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Resumo

A terapéutica com agentes anti-fator de crescimento vascular endotelial (anti-
VEGF) é considerada gold standard no tratamento do edema macular em doentes
diabéticos. A eficicia do tratamento € varidvel entre doentes, sendo que um nimero
consideravel ndo apresenta uma resposta satisfatoria. Nestes doentes, podera existir uma
predominancia de outras vias patogénicas para além da via do VEGF ou lesbes nédo
reversiveis. A concentracdo de fatores inflamatorios e angiogénicos nos doentes com
edema macular diabético poderia ajudar a prever a eficacia do tratamento e estabelecer o

prognastico de cada doente.

Foram selecionados estudos prospectivos que mediram as concentracdes de
fatores inflamatdrios e angiogénicos nos humores vitreo e aquoso de doentes com edema

macular diabético.

Os doentes com concentracdes mais elevadas de VEGF, fator de crescimento
placentario (PIGF), recetor solivel do fator de crescimento vascular endotelial
(SVEGFR)-1, Monocyte-chemotactic Protein (MCP)-1, molécula de ades&o intercelular
(ICAM)-1, Interleucina (IL)-6 e Interferon y-Induced Product (IP)-10 apresentam uma
melhor resposta a terapéutica anti-VEGF. Concentracdes pouco elevadas de fatores
inflamatorios e angiogénicos em doentes traduzem uma pior resposta ao tratamento e
poderdo ser prova da presenca de lesdes irreversiveis. A avaliacdo da concentracdo destas

citocinas pode ajudar a prever a eficacia da terapéutica anti-VEGF.

Palavras-chave
Retinopatia diabética, edema macular diabético, barreira hematorretiniana, fator

de crescimento vascular endotelial, citocinas, inflamacéo



Abstract

Therapy with anti-vascular endothelial growth factor (anti-VEGF) agents is
considered gold standard in the treatment of macular edema in diabetic patients. The
efficacy of treatment varies among patients, and a considerable number does not present
a satisfactory response to treatment. In these patients, other pathogenic pathways beyond
the VEGF pathway may prevail or non-reversible lesions may be present. The
concentration of inflammatory and angiogenic factors in patients with diabetic macular
edema could help predict the efficacy of treatment and establish the prognosis of each

patient.

Prospective clinical studies that measured concentrations of inflammatory and
angiogenic factors in the vitreous and aqueous humor of patients with diabetic macular

edema were selected.

Patients with higher concentrations of VEGF, Placental growth factor (PIGF),
soluble vascular endothelial growth factor (SVEGFR)-1, Monocyte-chemotactic Protein
(MCP)-1, intercellular adhesion molecule (ICAM)-1, interleucin (IL)-6 and Interferon y
- Induced Product (IP)-10 have better response to anti-VEGF therapy. Low concentrations
of inflammatory and angiogenic factors in patients who do not have a good response to
treatment may be an evidence of non-reversible lesions. Evaluation of these markers

could help predict the efficacy of anti-VEGF treatment.
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Introducéo

Prevé-se que a prevaléncia de diabetes mellitus a nivel mundial venha a ser de
4,4% em 2030 e que o numero total de individuos com diabetes mellitus aumente de 171
milhdes, em 2000, para 366 milhdes em 2030.1? A retinopatia diabética é uma das
principais causas de cegueira entre a populacdo adulta nos paises desenvolvidos. Apesar
de poder ocorrer uma diminuicdo grave da acuidade visual devido a retinopatia diabética
proliferativa, a principal causa de perda de visdo nestes doentes é o edema macular.®

As alteracdes microvasculares e estruturais na retina que definem o edema
macular diabético sdo bem conhecidas, nomeadamente a disrupcdo da barreira
hematorretiniana, perda de juncGes de oclusdo entre as células do endotélio e aumento da
espessura da membrana basal que levam a desregulacdo e oclusdo do leito capilar com
extravasdo de contetido para a macula.

As alteracdes subjacentes, ao nivel da sinalizacdo celular, que caracterizam a
doencga sdo complexas. Pensa-se que uma combinacdo de inflamacéo, isquemia e stress
oxidativo leve a libertacdo de fatores inflamatorios e angiogénicos, e as mais recentes
terapéuticas farmacologicas centram-se na modulacdo destas vias. Concentracdes
elevadas do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) desempenham um papel
central na patogénese da doenca, e atualmente a terapéutica anti-VEGF é considerada
gold standard na abordagem ao edema macular diabético.

A eficdcia destes farmacos no tratamento do edema macular diabético foi
comprovada em diversos estudos, no entanto a resposta ao tratamento pode variar
significativamente entre individuos # e cerca de 30% dos doentes ndo responde ao
mesmo.®> Supde-se que a predominancia de diferentes mecanismos da doenca possa
justificar a resposta ao tratamento. O conhecimento antecipado, ou numa fase inicial, das
vias fisiopatogénicas dominantes permitiria otimizar a atuacgdo clinica e definir melhor o
progndstico de cada doente.

