes foi transitorio e atribuivel a inibicdo de

GH decorrente da excessiva atividade farmacodinamica.

Indicacdes

Controle sintomatico e reducdo dos niveis plasmaticos do hormbénio de
crescimento e da IGF-1 em pacientes com acromegalia, inadequadamente
controlados por cirurgia ou radioterapia. O tratamento com SANDOSTATIN é
também indicado para pacientes acromegalicos inaptos a, ou que ndo desejem,
submeter-se a cirurgia, ou ainda no periodo de intervalo até que a radioterapia

se torne completamente eficaz.

Alivio dos sintomas associados com tumores endocrinos

gastroenteropancreaticos funcionais:

o Tumores carcinéides com caracteristicas da sindrome carcinoide.

. VIPomas.

o Glucagonomas.

o Gastrinomas/sindrome de Zollinger-Ellison, geralmente em associacao

com terapia inibidores da bomba de prétons ou com antagonista-H2, com ou

sem antiacidos.
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o Insulinomas, para controle pré-operatério de hipoglicemia e terapia de
manutencao.
o GHRHomas. SANDOSTATIN néo constitui terapia antitumoral e ndo tem

efeito curativo em tais pacientes.

o Controle de diarréia refrataria associada com AIDS.
o Prevencao de complica¢cbes apds cirurgia pancreatica.
. Controle emergencial para cessar 0 sangramento e proteger contra o

ressangramento causado por varizes gastroesofagicas em pacientes com
cirrose. SANDOSTATIN deve ser usado em associacdo com tratamento

especifico, como a escleroterapia endoscopica.

Contra-indicacdes

Hipersensibilidade a octreotida ou a qualquer um dos excipientes.

Adverténcias e Precaucdes

Gerais

Tendo em vista que tumores hipofisarios secretores de GH podem por vezes se
expandir, causando complicacdes sérias (por ex., defeitos do campo visual), é
essencial que todos os pacientes sejam cuidadosamente controlados. Se surgir
evidéncia de expansdo de tumor, procedimentos alternativos podem ser
necessarios.

Os beneficios terapéuticos da reducdo nos niveis do hormonio de crescimento
(GH) e da normalizacédo da concentracdo do Fator de Crescimento semelhante
a insulina 1 (IGF-1) em mulheres com acromegalia podem potencialmente
restaurar a fertilidade. Pacientes com potencial para engravidar devem ser
aconselhadas a utilizar um método contraceptivo adequado, se necessario,
durante o tratamento com octreotida (vide “Gravidez e lactacdo”). A funcéo da
tire6ide deve ser monitorizada em pacientes recebendo tratamento prolongado

com octreotida.
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Eventos cardiovasculares relatados

Tem sido relatado casos incomuns de bradicardia. Pode ser necessario ajustes
de doses de drogas como beta-bloqueadores, bloqueadores de canais de

calcio, ou agentes que controlam balanco hidrico e eletrolitico.

Vesicula biliar e eventos relacionados

A incidéncia da formacdo de célculos biliares com o tratamento com
SANDOSTATIN

é estimada em 15% a 30%. A incidéncia na populagdo em geral € de 5% a
20%. Portanto, recomenda-se exame ultrassonografico da vesicula biliar antes,
e a intervalos de 6 a 12 meses, durante a terapia com SANDOSTATIN. Os
célculos biliares em pacientes tratados com SANDOSTATIN sédo geralmente
assintomaticos. Calculos sintomaticos devem ser tratados ou por terapia de

dissolucédo com acidos biliares ou por cirurgia.

Tumores enddcrinos gastroenteropancreaticos

Durante o tratamento de tumores enddcrinos gastroenteropancreaticos, podem
ocorrer raros episédios de escapes repentinos do controle sintomatico por

SANDOSTATIN, com rapida recorréncia de sintomas graves.

Metabolismo da glicose

Em funcédo da acao inibitéria sobre o horménio do crescimento, o glucagon e a
insulina, SANDOSTATIN pode afetar a regulacdo da glicose. A tolerancia
posprandial a glicose pode ser prejudicada e, em alguns casos, a
administracao cronica pode induzir a um estado de hiperglicemia persistente.

