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RESUMO

Objetivos: Estudar o papel de biomarcadores inflamatorios sistémicos, como fatores condicionantes
da resposta andtomo-funcional ao tratamento com bevacizumab no edema macular diabético
(EMD).

Material e métodos: Estudo prospectivo que incluiu 30 doentes com EMD, tratados com inje¢des
intravitreas de bevacizumab e com seguimento de 12 meses. Para todos os casos foi obtido um
perfil analitico basal contemplando risco cardiovascular, disfuncéo renal, dislipidémia e controlo
glicémico. Pela técnica ELISA, foram estudados os seguintes fatores pré-inflamatorios: VEGF,
ICAM-1, MCP-1 e TNF-o. Os valores analiticos foram correlacionados com indicadores clinicos e
tomograficos durante o seguimento.

Resultados: Verificamos melhoria significativa da espessura foveal central (EFC) (525.80+136.80
pm para 363.31+76.10 um, p<0.001), bem como da acuidade visual (AV) (0.61+0.24 para
0.40£0.19 LogMAR, p<0.001). Estes resultados foram obtidos com uma média de 6.23+1.20
injecBes. O valor de proteina C reactiva ultrassensivel (PCRus) foi preditivo de decréscimo na EFC
< 10%, ao 3° e 6° més de seguimento (odds ratio 1.86 e 2.11, p=0.023 e p=0.013, respetivamente).
O valor médio de EFC ao 6° més correlacionou-se significativamente com os valores de: PCRus
(p=0.026, r=0.406), ICAM-1 (p=0.042, r=0.402) e MCP-1 (p=0.021, r=0.450). Ao 6° més
verificamos que os casos com EFC < 330 pm apresentavam valores mais baixos de PCRus
(1.03+0.99 vs 2.63+1.78, p=0.006), ICAM-1 (1449,29+81,06 vs 1329,88+138,94, p=0.022) e MCP-
1 (243,58+46,25 vs 310,61+94,10 p=0.024). Quanto a AV final, verificamos por regresséo linear
que a AV inicial foi a varidvel mais preditiva da AV final (p<0.001, r>=0.598).

Conclusdes: Os indicadores de atividade inflamatéria sistémica (PCRus, ICAM-1, MCP-1)
correlacionaram-se de forma negativa com o estado macular, sugerindo um efeito limitante na
resposta ao tratamento com bevacizumab. O estudo de biomarcadores pré-inflamatorios podera ser
atil na identificagao de casos com resposta fraca ou retardada aos agentes anti-VEGF.
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ABSTRACT

Objectives: To study the role of systemic inflammatory biomarkers as limiting factors for
anatomic and functional response to treatment with intravitreal bevacizumab injections for
diabetic macular edema (DME).

Material and methods: Prospective study including 30 cases with DME, treated with
intravitreal bevacizumab injections with a clinical follow-up of 12 months. All cases
underwent a baseline laboratory workup which included indicators of cardiovascular risk, renal
function, dyslipidemia and glucose control. ELISA testing was performed for the following
inflammatory biomarkers: VEGF, ICAM-1, MCP-1 e TNF-o. The analytic results were
correlated with clinical and tomographic indicators during follow-up.

Results: A significant improvement in central foveal thickness (CFT) was verified
(525.80+136.80 um to 363.31+76.10 um, p<0.001), as well as in LogMAR visual acuity (VA)
(0.61+0.24 to 0.40+0.19, p<0.001). This results were achieved with a mean of 6.23+1.20
injections. High sensitivity C-reactive protein (hsCRP) was significantly predictive of a CFT
decrease < 10%, both at the third and sixth months of follow-up (odds ratio 1.86 and 2.11,
p=0.023 and p=0.013, respectively). At the sixth month, CFT was significantly correlated with:
hsCRP (p=0.026, r=0.406), ICAM-1 (p=0.042, r=0.402) and MCP-1 (p=0.021, r=0.450). Also
at the 6" month, cases achieving CFT < 330 pm had significantly lower values of hsCRP
(1.03+0.99 vs 2.63£1.78, p=0.002) and MCP-1 (243,58+46,25 vs 310,61+94,10 p=0.039).
Regarding final VA, linear regression revealed that initial VA was the most significantly
predictive variable (p<0.001, r>=0.593).

Conclusions: The indicators of systemic inflammatory activity (hsCRP, ICAM-1, MCP-1)
were negatively correlated with macular outcomes, suggesting a limiting effect on the response
to treatment with bevacizumab. The study of pro-inflammatory biomarkers may be useful for
the identification of low or delayed responders to anti-VEGF treatment.
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INTRODUCAO

A retinopatia diabética (RD) é uma complicacdo
microvascular da Diabetes Mellitus (DM) que constitui uma
das principais causas de cegueira nos paises desenvolvidos®.
Em Portugal, os dados mais recentes do Observatério
Nacional da Diabetes indicam uma prevaléncia de 13.1% de

