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M: molar
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APRESENTACAO DA TESE



O leitor ira encontrar no texto que segue uma introdu¢do com a visao
atual do autor sobre o tema, seguida de quatro capitulos no formato de artigos
para publicacdo. Nos capitulos 1 e 2, apresentamos dois artigos originais em
lingua inglesa, gerados pelo primeiro projeto, avaliando pacientes com
retinopatia diabética proliferativa (RDP). Neste projeto, tivemos como objetivo
mensurar citocinas e mediadores celulares no humor vitreo de pacientes com
RDP. No capitulo 3, seguimos em lingua inglesa com um artigo de revisao,
procurando embasar o desenvolvimento de um modelo experimental de
retinopatia diabética. Com este modelo, o objetivo foi comparar o efeito de um
farmaco e de um mediador celular com potencial terapéutico. No capitulo 4,
justamente, descrevemos os resultados alcancados até o momento com este
estudo celular. Apos estes capitulos, fazemos consideragdes finais procurando
resumir e interpretar brevemente os achados dos dois projetos. Finalmente, nos
anexos, o leitor podera encontrar figuras, tabelas e protocolos dos experimentos
com o intuito de ilustrar os achados e detalhar os métodos utilizados nos

projetos.

Otima leitura,

Felipe Mallmann

Porto Alegre, marco de 2016



INTRODUCAO
UMA VISAO ATUAL SOBRE A RETINOPATIA DIABETICA



EPIDEMIOLOGIA: O PARADOXO EPIDEMIOLOGICO E OS FATORES GENETICOS

A otimizacdo do controle metabdlico teve impacto significativo na
prevencao primadria da retinopatia diabética (RD), reduzindo de 50% para cerca
de 25% a prevaléncia desta complicagdao apos os anos 2000 (1). O avang¢o nos
procedimentos oftalmolégicos nas ultimas décadas também reduziu de maneira
significativa a incidéncia de déficit visual nestes pacientes (2). Entretanto,
estamos vivendo um crescente aumento dos casos de diabetes mellitus (DM) tipo
2, principalmente em paises em desenvolvimento (3, 4). Estima-se que teremos
cerca de 366 milhdes de pacientes com DM em 2030 e cerca de 30 milhoes
somente no Brasil (4). Dados mais atuais permitem extrapolar que 2 milhdes de
pessoas necessitem de tratamento ocular no nosso pais e a que a RD ainda
permanece como uma das principais causas de cegueira no Brasil e no Mundo
(3). Vivemos um paradoxo epidemioldgico: ao mesmo tempo que o controle
clinico permitiu a redugdo da incidéncia da complicacao nos pacientes com DM, o
numero crescente de pacientes com DM faz com que a RD tenha enorme impacto
socio-econdmico. E fundamental, portanto, a identificacao de fatores de risco
controlaveis com a finalidade de prevenir o desenvolvimento desta complicacao.
Os fatores de risco mais consistentes e importantes descritos sdao o tempo de DM,
fatores genéticos, gravidez, hiperglicemia croénica, hipertensao, dislipidemia e
insuficiéncia renal (3, 5, 6). Quase todos conseguem ser controlados ou evitados
com as terapias atuais, mas mesmo assim porcentagem grande de pacientes
continuam evoluindo para fases mais avancadas da RD. Além de discrepancias no
acesso a saude de diferentes regides (7, 8) a importancia de fatores genéticos
tem sido cada vez mais estudada (5). Polimorfismos de diferentes proteinas
estiveram associados com maior chance de apresentar RD (9, 10). Talvez a
genética abra caminho para entendermos discrepancias entre pacientes com
controle metabolico semelhantes mas com manifestacbes de complica¢des e

gravidades diferentes.