Em pacientes com insulinomas, por sua poténcia relativa maior na inibicdo da
secrecdo do horménio de crescimento e glucagon, em comparacdo com da
insulina, e pela duragdo mais curta de sua acgéo inibitéria sobre a insulina, a
octreotida pode aumentar a intensidade e prolongar a duracao da hipoglicemia.

Esses pacientes devem ser cuidadosamente monitorados durante o inicio da
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terapia com SANDOSTATIN e a cada alteragcdo na posologia. Flutuacdes
acentuadas na concentracdo de glicose podem possivelmente ser reduzidas

por doses menores e mais frequentes.

As necessidades de insulina na terapia de pacientes com diabetes mellitus tipo
I, podem ser reduzidas pela administracdo de SANDOSTATIN. Em pacientes
ndo diabéticos e com diabetes tipo Il, com reservas de insulina parcialmente
intactas, a administracdo de SANDOSTATIN pode resultar em aumento
prandial da glicemia. Portanto, recomenda-se a monitoracdo da tolerancia a
glicose e do tratamento antidiabético.

Varizes esofagicas

Ha& maior risco do desenvolvimento de diabetes insulino-dependente ou de
alteracoes da necessidade de insulina em pacientes com diabetes preexistente
apoés episodios de sangramento das varizes esofagicas. E obrigatoria a

monitoracao apropriada dos niveis de glicemia.

Reacdes no local de aplicacéo

Em um estudo de toxicidade de 52 semanas em ratos, predominantemente em
machos, foram observados sarcomas no local da injecdo subcutanea apenas

na dose mais alta (cerca de 40 vezes a dose maxima para 0s seres humanos).
N&o ocorreram lesdes hiperplasicas ou neoplasicas no local da injecéo
subcutanea em um estudo de toxicidade de 52 semanas em caes. Nao houve
relato de formac&o de tumor nos locais de injecdo em pacientes tratados com
SANDOSTATIN por até quinze anos. Toda a informacdo disponivel no
momento indica que os achados em ratos sdo especificos da espécie e nao

apresentam relevancia para o uso da droga em seres humanos.

Nutricao
A octreotida pode alterar a absorcdo de lipideos da dieta em alguns pacientes.
Foram observados em alguns pacientes recebendo terapia com octreotida,

diminuicdo dos niveis de vitamina B12 e testes anormais de Schilling.
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E recomendada a monitorizacdo dos niveis de vitamina B12 durante terapia

com SANDOSTATIN em pacientes com histérico de privacéo de vitamina B12.

A experiéncia com SANDOSTATIN em criancas é limitada.

N&o existem evidéncias de reducédo da tolerabilidade ou da necessidade de
alteracao das doses em idosos tratados com SANDOSTATIN.

Efeitos sobre a habilidade de dirigir veiculos e/ou operar maquinas:
N&o existem dados sobre o efeito de SANDOSTATIN sobre a habilidade de

dirigir e/ou operar maquinas.

Gravidez e lactacao

Gravidez

N&do ha estudos adequados e bem controlados em mulheres gravidas. Na
experiéncia pos-comercializacdo, dados de exposicdo de um numero limitado
de casos de gravidez foram reportados em pacientes com acromegalia, no
entanto em metade dos casos, 0 acompanhamento foi desconhecido.

A maioria das mulheres foi exposta a octreotida em doses que variaram entre
100 a 300 mcg/dia de SANDOSTATIN s.c. ou 20 a 30 mg/més de
SANDOSTATIN LAR durante o primeiro trimestre de gestacdo. Em
aproximadamente dois tercos dos casos com acompanhamento conhecido, as
mulheres escolheram continuar a terapia com octreotida durante a gravidez. Na
maioria dos casos com acompahamento conhecido, foram reportados neonatos
normais, mas também muitos abortos espontaneos durante o primeiro trimestre
e poucos abortos induzidos.

N&o hé casos de anomalias congénitas ou malformacdes atribuidos ao uso de

octreotida nos casos reportados de acompanhamento de gravidez.

Estudos em animais nao indicaram efeitos nocivos diretos ou indiretos em

bY

relacdo a gravidez, ao desenvolvimento embriofetal/fetal, ao parto ou ao
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desenvolvimento pésnatal, exceto por algum retardo transitério no crescimento

fisiolégico (vide “Dados de seguranca pré-clinicos”).