diabetes na populacdo entre os 20 e 79 anos, sendo que a
este resultado acrescem varios estudos populacionais que
preveém um aumento marcado da prevaléncia de DM?3. O
estudo nacional mais extenso sobre a prevaléncia de
RD — RETINODIAB, avaliou o programa de rastreio da RD
na Regido de Saude de Lishoa e Vale do Tejo, tendo
determinado uma prevaléncia de 16.3% numa populagdo de
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52739 diabéticos*. Dada a dimenséo do problema, torna-se
importante conhecer a eficacia das diversas modalidades
terapéuticas disponiveis, bem como os possiveis fatores que
possam condicionar a resposta clinica. O principal
mecanismo de perda de visdo na RD deve-se a alteragfes na
barreira hemato-retiniana interna (BHI) induzidas por
hiperglicémia prolongada, com consequente
desenvolvimento de edema macular diabético (EMD).
Efetivamente, o estudo ETDRS® definiu, na década de 80,
0s critérios para 0 tratamento do EMD e da retinopatia
diabética proliferativa, recorrendo ao laser argon, tendo sido
demonstradas reduces significativas na probabilidade de
perda visual moderada e severa, respetivamente. No
entanto, a laserterapia ndo é um tratamento indcuo, sendo
bem conhecidos efeitos laterais que podem condicionar
diminuicdo da qualidade de visdo™®. Na Ultima década,
verificamos um crescente esforco de validacdo de novas
modalidades terapéuticas, nomeadamente recorrendo a
injecdo intravitrea de agentes que modelam a atividade
inflamatoria inerente a patogénese da retinopatia diabética.
Os dois agentes mais investigados sdo os inibidores do
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) e varias
formulagdes intravitreas de corticoesterdides. Estudos
multicéntricos recentes (READ-25, RESTORE’, DRCR.net
Protocol 18), demonstraram que o tratamento com o agente
anti-VEGF ranibizumab foi significativamente superior a
laserterapia na diminuicdo de perda de visdo e na
probabilidade de ganho visual de 15 letras. Atualmente,
apesar da validagdo inquestiondvel das injecdes de anti-
-VEGF como tratamento de escolha, vérias questdes
permanecem sem resposta. Efetivamente, um dos principais
problemas relativos a estas novas terapias prende-se com a
identificacdo do regime de administragdo terapéutica que
permita obter o maior beneficio com o menor esforgo
logistico. Estudos recentes indicam que é possivel obter
eficicia prolongada com um ndmero médio de 7-9
injeces’,®. Contudo, é interessante notar que, mesmo com
esquemas rigorosos e prolongados de injecdo mensal de
anti-VEGF, apenas 40% dos doentes conseguirdo atingir
uma recuperacdo de acuidade visual de pelo menos 15
letras'®,™, Acresce que, adotando estratégias de tratamento
baseadas em critérios clinicos, serda de esperar uma
percentagem consideravel de casos (~34%) sem melhoria
significativa da acuidade visual (AV)*2. De forma a otimizar
os resultados clinicos, seria fundamental identificar fatores
que permitissem prever o padrdo de resposta a estratégia
terapéutica implementada. Recentemente, o mecanismo

patogénico preponderante tem sido atribuido a0 VEGF34,
responsavel pelos fendémenos de hiperpermeabilidade
vascular e angiogénese, tendo sido demonstrados niveis
elevados no humor aquoso'®'é, vitreo'™® e sangue!®?® de
doentes com RD. Contudo, é importante ter em conta
resultados de estudos que sugerem existir uma correlacéo
entre certos biomarcadores inflamatorios e a gravidade das
complicacdes de RD'®?, bem como o facto de doentes
pseudofaquicos tratados com corticoesterdide intravitreo
apresentarem resultados clinicos similares aos doentes
tratados com agente anti-VEGF??, sugerindo que multiplos
fatores  pré-inflamatérios  serdo  responsaveis pelas
complicagcbes da RD?. Efetivamente, um outro fator
molecular que tem sido estudado é o Intracellular Adhesion
Molecule 1 (ICAM-1), associado aos fendmenos de
leucostase?®?, tendo sido também demonstrada expressdo
intraocular significativa, correlacionando-se com a presenca
de edema maculart’?%, Sjo ainda relevantes alguns
trabalhos que identificaram expressdo significativa de
Monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1)%,
Interleucina 6%, Interleucina 827 e Tumor Necrosys factor a
(TNF-a)*® no humor aquoso de doentes com EMD.
Contudo, a obtencdo de espécimes intraoculares para fins
diagnosticos levanta questes de natureza logistica e ética.
Acresce que, a RD é uma manifestacdo local de uma doenca
sistémica, cujo curso clinico parece depender de varias
varidveis metabdlicas. Nomeadamente, o controlo
glicémico, lipidico e tensional parecem fundamentais de
forma a evitar a evolugdo para as formas mais severas de
RD332 Adicionalmente, tem surgido cada vez mais
evidéncia de que a hiperglicémia e resisténcia a insulina que
se verificam na DM tipo 2 parecem depender da existéncia
de um estado inflamatério subclinico cronico identificado
por niveis aumentados de proteina C reactiva (PCR)%3,

Partindo do principio que o estado sistémico tem
repercursdo na doenca ocular e que doentes com niveis
intraoculares elevados de fatores pro-inflamatérios
apresentam manifestaces mais graves de RD, podemos
colocar a hipdtese de existir um papel prognostico para o
doseamento sistémico de biomarcadores metab6licos e pro-
-inflamatorios. Nesse sentido, pretendemos com este estudo
avaliar a possivel correlagéo entre os niveis séricos de varios
fatores pré-inflamatérios e a evolucdo clinica do edema
macular diabético em tratamento com injecdes intravitreas
de bevacizumab (BVZ).
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MATERIAL E METODOS

Estudo prospectivo intervencional que decorreu numa
populacdo de doentes com DM tipo 2, e RD ndo
proliferativa, referenciados ao Servigo de Oftalmologia do
Hospital de Braga por edema macular diabético
clinicamente significativo (EMCS) para iniciarem
tratamento com injecdes intravitreas. Todos o0s casos
foram recrutados de forma consecutiva e seguidos durante
um periodo minimo de 12 meses. Os procedimentos
clinicos e laboratoriais foram revistos e aprovados pela
Comisséo de Etica para a Saude do Hospital de Braga. Os
casos recrutados foram sujeitos a uma primeira consulta
oftalmoldgica completa, sendo o diagnéstico confirmado
por angiografia fluoresceinica e tomografia de coeréncia
Otica spectral-domain (Spectralis, Heidelberg
Engineering). Foram respeitados os seguintes critérios de
inclusdo: utentes com DM tipo 2 e retinopatia diabética
ndo proliferativa (RDNP) com EMD clinicamente
significativo segundo os critérios definidos pelo ETDRS.
Os critérios de exclusdo incluiram: diagnéstico prévio de
qualquer outra patologia ocular visualmente limitante,
histéria de laserterapia ou procedimentos intraoculares
recentes (<3 meses), diagnoéstico de qualquer outra
patologia inflamatéria ou infeciosa sistémica, historia de
neoplasia maligna e ainda referéncia a eventos cardio ou
cerebrovasculares agudos diagnosticados nos 12 meses
prévios ao recrutamento. Para além do grupo patolégico
foi ainda incluido um grupo controlo constituido por
individuos diabéticos tipo 2 ha pelo menos 10 anos, mas
sem qualquer sinal fundoscépico ou tomografico de
retinopatia ou maculopatia diabética. A inclusdo deste
grupo teve como objetivo determinar se os niveis basais de
biomarcadores analiticos diferiam significativamente nos
casos com EMD face aos diabéticos sem doenca ocular.