O objetivo deste trabalho é fazer uma revisdo sobre a informacgéo existente acerca
dos fatores angiogénicos e inflamatorios presentes no edema macular diabético e perceber
se € possivel avaliar a resposta ao tratamento e o progndéstico global da doenga com base

nesses marcadores.



Fisiopatologia do edema macular diabético

A principal causa de edema macular diabético € a disrupcdo da barreira
hematorretiniana. A barreira hematorretiniana regula a passagem de substancias ou
microorganismos, reduzindo assim o risco de inflamagéo da retina. Funcionalmente, a
barreira pode ser dividida em dois componentes:

a) Epitélio pigmentado da retina, que atua como barreira hematorretiniana

externa;

b) Plexos vasculares da retina, que atuam como barreira hematorretiniana

interna.

As células do epitélio pigmentado da retina estdo unidas por junc@es de ocluséo,
formando uma barreira fisica a difusdo de componentes extracelulares. O fluxo entre os
capilares e a retina neurossensorial exige que o percurso seja feito intracelularmente.
Estas células também produzem VEGF, uma citocina pro-angiogénica e que aumenta a
permeabilidade vascular e fator derivado do epitélio pigmentado (PEDF) que exerce o
efeito oposto.®

Os capilares da artéria central da retina formam dois plexos vasculares, cujas
células também se encontram fortemente unidas por juncbes de adesdo e de oclusdo. O
transporte de moléculas para o meio extracelular pode ser feito de forma paracelular (entre
as unides endoteliais) ou pelo meio intracelular. Existem ainda diversas células estruturais
associada, como pericitos, células da glia (como os astrécitos e células de Miiller), que

também exercem funcéo de barreira.®
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Figura 1 — Representacdo esquematica da barreira hematorretiana e vascularizacdo da

retina’

Na diabetes, considera-se que a hiperglicemia é a principal responsével pela
cascata de alteracfes que lesam a barreira hematorretiniana. A concentracéo elevada de
glicose ativa diversas vias metabolicas que culminam na lesdo da barreira
hematorretiniana:

a) Via do poliol: o excesso de glucose é convertido em sorbitol pela aldose-
redutase, permanecendo dentro da célula e causando dano celular. Em
paralelo, a sobreativacdo da aldose-redutase induz uma downregulation da
glutationa, um antioxidante, levando a um aumento do stress oxidativo. O
stress oxidativo é agravado pelo facto de tanto o sorbitol como a aldose-
redutase serem produzidos na mitocéndria.

b) A formacéo de produtos avangados de glicacdo (AGE) altera a conformacéao
das proteinas de membrana na barreira endotelial e despoleta a cascata
inflamatoria. Os AGE’s sdo o resultado da ligagdo nao-enzimatica de glicose
as proteinas das membranas celulares. O dano celular acontece quando estes
se ligam a recetores especificos (RAGE) e induzem a cascata inflamatéria. O
stress oxidativo aumenta a expressdo desses recetores, aumentando e

perpetuando a leséo celular.



c) A ativacdo de proteina-cinase C (PKC) é uma via importante na disrupgéo da
barreira endotelial. O stress oxidativo aumenta a atividade da PKC, que atua
regulando a resposta imunitaria, crescimento celular e desenvolvimento da
membrana celular, que culmina na angiogénese. Outros eventos, induzidos
diretamente pela PKC, ou outros fatores por si induzidos como o VEGF ou o
fator de crescimento tecidual (TGF) B, incluem a deposicdo de matriz
extracelular, a fibrindlise e resposta inflamatoria.

d) O stress oxidativo, secundario a acumulacéo de radicais livres sob a forma de
espécies reativas de oxigénio, estd associado a diversas formas de lesdo celular
e a perda de células endoteliais e pericitos. A via do poliol diminui a accéo
antioxidante da glutationa. As espécies reativas de oxigénio aumentam a
atividade de PKC. A interacdo das diferentes vias de atuacdo das espécies
reativas de oxigénio tem um papel central no desenvolvimento da retinopatia
diabética, dificil de controlar, dada a sua redundancia.