SANDOSTATIN deve ser prescrito para mulheres gravidas somente sob

circunstancias estritamente necessarias (vide “Adverténcias e Precaugdes’).

Lactacéo
N&o se sabe se a octreotida é excretada no leite materno em humanos.
Estudos em animais demonstraram excrecdo de octreotida em leite materno.

Pacientes ndo devem amamentar durante o tratamento com SANDOSTATIN.

Interagbes medicamentosas

Observou-se que SANDOSTATIN reduz a absorcéao intestinal de ciclosporina e
retarda a de cimetidina. A biodisponibilidade de bromocriptina € aumentada

com a administracdo concomitante de octreotida.

Dados limitados indicam que analogos da somatostatina podem diminuir o
clearance (depuracdo) metabdlico dos componentes conhecidamente
metabolizados pelas enzimas do citocromo P450, o que pode ser devido a
supressdo do horménio do crescimento. Uma vez que ndo se pode excluir que
a octreotida tenha este efeito, deve-se usar com precaucdo outras drogas
metabolizadas principalmente pelo citocromo CYP3A4 e que tenham indices

terapéuticos baixos (por exemplo: quinidina, terfenadina).

Reacdes adversas
As reacfes adversas mais frequentes reportadas durante a terapia com
octreotida incluem disturbios gastrointestinais, disturbios do sistema nervoso,

disturbios hepatobiliares e disturbios de metabolismo e nutricionais.

As reacOes adversas mais comumente relatadas em estudos clinicos com
octreotida foram diarréia, dor abdominal, ndusea, flatuléncia, dor de cabeca,

colelitiase, hiperglicemia e constipac¢do. Outras rea¢des adversas comumente

Anexos 122




reportadas foram tontura, dor localizada, barro biliar, disfuncdo da tiredide (por
exemplo diminuicdo do horménio estimulante da tiredide [TSH], diminuicdo de
T4 total e diminuicdo de T4 livre), fezes amolecidas, tolerancia prejudicada a

glicose, vomitos, astenia e hipoglicemia.

Em raros casos, efeitos colaterais gastrointestinais podem assemelhar-se a
obstrucdo intestinal aguda, com distensdo abdominal progressiva, dor
epigastrica intensa, sensibilidade abdominal e contratura involuntaria. Dor ou
sensacado de picada, formigamento ou queimagdo no local da injecao
subcutédnea, com vermelhiddo e edema, raramente durando mais do que
guinze minutos. O desconforto local pode ser reduzido permitindo-se que a
solugdo atinja a temperatura ambiente antes da aplicacdo da injecdo ou

injetando-se um volume menor, com o uso de solugdo mais concentrada.

As seguintes reacdes adversas, foram descritas em estudos clinicos com
octreotida e estdo listadas na Tabela 1 por ordem de frequéncia, da mais
freqiente primeiro, usando a seguinte convengdo: muito comum (= 1/10);
comum (= 1/100, < 1/10); incomum (= 1/1000, < 1/100); raro (= 1/10000, <
1/1000); muito raro (< 1/10000); incluindo casos isolados. Dentro de cada
grupo de frequéncia, as reacdes adversas estdo listadas em ordem

descrescente de gravidade.
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Tabela 1. Reacdes adversas ao medicamento reportadas em estudos

clinicos

Disturbios gastrintestinais

Murto Comuns Diarreia,  dor  abdominal,  nausea,
constipagao, fatuléncia.
Comuns Dispepsia, vomito, distensdo abdominal,

esteatorréia, fezes amolecidas,
descoloragdo das fezes.

Disturbios do sistema nervoso

Murto comum Dor de cabeca

Comum Tontura

Disturbios endocrinos

Comuns Hipotireoidismo, disfungdo da tiredide
(por ex.: dimmnuigdo de TSH, T4 total e T4
livre)

Disturbios hepatobiliares

Muifo comum Colelitiase

Comuns Colecistite, barro biliar,

nperbilirubinemia.

Disturbios de metabolismo e nutricio

Murto Comum Hiperglicenia

Comuns Hipoglicerma, tolerdncia prejudicada &
glicose, anorexia.