Relativamente aos procedimentos clinicos, todos os
casos iniciaram tratamento com BVZ intravitreo 1.25 mg,
seguindo o esquema de 3 inje¢cBes mensais+pro re nata, de
acordo com critérios clinicos e tomogréaficos. Todos 0s
casos foram avaliados entre 1 a 3 meses, apds inicio do
tratamento, sendo as consultas completadas com SD-OCT.
A técnica de aquisicao de OCT consistiu em obter um scan
foveal composto por 100 aquisi¢fes ponderadas e ainda o
mapa macular (20x20°) obtido a partir de 25 linhas
horizontais, correspondendo cada linha a uma imagem
final resultante de 20 aquisi¢fes. Em todos os casos foi

selecionado 0 mapa macular inicial para que as imagens de
seguimento fossem obtidas exatamente na mesma area
macular. O valor obtido no mapa macular ETDRS,
correspondente ao anel centrado na fovea, com 1 mm de
didmetro, foi considerado como indicador da espessura
foveal central (EFC), sendo ainda registado para todos 0s
casos o valor correspondente ao volume macular (VM) e a
espessura macular maxima.

Em todos os casos, foi considerada a seguinte
estratégia relativamente a decisdo de repetir ou suspender
tratamentos:

Apbs as 3 inje¢des iniciais, foi considerada a suspensdo
de tratamento sempre que se verificasse, em duas
consultas sucessivas, uma AV >20/25 independentemente
da EFC, mas sem evidéncia de lesbes cisticas ou liquido
subretiniano visiveis no OCT. Foi retomado o tratamento
sempre que se verificasse aumento da EFC de pelo menos
100 um relativamente ao exame anterior ou caso se
verificasse uma diminuigcdo de AV associada a qualquer
alteracdo patoldgica no OCT. Considerou-se existir
resposta clinica sempre que se verificou melhoria da AV
de pelo menos 1 linha na tabela Snellen, associada a
qualquer melhoria no OCT ou alternativamente uma
reducdo da espessura foveal central (EFC) de pelo menos
11% face & espessura inicial. A partir do 6° més de
seguimento, caso se verificasse auséncia de resposta foi
admitido realizar tratamento com injecgdo intravitrea de
triamcinolona.

Quanto aos procedimentos laboratoriais, todos 0s casos
foram sujeitos a colheita de sangue para doseamento dos
seguintes indicadores sistémicos: glicémia, % de
hemoglobina glicosilada, colesterol LDL, colesterol HDL
e colesterol total, creatinina, ureia, proteina C reactiva
ultrassensivel (PCRus) e homocisteina. Adicionalmente,
para cada caso foi obtida uma amostra de sangue sujeita a
centrifugacdo a 1000G durante 15 minutos, de forma a
isolar a fracdo sérica, sendo esta armazenada
imediatamente a -80°C, para posterior analise. O
processamento e doseamento das amostras de soro,
decorreu nos laboratérios do Departamento de Ciéncias
Cirdrgicas do Instituto de Investigagdo em Ciéncias da
Vida e Saude da Universidade do Minho. Todas as
amostras foram analisadas pela técnica enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), usando Kits especificos
para detecdo dos seguintes biomarcadores inflamatérios:
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VEGF-A, ICAM-1, MCP-1/CCL2 e TNF-a (laboratorios
Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA). As amostras
foram preparadas de acordo com as indicacBes do
fabricante, de forma a respeitar os limites de detecdo para
cada biomarcador. A absorvancia luminosa foi
guantificada hum dispositivo leitor de micro pratos. Todas
as amostras foram colhidas e processadas antes do inicio
do tratamento intravitreo.

Os resultados registados foram submetidos a andlise
estatistica utilizando o software IBM SPSS Statistics
(version 23.0; SPSS, Inc, Chicago, IL), no sentido de
averiguar a correlagdo entre os niveis dos Varios
biomarcadors analiticos doseados e indicadores de
resposta clinica ao 3°, 6° e 12° més de seguimento. Para
esse efeito, os valores correspondentes a melhor acuidade
visual corrigida (convertida em LogMAR) e ainda & EFC,
variacdo de EFC e ao VM obtidos nos exames de OCTSs,
foram sujeitos aos testes estatiticos apropriados de forma a
estudar o possivel efeito dos niveis analiticos sistémicos e
pré-inflamatérios. Nos casos com EMD em tratamento
bilateral, foram considerados para analise os resultados
clinicos relativos ao olho com maior EFC inicial.

RESULTADOS

Foram incluidos 30 casos com RDNP e EMCS (14
mulheres e 16 homens), e ainda 10 controlos com DM2
sem sinais de RD (6 mulheres e 4 homens). A retinopatia
foi classificada como moderada em 15 e severa nos
restantes 15 casos, segundo a International Clinical
Disease Severity Scale for Diabetic Retinopathy®. Dos 30
casos incluidos, 27 apresentavam RDNP bilateral. No
entanto, na andlise estatistica foi apenas incluido o olho
com maior EFC de base.