FISIOPATOGENIA: HIPERGLICEMIA E O DESBALANCO DE CITOCINAS



A retina é um dos tecidos mais vascularizados do corpo humano e a troca
de nutrientes e metabolitos é controlada de maneira altamente especializada por
uma barreira hemato-retiniana (BHR) externa e interna (11, 12). A BHR interna
é composta pelas tight junctions (jun¢des apertadas) do endotélio vascular e por
outras células (pericitos e células gliais), formando uma unidade neurovascular
com intimo contato anatomico e metabdlico (1, 11-14). Isto permite que a
transducdo e transmissdao do sinal no tecido retiniano ocorra de maneira
estritamente controlada e seja conduzida pelo nervo éptico até o cortex occipital
(1, 14). Nesta regido do sistema nervoso central (SNC) a informacdo captada,
modulada e transmitida pela retina e nervo Optico, sera processada e
reconhecida, permitindo, portanto a visao (1).

Na retinopatia diabética, a hiperglicemia cronica altera esta homeostasia
local, causando perda da BHR interna e neovascularizacdo patologica (1, 15). O
extravasamento dos conteuidos do plasma, gera edema da retina e interfere na
funcdo neural, reduzindo a visao (1, 13, 16). O surgimento de neovasos
patoldgicos (sem uma BHR madura) associados a um processo fibroglial causa
hemorragia vitrea e descolamento tracional da retina, gerando obstrucao para o
processamento visual e dano direto ao tecido retiniano (17).

As principais alteracdes histopatologicas observadas em pacientes e
modelos experimentais apontam para a apoptose celular (endotélio, pericitos, e
células neurais), espessamento da membrana basal e formacao de
microaneurismas (16, 18-20). Com isto, temos um remodelamento de toda a
trama vascular da retina, levando ‘a oclusdo e perda dos capilares (20, 21). Este
processo continuado causa hipoxia local, neurodegeneracao, disfungdo da BHR e
um ciclo vicioso inflamatério (1, 19). Temos, portanto, a migracao de diversas
células de defesas para o tecido neural e o desbalanco entre citocinas que
controlam a permeabilidade e a angiogénese(15, 22-25).

Dentre estas, o Fator de Crescimento Vascular do Endotélio (VEGF:
Vascular Endothelium Growth Factor) é o mediador mais estudado e identificado
na fisiopatogenia da RD (26-28). O VEGF estimula a permeabilidade vascular e o
surgimento de neovasos, estando aumentado no vitreo de pacientes com edema

macular diabético (EMD) e retinopatia diabética proliferativa (RDP) (24, 28-36).



O tratamento com fotocoagulacdo "a laser estd associado "a reduc¢do dos seus
niveis e regressao dos neovasos (27). Modelos experimentais celulares e em
animais confirmaram a ligacdo entre a hiperglicemia e a sintese de VEGF (37-41).
Além disso, o bloqueio desta citocina em ensaios clinicos demonstrou 6timos
resultados terapéuticos com a reducdo da evolucdao da doenca e a melhora da
visdo na maioria dos pacientes (42-45).

Dentre as citocinas protetoras, o Fator Derivado do Epitélio Pigmentar
(PEDF: Pigment Epithelium Growth Factor) é o mais caracterizado e estudado,
exercendo atividades neuroprotetoras, anti-permeabilidade vascular a anti-
angiogénicas (24, 46-54). O PEDF atua bloqueando a a¢do do VEGF ao interferir
em algumas vias de sinalizagcdo celular e a hiperglicemia reduz sua sintese
protéica em modelos experimentais (46, 50, 55-58). Alguns trabalhos em
humanos também demonstraram que pacientes com EMD e RDP apresentam
niveis reduzidos desta citocina (23, 29, 31, 33, 59). Entretanto, por limitacoes
farmacocinéticas e farmacodinamicas até o momento nao temos resultados de
ensaios clinicos com o uso do PEDF no tratamento da RD(60-63).