Incomum Desidratacao

Disturbios Gerais e no local de aplicagio

Murto comum | Dor no local da injecéo.

Investigacoes

Comum | Niveis elevados de transaminases

Disturbios da pele e do tecido subcutaneo

Comuns | Prunido, rash, alopecia.

Disturbios respiratérios

Comum | Dispnéia.

Disturbios cardiacos

Comum Bradicardia

Incomum Taguicardia.

Embora a excrecao fecal de gordura possa aumentar, ndo ha evidéncias de que
o tratamento a longo prazo com octreotida tenha conduzido a deficiéncia
nutricional devido a malabsorcéao.

A ocorréncia de efeitos colaterais gastrintestinais pode ser reduzida evitando-se
ingerir alimentos perto dos horéarios de administracdo de SANDOSTATIN s.c., ou
seja, injetando-o entre as refeicdes ou ao deitar. Em casos muito raros, relatou-
se pancreatite aguda dentro das primeiras horas ou dias de tratamento com
SANDOSTATIN s.c. e desaparece com a retirada do medicamento. Além disso,
foi relatada pancreatite induzida por colelitiase em pacientes em tratamento
prolongado com SANDOSTATIN s.c.
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Em pacientes com acromegalia ou sindrome carcindide, foram observadas,
alteracdbes no ECG tais como prolongamento do QT, desvio de eixo,
repolarizacao precoce, baixa voltagem, transicdo R/S, progresséo precoce da
onda R e mudancas nao-especificas da onda ST-T. Porém, a relagdo desses
eventos com acetato de octreotida ndo é estabelecida, pois muitos destes
pacientes possuiam histérico de doengas cardiacas (vide ‘“Adverténcias e

Precaugbes”).

PoOs-comercializacao
As reacOes adversas presentes na Tabela 2 foram reportadas voluntaria e
espontaneamente e nem sempre € possivel estabelecer com confianca a

freqiéncia ou a relacéo causal a exposicdo ao medicamento.

Tabela 2. Reacdes adversas ao medicamento espontaneamente reportadas

Disturblos do sistema imune

Andfiiaxia, reacies de hipersensibilidade’aiergia

Disturbios do tecido subcutaneo e peke

Urticaria

Disturblos hepatobiliares

Parcreatfe aguda hepdlite aguda sem colestase, hepatite colestatica, colestase,
ictericia, ictericia colestatica

Disturblos cardiacos

Arntmias

investigagoes

Aumerfo dos niveis de fosfatase alcalina, aumento dos nivels de gama-giuiamii
transferase

Posologia e administracéo
Incompatibilidades

O acetato de octreotida ndo é estavel em Solucbes para Nutricdo Parenteral.

Acromegalia
Inicialmente 0,05 a 0,1 mg por injecdo subcutanea a cada 8 ou 12 horas. O

ajuste posoldgico deve ser baseado na avaliagdo mensal dos niveis de GH e
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IGF-1 (meta: GH < 2,5 ng/mL e IGF-1 dentro dos limites normais) e dos
sintomas clinicos, e na tolerabilidade. Na maioria dos pacientes, a dose diaria
ideal sera de 0,3 mg. A dose maxima de 1,5 mg ao dia ndo deve ser
excedida. Em

pacientes com doses estaveis de SANDOSTATIN, deve-se fazer avaliagdo de
GH a cada 6 meses. Se nao for obtida reducdo relevante dos niveis de GH e
melhora dos sintomas clinicos dentro de 3 meses do inicio do tratamento com
SANDOSTATIN, a terapia deve ser descontinuada.

Tumores enddcrinos gastroenteropancreaticos

Inicialmente, 0,05 mg uma ou duas vezes ao dia por injecdo subcutanea.
Dependendo a resposta clinica, do efeito sobre os niveis dos hormdnios
produzidos pelo tumor (em casos de tumores carcindides, da excrecdo urinaria
de acido 5- hidroxiindol acético) e da tolerabilidade, a posologia pode ser
gradualmente aumentada para 0,1 a 0,2 mg, 3 vezes ao dia. Sob circunstancias
excepcionais, doses mais altas podem ser requeridas. As doses de manutencao

devem ser ajustadas individualmente.