Devido a limitagdes inerentes & metodologia dos kits
ELISA, s6 foi possivel fazer o doseamento dos
biomarcadores pro-inflamatérios em 26 dos 30 casos com
EMD (seleccionados de forma aleatoria, correspondendo a
14 casos com RDNP moderada e 12 com RDNP severa),
bem como na totalidade dos 10 controlos. N&o se
verificaram diferencas significativas na idade média, nem
no tempo de diagnodstico de DM2. A tabela 1 resume os
valores analiticos sistémicos para ambos 0s grupos.

Tabela 1 - Resultados das variaveis demograficas, metabolicas e pré-inflamatdrias

N Média  Desvio Padrao Valor p

Controlo 10 64,60 4,90
ldade o0 30 67.20 9,73 0350
Tempo Controlo 10 15,40 5,79 0,519
DM2 Caso 30 17,00 6,99 '
Tempo Controlo 6 6,66 2,33 0.826
insulina  Caso 12 7,16 5,89
VEGF Controlo 10 72,79 30,53 0.967
(pg/ml) Caso 26 73,31 34,88
MCP-1 Controlo 10 325,85 111,44 0.284
(pg/ml) Caso 26 284,83 84,79 '
ICAM-1  Controlo 10 1392,30 104,77 0.788
(pg/ml) Caso 26 1403,36 125,54 ’
TNF-a Controlo 10 0,062 0,081 0.712
(pg/ml) Caso 26 0,070 0,065 ’
PCRus Controlo 10 1,25 0,66 0.346
(mg/L) Caso 30 2,10 1,72 '
Hcst Controlo 10 12,41 3,55 0.158
(mg/L) Caso 30 14,99 4,08 ’
HBalc Controlo 10 6,84 0,51
(%) Caso 0 797 1,07 <0.001
Gluc Controlo 10 155,70 49,24 0477
(mg(dl) Caso 30 175,36 50,08 '
Creat Controlo 10 0,755 0,11 0,010
(mg/dl) Caso 30 1,06 0,77 ’
Ureia Controlo 10 44,20 10,05 0.890
(mg/dl)  Caso 30 46,10 17,21 '
LDL Controlo 10 97,22 26,59 0.169
(mg/dl) Caso 30 106,98 32,53 '
HDL Controlo 10 51,40 512 0.167
(mg/dl) Caso 30 50,45 16,85 '
colesT Controlo 10 162,60 48,18 0253
(mg/dl) Caso 30 184,20 40,19 '

De salientar que quanto aos indicadores metabélicos
apenas se verificou diferenca significativa no valor da
hemoglobina glicosilada (p<0.001) e creatinina (p=0.01).
Quanto aos biomarcadores inflamatorios ndo se
verificaram diferencas significativas entre os dois grupos.
Contudo, no grupo com RDNP verificamos uma
correlacdo direta significativa entre o grau de RDNP e o
valor sérico de VEGF (p=0.024), bem como a idade
(p=0.004). Ainda relevante, verificamos correlacéo
singificativa entre o tempo de DM2 e o valor de PCRus
(p=0.016, r=0.377).

Relativamente ao estado macular, verificamos uma
EFC inicial mediana de 490,00 pum (variando entre 351 a
892 um), verificando-se uma melhoria significativa do
valor de EFC em todos os pontos do seguimento, face ao
valor inicial (Figura 1). Em termos de variagdo da EFC
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(var.EFC) o valor mais expressivo verificado entre os
intervalos de seguimento considerados, foi registado entre
a primeira consulta e 0 3° més, com uma reducdo mediana
de 77,00 um face ao valor inicial (Figura 2). Na avaliacéo
do 3° més, verificamos que 11 dos 30 casos atingiram uma
redugdo > 25% da EFC face ao valor inicial, sendo que
este resultado aumentou para 13 casos ao 6° més e 14
casos ao 12° més. Ja em relacdo aos doentes ndo-
-respondedores, verificamos que aos 3 meses, 11 casos ndo
foram além de uma redugdo da EFC < 10% face ao valor
inicial, valor que decresceu para 9 aos 6 meses e 12 meses.
Verificamos uma EFC inferior a 330 um em 7 dos 30
casos aos 3 meses, em 10 casos aos 6 meses e em 9 casos
aos 12 meses. Quanto ao VM, verificou-se uma reducéo
significativa do valor médio inicial de 11.13+2.28 mm?®
para 9.39+1.12 mm? ao 12° més (p<0.001), sendo que a
evolucdo entre 0s varios pontos de seguimento foi paralela
a verificada para a EFC.
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Figura 1 - O gréfico boxplot ilustra a evolugdo da espessura foveal central (EFC)
em quartis, ao longo do tempo de seguimento clinico. Os valores a negrito
correspondem ao percentil 50. Verificamos uma melhoria significativa da EFC ao 3°
més, seguindo-se um aumento ndo significativo ao 6° més, p=0.743,
correspondendo a primeira avaliagdo ap6s inicio da estratégia de tratamento pro re
nata. Ao 12° més verificamos uma EFC mediana de 356.00 um correspondendo a
uma reducdo estatisticamente significativa face ao valor inicial (p<0.001)
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Figura 2 - O gréfico boxplot ilustra a varicdo média da espessura foveal central
(var.EFC) ao longo do seguimento. Os valores a negrito correspondem ao percentil
50. Verificamos que em todos os pontos do seguimento houve uma redugéo da EFC,
sendo mais expressiva logo ao 3° més, ao qual se seguiram decréscimos
progressimente menos significativos.