As diversas vias descritas culminam num estado de hiperpermeabilidade e

extravasamento vascular.®

O VEGF lesa a barreira hematorretiniana via fosforilacdo da ocludina, através da

proteina-cinase C, que induz o desarranjo das juncdes de oclusdo através de um processo
de endocitose.® A proteina-cinase C é também responsavel pela fosforilagdo e perda de
funcdo da proteina das juncGes aderentes caderina vascular endotelial (VE-caderina) e
pela producéo e secrecdo de 6xido nitrico.°

Concentraces aumentadas de citocinas pro-inflamatdrias e outros mediadores de

inflamacdo — como monocyte-chemotactic protein-1 (MCP-1), o fator derivado das
células do estroma (SDF-1) e as moléculas de adeséo intercellular adhesion molecule-1
(ICAM-1) e vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1), condicionam inflamacao
cronica na retina diabética que leva a ativacdo de leucocitos, leucostase e alteracbes na
funcdo da barreira hematorretiniana. Mondcitos ativados no espago extravascular,
diferenciam-se em macréfagos que secretam citocinas e fatores de crescimento como
VEGF, angiopoetina-2, fator de necrose tumoral-o (TNFa), interleucinas € quimiocinas,
todos contribuindo para o extravasamento vascular.'°

Recentemente, compreendeu-se que a neurodegeneracao também desempenha um

papel importante na disrupcdo da barreira hematorretiniana. As células da glia tém
capacidade de regular a resposta hemodindmica neurovascular e uma disfuncdo das

células da glia contribui para a extravasdo vascular na retina diabética.***?



Grafico 1 — Diferentes vias fisiopatoldgicas envolvidas no desenvolvimento do edema

macular diabético'®
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Descricao clinica e classificagdo do edema macular diabético

O edema macular diabético é definido pelo espessamento da retina na regido da
méacula. A classificacdo do edema macular pelo The Early Treatment Diabetic
Retinopathy Study (ETDRS) tem sido usada de forma consistente na maioria dos estudos
relacionados com a diabetes (quadro 1), mas outras classifica¢es sdo também difundidas
e utilizadas na pratica clinica para caracterizar a gravidade da doenca e definir as

guidelines terapéuticas (quadros 2 e 3).



Quadro 1 — Classificacdo do edema macular diabético pela escala Early Treatment

Diabetic Retinopathy Study*

Edema macular diabético

Qualquer espessamento da retina ou exsudados

duros no polo posterior

Edema macular diabético clinicamente

significativo

a) Espessamento da retina ou exsudados duros a
pelo menos 500pum, do centro da macula, com
espessamento da retina adjacente ou,

b) Zonas de espessamento da retina com pelo

menos o diametro de um disco, a distancia maxima

de um disco do centro da macula.

Quadro 2 — Classificacio do edema macular pela escala SAVE®®

Fluido subretiniano

A presenca de fluido subretiniano é avaliada por
OCT e classificada com 0 se ausente e 1 se
presente. S8o contados os campos na grelha
ETDRS que apresentam espessamento (0-9

campos)

Area

Sdo contados os campos na grelha ETDRS que

apresentam espessamento (0-9 campos)

Anormalidades da interface Vitreo

A presenca de anormalidades na interface

vitreorretiniana é avaliada por OCT e classificada

retiniana
como 0, se for normal, ou 1 na presenca de
membrana epirretininiana, tragdo vitreorretiniana
ou de buraco macular
Etiologia
Tipo 1 Extravasdo vascular focal ou multifocal, avaliada
por angiografia fluoresceinica, que cause edema
exsudativo
Tipo 2 Extravasdo vascular ndo focal, que cause edema
exsudativo sem origem definida
Tipo 3 Isquemia macular, definida pela auséncia de
perfusdo capilar e classificada numa imagem de
campo alargado aos 3 ou 5 minutos.
Tipo 4 Edema atréfico: degeneragdo retiniana cistica com

auséncia de células de Miller

ETDRS — Early Treatment Diabetic Retinopathy Study; OCT- Tomografia de Coeréncia Otica; SAVE — Subretinal Fluid, Area,

Vitreoretinal Interface Anormalities and aetiology




Quadro 3 — Classificacdo do edema macular diabético pela escala International Clinical
Diabetic Retinopathy Severity®
Edema macular diabético ligeiro Espessamento da retina ou exsudados duros no

polo posterior, mas afastados do centro da macula

Edema macular diabético moderado Espessamento da retina ou exsudados duros perto
do centro da mécula

Edema macular diabético grave Espessamento da retina ou exsudados duros
envolvendo o centro da mécula

O edema macular diabético tende a ser uma doenca cronica, apesar de existirem
casos em que se observa uma remissdo espontanea. Em cerca de 24% dos olhos com
edema macular clinicamente significativo e 33% dos olhos com edema macular
clinicamente significativo com envolvimento central, ha uma diminuicdo da acuidade
visual em pelo menos 15 letras da tabela ETDRS, apds trés anos sem tratamento.!” A
incidéncia da doenca aumenta significativamente com o aumento da gravidade da
diabetes, independentemente da idade de diagndstico.®

Podemos falar de doencga focalizada ou difusa. O edema macular focal deve-se a
extravasdo vascular de microaneurismas localizados. Estes microaneurismas s&o
frequentemente rodeados por exsudados duros, depésitos de lipoproteinas.’® No edema
macular difuso existem éreas difusas de extravasdo vascular, normalmente devido a
dilatacdo dos capilares retinianos ou anormalidades microvasculares.?® Podem existir
alteracdes cisticas associadas (edema macular cistico), que resulta de uma disrupgéo

generalizada da barreira hematorretiniana interna, com acumulagéo de fluido.?*



Tratamento do edema macular diabético

Tratamento sistémico

Diversos estudos aleatorizados demonstraram o0s beneficios da terapéutica
sistémica no tratamento da retinopatia diabética.