Em tumores carcinoides, a terapia deve ser descontinuada se ndo houver uma
boa resposta dentro de 1 semana de tratamento com SANDOSTATIN com

doses maximas toleradas.

Diarréia refrataria relacionada a AIDS

Os dados sugerem que 0,1 mg trés vezes ao dia por injecdo subcutanea
constitui a dose inicial ideal. Se a diarréia nao for controlada ap6és uma semana
de tratamento, a dose deve ser titulada em base individual em até 0,25 mg trés
vezes ao dia. O ajuste osolégico deve basear-se na avaliacdo do débito fecal e
na tolerabilidade. Se n&o se alcancar melhora dentro de uma semana de
tratamento com SANDOSTATIN na dose de 0,25 mg trés vezes ao dia, a terapia

deve ser descontinuada.
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Complicagdes ap0s cirurgia pancreética

A dose deve ser de 0,1 mg, trés vezes ao dia, por injecao subcutanea, durante 7
dias consecutivos, a comecar no dia da cirurgia/operacao, pelo menos 1 hora
antes da laparotomia.

Varizes gastroesofédgicas sangrantes
A dose deve ser de 25 mcg/hora, durante cinco dias, por infusdo intravenosa
continua. SANDOSTATIN pode ser usado em diluicdo com solucdo salina

fisiologica.

Em pacientes cirréticos com varizes gastroesofagicas sangrantes,
SANDOSTATIN tem sido bem tolerado em doses intravenosas continuas de até
50 mcg/hora durante

cinco dias.

Administracdo subcutanea
Os pacientes que irdo auto-administrar a droga por injecdo subcutanea devem

receber orientacdes precisas do médico ou do enfermeiro.

Para reduzir o desconforto local, recomenda-se que a solucdo esteja a
temperatura ambiente antes da aplicacdo. Devem ser evitadas aplicacfes
multiplas a intervalos curtos no mesmo local. As ampolas sé devem ser abertas

na hora da administracéo e qualquer sobra deve ser descartada.

Infuséo intravenosa
Antes da administracdo verificar visualmente se o produto parenteral esta
limpido e

livre de particulas.

SANDOSTATIN (octreotida) é fisica e quimicamente estavel por 24 horas em
solugbes salinas fisiologicas estéreis e solugbes de glicose a 5% em agua.

Todavia, uma vez que SANDOSTATIN pode afetar a homeostase da glicose, é
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recomendavel que sejam utilizadas no lugar de solu¢ces de dextrose (glicose)

as solucdes fisiologicas salinas.

Solucgdes diluidas sédo fisica e quimicamente estaveis por no minimo 24 horas
abaixo

de 25°C. Do ponto de vista microbiolégico é preferivel utilizar a solucéo
imediatamente. Se a solucéo nao for utilizada imediatamente, ela deve ser
armazenada entre 2 — 8°C. Entretanto, antes da administracado a solucdo deve

estar a temperatura ambiente.

O tempo acumulado entre a reconstituicdo, diluicdo, armazenamento na

geladeira e o final da administracdo nao deve ultrapassar 24 horas.

Em casos que SANDOSTATIN estiver sendo administrado por infusédo
intravenosa, o0 conteudo de uma ampola de 0,5 mg deve ser dissolvido em 60
mL de solucéo fisiologica salina e deve ser infundido por meio de bomba de
infusdo. Isto deve ser repetido conforme a necessidade até que a duracéo
prescrita do tratamento seja alcancada. SANDOSTATIN também tem sido

infundido em concentragcfes mais baixas.

Em pacientes com cirrose hepatica a meia-vida da droga pode estar aumentada,
necessitando de ajuste da dose de manutencéo. O prejuizo da funcdo renal ndo
afeta a exposicdo total da octreotida administrada por infusdo subcutanea,

consequentemente ndo € necessario o ajuste de dose.