Relativamente a recuperacdo visual, verificamos uma
melhor acuidade visual corrigida (MAVC) mediana inicial
de 0.60 logMAR, que melhorou significativamente para
0.40 logMAR ao 12° més (p<0.001) (Figura 3). Uma
MAVC final < 0.3 LogMAR foi verificada em 11 casos
(36.6%), enquanto que uma MAVC final > 0.7 LogMAR
ocorreu em apenas 2 casos (6.67%). Ao final do
seguimento 19 casos obtiveram uma melhoria de MAVC >
2 linhas, sendo que a MAVC inicial foi a Unica varidvel
significativamente preditiva da obtengdo deste resultado
(p=0.026, R?=0.206, odds ratio = 15.7).
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Figura 3 - O gréfico boxplot ilustra a acuidade visual em LogMAR ao longo do
seguimento. Os valores a negrito correspondem ao percentil 50. Verificamos que a
melhoria mais significativa ocorreu logo ao 3° més (p<0.001), com melhoria pouco
expressiva ao 6° més (p=0.077) mantendo-se praticamente sobreponivel ao 12° més
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Quanto a interacdo entre a EFC e a MAVC,
verificamos que o valor de EFC inicial se correlacionou
significativamente com a MAVC em todos os pontos de
seguimento (maior valor p=0.007 ao 12° més). Os casos
que ao 12° més atingiram uma MAVC < 0.3 LogMAR
apresentavam em média valores de EFC inicial
significativamente mais baixos que o0s restantes
(459.631£114.24 vs 582.87+141.23um, p=0.02), contudo
ndo se verificaram diferencas significativas entre os dois
grupos, para os valores de EFC apds inicio de tratamento.

Os resultados anatomo-funcionais descritos, foram
alcancados com administragdo média de 6.23+1.20
injecBes intravitreas, correspondendo a uma média de
5.33£1.00 inje¢des de bevacizumab e 0.90+0.84 injecGes
de triamcinolona.

Interagéo biomarcadores e resposta macular

Relativamente & interacdo dos biomarcadores
sistémicos com os indicadores de resposta clinica, ndo
verificamos qualquer correlacdo significativa com os
valores iniciais de EFC, espessura macular maxima ou
volume macular. Contudo, ao 3° més de seguimento (ap6s
a loading dose de bevacizumab), verificamos que 0s casos
com reducdo da EFC < 10% apresentavam valores de
PCRus significativamente mais elevados que 0s casos com
resposta macular significativa (3.30+2.11 vs1.51+1.24,
p=0.028), sendo que por regressao logistica, o valor de
PCRus foi significativamente preditivo de resposta
macular limitada (p=0.023, R?=0.192, odds ratio=1.86).

A0 6° més de seguimento, os casos com redugdo da
EFC < 10% continuavam a apresentar valores de PCRus
significativamente mais elevados (3.36+1.65 vs 1.47+1.41,
p=0.001), sendo que este biomarcador foi novamente
preditivo de resposta macular insuficiente (p=0.013,
R2=0.248, odds ratio=2.11). Acresce que, ao 6° més de
seguimento verificamos uma correlacdo direta entre a EFC
e os valores de PCRus (p=0.026, r=0.406), ureia (p=0.026,
r=0.405), MCP-1 (p=0.021, r=0450) e ICAM-1 (p=0.042,
r=0.402). A analise de regressdo linear por selecdo
“stepwise” da variavel independente, revelou que apenas a
PCRus foi preditiva do valor de EFC ao 6° més (p=0.037,
R?=0.168, Beta=0.41). Relativamente a variacdo de EFC
a0 6° més (var.EFC6), verificamos correlacfes
significativas diretas com o tempo de DM2 (p=0.044,
r=0.370), valor de PCRus (p = 0.009, r=0.466), valor de
MCP-1 (p=0.032, r=0.421) e ICAM-1 (p=0.017, r=0.464),

bem como correlacdo inversa com o VEGF sérico
(p = 0.031, r = -0.424). Contudo, a analise de regressao
linear revelou que o modelo estatistico incluindo o valor
de PCRus e ICAM-1 foi o mais preditivo da var.EFC6
(DZO.OOZ, R2=0.419, Betapcrus=0.345, Beta.CAM1:O.492).
Ainda relativamente aos resultados maculares, verificamos
por regressdo logistica que o valor sérico de VEGF foi a
Unica varidvel significativamente preditiva da ocorréncia
de um decréscimo > 25% da EFC ao 6° més (p=0.045,
R?=0.600, odds ratios 1.096), sendo que este resultado foi
independente da idade, tempo de DM2, glicémia e valor
de HbAlc (Figura 4). Estudando a possibilidade de se
verificar uma EFC inferior a 330 um, verificamos
correlagOes significativas ao 6° més com a idade, valor de
PCRus, homocisteina, ureia, ICAM-1 e MCP-1 (Tabela 2),
sendo que por regressdo logistica verificamos que apenas a
PCRus se revelou negativamente preditiva de tal resultado
(p=0.042, R?=0.233, odds ratio = 0.372).

Ao final do seguimento, continuamos a verificar uma
correlacdo significativa entre a EFC e o valor de PCRus
(p=0.045, r=0.375), mas ndao com a var.EFC. Quanto a
probabilidade de ocorrer um decréscimo de pelo menos
25% da EFC, ao 1° ano de seguimento, ndo se verificaram
relacbes preditivas, embora o valor de VEGF foi
novamente a varidvel com maior relevancia estatistica
(p=0.054).