Nos ultimos anos, varias teorias foram descritas para caracterizar os
passos moleculares que levam "a RD (1, 11, 13, 14, 20, 64, 65). Entretanto, salvo
pela terapia anti-VEGF, os estudos clinicos ndo conseguiram reproduzir de
maneira significativa os resultados experimentais (15, 19, 20, 66, 67). Acredita-
se que ocorra um grande influxo de glicose no endotélio vascular, pois estas
células contam com transportadores de glicose independentes da ativacdo pela
insulina (GLUT-1: Glucose Transporter-1)(1, 14, 19, 65, 67). A alta
disponibilidade de glicose intracelular aumenta a producao de radicais livres,
ativa rotas alternativas e consome co-fatores importantes para combater as
espécies reativas de oxigénio (1, 14, 19, 65, 67). Além disso, a grande
disponibilidade de glicose ocasiona a ligacao deste carbohidrato com proteinas e
lipideos, alterando a funcao destes e formando produtos avancados da glicacdo
(AGEs: Advanded Glicose Endproducts) (1, 14, 19, 65, 67). Todos estes fatores
levam a uma disfuncao generalizada da funcao celular, ativando vias moleculares
apoptoéticas, inflamatdrias e um desbalanco na expressao de diversas citocinas e

mediadores celulares (1, 14, 19, 25, 65, 67) .



DIAGNOSTICO: O PAPEL DOS ACHADOS VASCULARES

O diagnostico da RD baseia-se atualmente em achados de dano vascular
observados no exame de fundo de olho (68, 69). O diagndstico, portanto é clinico,
apesar de exames complementares como a angiografia fluoresceinica (AF), a
ultrassonografia e a tomografia de coeréncia 6ptica (OCT) serem importantes
para guiar a estratégia terapéutica e esclarecer duvidas em relacdo ao exame
clinico (68-72).

0 padrao ouro estabelecido pelo estudo ETDRS é a analise da retinografia
em sete campos pré-determinados, contemplando boa parte da area da retina
(68, 73-75). Estudos demonstraram que, conforme o método empregado na
avaliagdo, podemos dispor de sensibilidade e especificidades variaveis,
principalmente em relacdo ao conhecimento do avaliador (75-81). A
oftalmoscopia direta, por exemplo, exige experiéncia do examinador, tendo
limitacdes e acuracia inferior "a retinografia (76, 82, 83). A retinografia digital
tem sido empregada em nivel populacional e sob a forma de telemedicina,
atingindo reprodutibilidade e concordancias adequadas quando avaliadores
capacitados realizam as leituras das imagens (78, 80, 84-87). Entretanto, a
biomicroscopia de fundo apresenta sensibilidade e especificidade semelhantes
aos sete campos retinograficos do ETDRS e é o método mais utilizado por
oftalmologistas para o diagnostico da RD (79, 88).

Os achados fundoscopicos incluem a presenca de microaneurismas,
hemorragias profundas e superficiais, exudatos duros, manchas algodonosas,
IRMAS (Intraretinal Microvascular Abnormalities), alteracdes venosas
(ensalsichamento venoso, veias em rosario), neovasos, hemorragia vitrea,
descolamento tracional da retina (68, 69, 74, 89). Conforme a presenca destas
alteracdes, podemos classificar a RD em retinopatia diabética ndo proliferativa
(RDNP: sem a presenca de neovascularizacdao) ou em RDP (retinopatia diabética
proliferativa: com a presen¢a de neovascularizacdao)(68, 69). Assim como na
pratica clinica, utilizamos nesta tese a classificacao internacional simplificada
proposta em 2003 (69):

1) RDNP leve: presenca apenas de microaneurismas



2) RDNP moderada: mais do que microaneurismas e sem critérios para
grave

3) RDNP grave: presenca de diversas hemorragias em todos os quatro
quadrantes (cerca de 20 hemorragias significativas por quadrante),
pelo menos dois quadrantes com alteragdes venosas ou pelo menos
um quadrante com IRMA (regra 4:2:1)

4) RDP: presenca de neovasculariza¢dao ou hemorragia vitrea por RD.