Superdose

Um numero limitado de superdoses acidentais de SANDOSTATIN em adultos e
criancas foi reportado. Em adultos, as doses variaram entre 2400 — 6000
mcg/dia, administrados por infusdo continua (100 - 250 mcg/h) ou
subcutaneamente (1500 mcg duas vezes ao dia). Os efeitos adversos
reportados foram arritmia, hipotensdo, parada cardiaca, hipdxia cerebral,
pancreatite, esteatose hepatica, diarréia, fraqueza, letargia, perda de peso,

hepatomegalia e acidose lactica.
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Em criangas, as doses variaram entre 50 — 3000 mcg/dia, administrados por
infusdo continua (2,1 — 500 mcg/h) ou subcutaneamente (50 -100 mcg). O Unico
evento adverso reportado foi hiperglicemia moderada.

Nenhum efeito adverso ndo esperado foi reportado em pacientes com cancer
recebendo SANDOSTATIN em doses de 3000 - 30000 mcg/dia
subcutaneamente, em doses multiplas.

O controle da superdose € sintomatico.

Recomendacgé&o para armazenamento

Para armazenamento prolongado, as ampolas de SANDOSTATIN devem ser
mantidas a temperatura de 2 a 8°C. Proteger da luz. N&o congelar. Para uso
diario podem ser armazenadas a temperatura ambiente (entre 15°C e 30°C) por

até 2 semanas.

Orientacdes da Novartis para o controle de pacientes durante tratamento

com SANDOSTATIN com relagéo ao desenvolvimento de céalculos biliares.

1. Os pacientes devem submeter-se a exame ultrassonografico da vesicula
biliar no periodo basal antes de iniciar SANDOSTATIN.
2. Deve-se realizar exame ultrassonografico periddico repetido da vesicula

biliar, preferencialmente a intervalos de 6 a 12 meses, durante todo o tratamento
com SANDOSTATIN.

3. Se os célculos jA estiverem presentes antes do inicio da terapia, o
beneficio potencial de SANDOSTATIN deve ser pesado contra 0S riscos
potenciais associados aos calculos biliares. Ndo ha qualquer evidéncia, no
momento, de que SANDOSTATIN afete adversamente o curso ou 0 prognostico

de célculos biliares preexistentes.

Controle de pacientes que desenvolvem calculos biliares em associacao
com SANDOSTATIN:

1. Calculos biliares assintomaticos

SANDOSTATIN pode ser interrompido ou continuado, dependendo da
reavaliagdo da relagdo risco/beneficio. De qualquer modo, nenhuma acgédo é
necessaria, exceto continuar o controle, com freqtiéncia aumentada, se isso for

considerado necessario.
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2. Calculos biliares sintomaticos

SANDOSTATIN pode ser interrompido ou continuado, dependendo da
reavaliacdo da relagdo risco/beneficio. De qualquer forma, os célculos biliares
devem ser tratados como quaisquer outros calculos biliares sintométicos. Do
ponto de vista clinico, isso inclui terapia combinada com &cidos biliares (por ex.,
acido quenodeoxicélico 7,5 mg/kg por dia, juntamente com acido ursodeoxicolico
7,5 mg/kg por dia), associada com controle ultrassonogréafico até que os calculos
tenham desaparecido completamente.

Precaucdes especiais para o descarte

Qualquer produto inutilizado ou residuo deve ser descartado adequadamente.

VENDA SOB PRESCRICAO MEDICA
Reg. MS - 1.0068.0009
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Lote, data de fabricacéo e de validade: vide cartucho

Fabricado por Novartis Pharma Stein AG, Stein, Suica

Embalado por Novartis Biociéncias S.A.
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CNPJ 56.994.502/0098-62
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® = Marca registrada de Novartis AG, Basiléia, Suica
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ANEXO 3 — Documento de isencédo de conflitos de interesse

Declaragéo de Isenc¢éo de Conflitos de Interesse

Eu, Alexandre Augusto Cabral de Mello Ventura, autor da tese de
doutorado intitulada: “ANALISE DA TOXICIDADE RETINIANA DA INJEC}AO
INTRA-VITREA DE OCTREOTIDA (SANDOSTATIN®) EM OLHOS DE
COELHOS NAO ALBINOS’”, declaro que dentro dos ultimos 5 anos e para o
futuro proximo ndo possuo conflito de interesse de ordem pessoal, comercial,
politica e financeira na medicacdo Octreotida (Sandostatin®) 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.

Brasilia, 12 de maio de 2011

Alexandre Augusto Cabral de Mello Ventura
(Autor)
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