Average Thickness [um]
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Figura 4 - Caso ilustrativo dos resultados verificados no estudo. As imagens
correspondem ao OCT inicial (linha superior) e 6° més (linha inferior) de uma
mulher de 73 anos, com DM2 ha 6 anos, que apresentava edema macular diabético
e retinopatia diabética ndo proliferativa severa, com EFC de 614 um. Os resultados
analiticos revelaram um VEGF sérico elevado 119.75 pg/ml, mas niveis baixos de
PCRus de 0.68 mg/L, MCP-1 de 212 pg/ml e ICAM-1 1057 pg/ml. Com apenas 4
injecdes de bevacizumab obteve uma reducdo 58% na EFC ao 6° més, verificando-
se um valor de 255 pm ao 6° més e 252 pm ao 12° més
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Tabela 2 - Varidveis relacionadas com a obtengdo de espessura foveal central < 330 um
20 6° més

Tabela 3 — Variaveis relacionadas com a obtengao de acuidade visual < 0.3
LogMAR ao 6° més

EFC 6 Média + Desvio Valor p. e coef. MAVC<0.3 Média + Desvio Valorpe
<330 pm padréo Corr. LogMAR padréo coef. corr.
Idade Né&o 20 69,40+7,89 p =0.043 MAVC Néo 19 0,70+0,23 p =0.002
Sim 10 61,60+10,45 R=-0.373 inicial Sim 11 0,45+0,17 R =-0.533
PCRus Néo 20 2,63+1,78 p =0.006 EFC Néo 19 564,10+136,66 p=0.012
Sim 10 1,03+0,99 R=-0.490 incial Sim 11 459,63+114,24 R =-0.452
Hest N'éo 20 16,11+4,66 p =0.038 VEGF N_éo 16 84,32+35,51 p =0.043
Sim 10 12,74+4,07 R=-0.380 Sim 10 55,70£26,80 R =-0.401
. Né&o 20 50,60+19,01 p=0.036
Ureia -
Sim 10 37,10+7,48 R=-0.384
MCP-1 Néo 16 310,61+94,10 p =0.024 N
Sim 10 243,58+46,25 R=-0.443 DISCUSSAO
Néo 16 1449,29+81,06 p =0.022
ICAM-1 Sim 10 1329,88+138,94 R=-0.447

Interacdo biomarcadores e MAVC

Né&o se verificou qualquer correlagdo significativa entre
o0s varios fatores sistémicos analisados e a MAVC inicial.
No entanto, verificamos existirem  correlacfes
significativas entre a MAVC ao 6° més e a idade (p=0.001,
r=0.584), bem como com o valor de homocisteina
(p=0.012, r=0.453). Sendo que estas correlacdes se
mantiveram ao 12° més (p=0.005 e p=0.018,
respetivamente).

Dos biomarcadores pré-inflamatérios, o mais relevante
para a MAVC foi o VEGF sérico, aproximando-se da
significancia estatistica ao 12° més (p=0.05, r=0.389).
Efetivamente, por regressdo linear stepwise verificamos
gue atendendo apenas as variaveis bioquimicas, o modelo
combinado de VEGF e homocisteina  foi
significativamente preditivo da MAVC ao 12° més
(p=0.005, R?=0.372), contudo a variavel com maior
significancia estatistica foi a MAVC inicial (p<0.001,
R?=0.598). Relativamente a probabilidade de obtermos
uma MAVC < 0.3 LogMAR, verificamos correlagcdes
significativas com as seguintes varidveis: MAVC inicial,
EFC inicial e VEGF (Tabela 3). Por regressdo logistica
verificamos que a Unica variavel preditiva da MAVC final
<0.3 LogMAR, foi a MAVC inicial, sendo este resultado
se revelou independente da EFC inicial e dos pardmetros
de glicémia, mas ndo da idade (p=0.068) ou do valor de
VEGF sérico (p=0.071).

Os resultados deste trabalho evidenciam aspetos
importantes da influéncia do estado sistémico no progndstico
clinico do EMD. Efetivamente verificamos que entre o grupo
com EMD e o grupo controlo apenas se verificou diferenca
significativa nos valores da HbAlc e creatinina o que salienta a
importdncia da hiperglicémia sustentada na génese das
alteragdes que condicionam doenca microvascular®®3, Mais
interessante, verificamos que no grupo com EMD parece
existir uma importante relacdo entre  biomarcadores
pré-inflamatorios (PCRus, MCP-1 e ICAM-1) e parametros de
resposta macular ao tratamento com bevacizumab, tonando-se
esta relacdo mais expressiva ao 6° més de seguimento. Na
realidade este periodo de tempo, correspondeu a primeira
avaliacdo apds a introducdo da estratégia de tratamento pro re
nata, verificando-se recidiva de EMD em alguns dos casos que
responderam favoravelmente a loading dose inicial e que
acrescidos dos casos que continuavam a demonstrar resposta
macular limitada, no conjunto explicam o porqué de termos
verificado um ligeiro aumento da EFC mediana ao 6° més. Tal
resultado sugere que na préatica clinica real, pelo menos de
acordo com a metodologia seguida neste estudo, este periodo
de tempo podera corresponder a0 momento no qual se verifica
maior diferenciagdo nas possiveis respostas clinicas ao
tratamento com BVZ. Efetivamente, foi recentemente
publicado um documento de consenso® sobre o tratamento do
EMD, no qual é sugerido que a partir do 6° més de tratamento,
se deve substituir a terapéutica com agentes anti-VEGF por
implantes de corticoesterdides nos casos com reducdo do EMD
inferior a 50%. Efetivamente neste trabalho, verificamos que os
valores de ICAM-1, MCP-1 e PCRus se correlacionaram
negativamente com o estado macular, sendo que o valor de
PCRus se revelou preditivo de resposta macular insuficiente
(£10% redugdo da EFC) logo ao 3° més de seguimento. No seu
conjunto, estes resultados fornecem suporte laboratorial
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objetivo para a importancia do estado pré-inflamatorio
sisttmico na evolucdo do EMD, fundamentando as mais
recentes recomendac@es baseadas na pratica clinica.