TRATAMENTO: CONTROLE METABOLICO, LASER E A ERA ANTI-VEGF

O tratamento da RD envolve o controle de fatores de risco modificaveis
(controle metabdlico) e terapias oculares especificas para evitar a evolug¢do da
doenca e a perda visual (1, 6, 68, 90). Os grandes estudos publicados na década
de 90 (DCCT e UKPDS) comprovaram que o controle intensivo da glicemia
previne a incidéncia e a evolugdo da RD para estagios mais avancados (91-93) .
Outros estudos, também mostraram beneficio do controle da hipertensdo
arterial sistémica na evolucdo da RD (94-97). Ja o controle da dislipidemia tem
menor impacto na prevencdao da RD, mas parece ter beneficio nos casos de
edema macular (6, 97).

Estudos da década de 70 e 80 (DRS e ETDRS) comprovaram o papel
protetor da fotocoagulacdo "a laser, reduzindo em cerca de 50% o dano visual
nos pacientes com RDP e EMD (68, 98). Entretanto, existem diferencas
importantes na técnica quando tratamos a RDP e o EMD (1, 68). No caso da RDP
a pan-fotocoagulacao (PFC) da retina consiste na ablacdo de praticamente
metade do tecido retiniano, reduzindo o estimulo isquémico e a sintese de VEGF
(1, 68, 99) Com isto, temos a involucdo de neovasos e evitamos a hemorragia
vitrea, o descolamento tracional e o glaucoma neovascular (99). No EMD, o
objetivo é fotocoagular areas de espessamento retiniano e coagular
microaneurismas ativos (1, 98-103). Com o fechamento dos microaneurismas,
temos um reestabelecimento da BHR e a absor¢ao do edema macular (1, 12,
103). O efeito terapéutico da coagulacdo do tecido retiniano nas areas de
espessamento é menos compreendida, mas acredita-se que o laser gere uma

modificagdo metabdlica local, alterando o fluxo sanguineo local, estimulando a



sintese de citocinas protetoras e reducdo de fatores pro-permeabilidade.
Contudo, apesar de evitar a evolucao da doenga, a fotocoagulacao "a laser causa
um dano irreversivel ao tecido retiniano e na maioria das vezes nao melhorava a
visdo (68, 98, 103). Atualmente novas estratégias de tratamento e
comprimentos de onda tém sido utilizados, tentando minimizar o dano ao tecido
retiniano e procurando manter os beneficios visuais (100, 104).

Entretanto, o descobrimento do papel do VEGF na fisiopatogenia da
doenca, modificou este paradigma, trazendo o desenvolvimento de farmacos
capazes de bloquear a agdo desta citocina (1, 27, 37, 66, 105). Diversos ensaios
clinicos randomizados demonstraram que a terapia anti-VEGF combinada ou ndo
ao laser nao so6 reduziu o edema macular como melhorou a visdao dos pacientes
em cerca de 45% dos casos (43-45, 106-111). O tratamento consiste na injecao
intravitrea de medicamentos contendo fracdo de anticorpos (Ranibiumabe),
anticorpos (Bevacizumabe) ou moléculas de fusdo (Aflibercept) que penetram no
tecido retinano e bloqueiam o VEGF livre, evitando seus efeitos de
permeabilidade vascular e angiogénese (110, 112). Apesar da baixa incidéncia de
efeitos adversos sistémicos e locais, a terapia deve ser continuada
indefinidamente conforme a resposta clinica com intervalos pelo menos mensais
(110). Dados destes estudos apontam para uma média de oito aplicagcbes no
primeiro ano de tratamento, reduzindo para 03 aplica¢des no segundo ano e 01
no terceiro ano (106, 110). Estudo recente demonstrou que o ranibizumabe
também pode ser uma alternativa no tratamento da RDP, ndo sendo inferior "a
PFC ao longo de dois anos de acompanhamento (113). Contudo, ainda existem
duvidas quanto ao efeito do bloqueio do VEGF "a longo prazo, pois esta citocina
também tem atividades neuroprotetoras (1, 19, 37, 66, 113, 114). Além disso,
cerca de 30 'a 40% dos pacientes ndo tem melhora da acuidade visual com o
tratamento e 5 'a 10% evoluem para perda visual (106, 110, 111, 115).
Entretanto, estes medicamentos ja tornaram-se o padrdo ouro para o tratamento

do edema macular diabético e hoje vivemos a era anti-VEGF.
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