Na realidade, a patogénese da RD é complexa e embora
sejam conhecidos varios fatores que intervém nas alteracoes
patoldgicas, ainda ndo sdo completamente conhecidos 0s
mecanismos que, desencadeados pelo desequilibrio metabolico
associado a DM, propiciam um estado patoldgico muitas vezes
persistente e recidivante apesar do tratamento com os atuais
agentes farmacoldgicos e/ou laserterapia. Nos Gltimos anos tem
sido alvo de acesa investigacdo a existéncia de um estado
pré-inflamatorio como potenciador das alteracdes que levam a
RD?%, Efetivamente, modelos experimentais demonstraram
um papel importante atribuido a leucostase na génese das
alteragfo capilares que levam ao aumento da permeabilidade
vascular®, oclusdo de capilares e apoptose das células
endoteliais, com consequente isquemia da retina®. Neste
aspeto, é de salientar um estudo pioneiro que demonstrou
experimentalmente que a administracdo de dexametasona
intravitrea permitiu reduzir significativamente a acumulac&o de
leucécitos nos capilares retinianos, bem como o grau de ruptura
da BHI e ainda o nivel de expressio da proteina ICAM-1%,
Posteriormente 0 estudo MEAD demonstrou a eficacia do
implante de dexametasona no controlo do EMD*. No seu
conjunto estes trabalhos demonstraram que além do VEGF,
outros fatores celulares e moleculares intervém nas alterages
que condicionam disfuncéo da BHI.

No nosso estudo, o fator mais importante para o
prognéstico anatémico, foi o nivel de PCRus. Efetivamente,
esta proteina correlacionou-se significativamente com uma
reducdo insuficiente EFC ao 3° més e 6° més, correlacionando-
-se ainda com o valor de EFC ao 6° e a0 12° més.
Adicionalmente, é de de notar que a PCRus foi negativamente
preditiva da probabilidade de ocorrer uma EFC inferior a 330
Mm ao 6° més. Estes resultados alertam para o papel da
atividade inflamatdria na evolugdo do EMD, sendo de referir
uma anlise recente ao estudo multicéntrico, randomizado —
Diabetes Control and Complications Trial, na qual se verificou
que individuos com valores de PCRus no quintil mais elevado
apresentaram 83% mais EMD clinicamente significativo do
que aqueles com valores no quintil mais baixo?!. Contudo os
resultados dessa andlise foram verificados em individuos com
DM tipo 1 sob controlo rigoroso da glicémia, podendo ndo
traduzir os mecanismos patogénicos na populagéo diabética em
geral. Acresce que na literatura existente, os resultados
relativamente ao papel da PCR na RD ainda ndo sdo
unanimes*2. Mesmo assim, parece existir evidéncia de que o

aumento sérico de produtos finais da glicosilacdo avancada,
que se verifica na DM, se associa a nhiveis aumentados de
PCR**, Na realidade a PCR é considerada uma proteina de
fase aguda, ou seja 0 seu nivel aumenta no contexto de resposta
inflamatéria mediada por leucécitos, tendo como funcdo
facilitar fendmenos de apoptose celular, através da ativagdo do
sistema de complemento. A analise ultrassensivel da PCR
permite detetar niveis muito baixos desta proteina no sangue,
compativeis com inflamac&o sublinica crénica. Efetivamente,
trata-se de um biomarcador que tem sido amplamente utilizado
em Cardiologia para prever risco de fendmenos
cardiovasculares agudos®. Mais interessante ainda, existe
evidéncia experimental de que niveis aumentados de PCR
induzem desregulacdo do endotélio vascular retiniano,
interferindo com a vasodilatagdo mediada por éxido nitrico®.
Podemos entéo colocar a hipétese de, & semelhanga do que se
verifica na doenca cardiovascular, os individuos que exibem
respostas inflamatdrias com niveis mais elevados de PCR,
poderdo estar mais suscetiveis ao desenvolvimento de doenca
vascular retiniana mais agressiva.

Fomentando esta hip6tese, verificamos que o niveis de
MCP-1 e ICAM-1 também se correlacionaram com a resposta
macular. Estas proteinas com acdo pro-inflamatoria
desencadeiam fendmenos de migracdo e infiltracdo
leucocitaria, tendo sido demonstrados niveis elevados no
humor aquoso e vitreo de doentes com EMD'"?’, Efetivamente,
a expressao de ICAM-1 no endotélio retiniano aumenta em
resposta a niveis elevados de VEGF, pelo que se acredita que
ambos os fatores desempenhem papel de relevo nos fenémenos
patoldgicos da RD, nomeadamente potenciando a leucostase®’.
Recentemente, uma analise a populagdo do estudo DCCT
verificou uma associacdo significativa entre o nivel de ICAM-1
e a ocorréncia de exsudados duros?. Outros trabalhos tém
demonstrado niveis elevados de ICAM-1 na retina e vitreo de
olhos com RD, pelo que sabemos que se trata de um
biomarcador fundamental na patogénese da RD?*%. O fato de
termos verificado correlagBes importantes entre os niveis de
PCRus, MCP-1, ICAM-1 e o estado macular, alerta para
importancia da atividade prd-inflamatoria no prognostico
clinico do EMD. Na realidade, sabemos que em monoterapia
com anti-VEGF, seja com bevacizumab, ranibizumab ou
aflibercept, apenas cerca de 40% dos doentes responderdo com
ganhos visuais de pelo menos 15 letras, sendo que estes
resultados requerem rigorosa administragdo mensal do
farmaco, correspondendo a um esquema terapéutico dificil de
concretizar na préatica clinica real. Este fato s6 por si, indica que
numa percentagem significativa de casos com EMD existe um
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preponderante componente patolégico que ndo é, pelo menos
diretamente mediado pelo VEGF. Atendendo aos resultados
obtidos, podemos colocar a hipotese de nos casos com resposta
macular limitada, existir uma predisposicdo genética ou
sistemicamente  determinada  para  uma  resposta
pré-inflamatoria  exacerbada, cursando com dano mais
avangado e persistente na BHI, consequentemente limitando o
potencial de resposta aos agentes anti-VEGF. Estes casos,
seriam teoricamente mais responsivos a tratamentos com
agentes anti-inflamatdrios direccionados aos fendmenos de
migragdo leucocitaria, sendo que atualmente apenas os
implantes intravitreos de corticoesterdides parecem conseguir
esta acgdo®. Neste contexto é importante relembrar os
resultados do estudo FAME®“ que demonstraram que a
propor¢do de casos com melhoria na AV > 15 letras foi
significativa apenas no subgrupo tratado por EMD persistente
h& pelo menos 3 anos, sugerindo que no EMD croénico /
recidivante é fundamental controlar o componente inflamatdrio
da patogénese. Ainda neste sentido importa referir uma analise
a frequéncia de tratamentos intravitreos na fase de extensédo dos
estudos RIDE/RISE, na qual se verificou que 0s casos com
maior necessidade de tratamento (mais de 7 injecdes) apos 0s 3
anos do enasio clinico, apresentavam EMD significativamente
mais prolongado (34.8 vs 25.2 meses) do que aqueles que néo
requereram tratamentos adicionais®. O fato de individuos com
EMD prolongado continuarem a requerer anti-VEGF
frequente, mesmo apds 3 anos de tratamentos mensais com
ranibizumab, indica que nestes casos a disfun¢do da BHR
condicionada pelo aumento do VEGF ndo sera 0 mecanismo
patogénico preponderante. Os resultados do nosso estudo, ao
demonstrarem niveis aumentados de varios biomarcadores pré-
inflamatérios no casos com pior resposta anatomica ao
tratamento com bevacizumab, fornecem evidéncia objetiva
para os resultados clinicos verificados nos estudos
multicéntricos previamente mencionados.

Finalmente, é ainda importante discutir, o fato de termos
verificado uma tendéncia forte entre o valor de VEGF sérico e
MAVC ao 12 ° més. Embora seja indiscutivel o papel do
VEGF na patogénese do EMD, estando bem documentada a
sua expressao aumentada no vitreo e aquoso de olhos com
EMD®, a verdade é que no que toca ao papel do VEGF
sérico na RD, a literatura € ainda pouco clara. Efetivamente,
uma meta-analise recente verificou que o VEGF sérico ndo
surge aumentado de forma consistente nos estudos sobre RD,
parecendo ter um papel menor como biomarcador sistémico de
RD, do que o verificado para as moléculas de adeséo celular®.
Sabemos ainda que os niveis séricos de VEGF aumentam em

resposta a hipdxia, de forma a melhorar a perfusao tecidular,
tendo sido demonstrado um efeito neuroprotector do VEGF na
doenca cerebral isquémica®. Uma vez que ndo admitimos
casos com histdria de eventos isquémicos agudos nos 12 meses
prévios ao recrutamento, podemos colocar a hipétese, de nos
doentes com niveis de VEGF sérico mais elevado, existir um
estado de isquemia sistémica cronica, que associado a doenca
ocular, podera atuar como fator limitante da recuperacdo da
funcdo visual. Ainda no que toca a recuperacéo visual, parece
existir um contributo importante do nivel sérico de
homocisteina, este aminoacido tem sido apontado como
marcador de disfuncdo endotelial, favorecendo um estado
protromb6tico®. Por outro lado sabemos que niveis elevados
de homocisteina resultam de deficiéncia de vitamina B6 e B12,
sendo que este défice nutricional € fator de risco para disfungéo
cognitiva e possivelmente deméncia®. Neste sentido é de
referir um trabalho que identificou uma relacdo importante
entre o nivel sérico de homocisteina e atrofia de camada de
fibras nervosas da retina em individuos com retinopatia
diabética®. Embora n&o tenhamos analisado este parametro nos
nossos resultados, podemos admitir que a recuperagao visual
mais limitada nos casos como homocisteina aumentada, podera
resultar de um efeito negativo ao nivel da funcdo
neurorretiniana. Adicionalmente, o fato de termos verificado
também um efeito limitante da idade na AV ao 6° més e 12°
més, reforca a importancia do estado cognitivo e neuronal na
recuperacdo visual.

Em concluséo, acreditamos que este trabalho fornece dados
fundamentais a problematica do tratamento do EMD, pois
verificamos de forma objetiva que nos casos com EMD e
reposta limitada ao bevacizumab, existem niveis séricos de
biomarcadores pré-inflamatérios mais elevados do que nos
casos com melhor resposta anatomo-funcional. De fato, os
niveis elevados de ICAM-1, MCP-1 e PCRus verificados nos
casos com valores de EFC mais elevados, indicam de forma
inquestionavel a existéncia de um estado inflamatdrio, no qual
a mobilizacdo e atuacdo de leucocitos parece ser mais
importante do que a vasopermeabilidade e angiogénese
mediadas pelo VEGF. Estes resultados podem explicar a razéo
de grande parte da populagdo com EMD ndo exibir resposta
completa e duradoura ao tratamento com anti-VEGF em
monoterapia. Contudo temos como fator limitante o fato de
amostra ainda ser diminuta. Ao continuarmos a seguir estes
casos e com o reforco continuo da dimensdo da amostra,
poderemos aferir o verdadeiro valor preditivo destes
biomarcadores, bem como estabelecer correlagbes mais
precisas com o frequéncia e tipo de tratamentos maculares
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efetuados. A continuidade deste tipo de trabalhos sera
fundamental ao esclarecimento dos fenémenos patol6gicos
mais pertinentes no EMD, tendo como objetivo permitir a
otimizagfo de estratégicas terapéuticas mais indicadas a cada
perfil clinico.
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CONCLUSAO

Com a realizagdo deste estudo, constatou-se que a terapia
visual é eficaz no tratamento da insuficiéncia de
convergéncia, tendo uma diminuicdo significativa dos
sintomas, como fadiga ocular, cefaleias, visao turva, diplopia,
sonoléncia, ardor, producdo excessiva de Ilagrimas,
dificuldade de concentragdo, dificuldade de compreensdo
apds curtos periodos de leitura ou apds atividades que
requerem uso prolongado da visao de perto, além de reduzir o
ponto proximo de convergéncia.
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