Comprovou-se que o controlo metabolico do sistema renina-angiotensina reduz a
incidéncia e o risco de progressdo da retinopatia diabética em pessoas com diabetes
mellitus.?223

O fenofibrato, agonista do PPAR—a (peroxisome proliferator—activated receptor
a), demonstrou ser capaz de reduzir o risco de progressao de retinopatia diabética até 40%
entre doentes com retinopatia diabética ndo proliferativa. Este efeito pode estar associado
a reducdo da dislipidemia?*, mas o principal mecanismo de acdo podera dever-se a
inibicdo da producdo do factor de crescimento placentario (PIGF), uma citocina pro-
angiogénica da superfamilia VEGF.%»

O controlo da glicemia também demonstrou ter um efeito positivo, essencialmente

numa fase precoce.?

Tratamento Local

Apesar dos efeitos benéficos da abordagem sistémica, a melhor eficacia no

tratamento do edema macular diabético é alcancada através do tratamento local.

Terapéutica anti-VEGF

Os farmacos anti-VEGF alteraram o paradigma do tratamento do edema macular
diabético, com diversos estudos a demonstrarem resultados superiores a terapia laser.

Existem 3 farmacos anti-VEGF utilizados, com eficécia clinica comprovada:
bevacizumab, ranibizumab e aflibercept. O grupo de trabalho The Diabetic Retinopathy
Clinical Research Network (DRCR.net) reportou que, ao fim de 1 ano de tratamento, 0
aflibercept demonstrou um maior ganho de visdo comparativamente aos outros dois

farmacos, especialmente nos doentes com uma acuidade visual mais degradada.® Ao fim



de dois anos de seguimento, todos os 3 farmacos estiveram associados a uma melhoria na
acuidade visual e a uma diminuicdo da frequéncia de injegdes necessarias para manter
esse ganho de visdo. Entre os doentes com menor acuidade visual, a eficicia do

aflibercept manteve-se superior ao bevacizumab mas n&o ao ranibizumab.?’

Apesar de a terapéutica anti-VEGF ser mais eficaz que a terapia laser no
tratamento do edema macular diabético, até 50% dos doentes ndo apresentam uma boa
resposta aos tratamentos®® e cerca de 30% n&o respondem ao tratamento?®. O edema
macular diabético € uma doenca complexa em que a via do VEGF é somente um dos
mecanismos de doenca. Postula-se, que em determinados doentes, 0s principais
mecanismos fisiopatoldgicos ativos serdo o0s associados a inflamacdo ou a
neurodegeneracdo em que farmacos alternativos teriam um melhor efeito terapéutico.
Ainda assim, ndo podemos deixar de assumir que a auséncia de resposta a terapéutica

também se podera dever a um dano irreversivel nos fotorreceptores existentes.

A terapéutica anti-VEGF administrada intraocularmente é considerada segura e as

complicacdes oculares sdo raras.*

Terapia laser

Previamente ao desenvolvimento e aceitagcdo do tratamento com agentes anti-
VEGF, a terapia a laser focal ou em grelha era considerada o tratamento gold standard,
diminuindo o risco de perda moderada de vis&o.%°. A terapia a laser pode encerrar vasos
exsudativos e favorecer a reparacdo endotelial, diminuindo a extravasao de fluido através
da barreira hematorretiniana lesionada®! e até estimular uma certa reabsorgio.3*

A terapia com laser ainda desempenha um papel importante nos casos que nédo
envolvem o centro da fovea mas sdo classificados como edema macular clinicamente
significativo com base nos critérios ETDRS.’

A maioria dos estudos que avaliaram a eficacia da terapéutica anti-VEGF no
tratamento do edema macular diabético com envolvimento do centro da fovea incorporam
a terapia laser como uma alternativa ou como tratamento combinado. O tratamento com
laser em zonas de isquemia da retina podera ter um efeito na reducéo de producdo de
VEGF. Foi demonstrado que inje¢des de bevacizumab combinadas com tratamento laser
dirigido a areas néo perfundidas da retina obtiveram um melhor resultado na melhoria da

acuidade visual que doentes em monoterapia com bevacizumab.*



Corticosteroides

A terapéutica com corticosteroides tem o objetivo de reduzir a inflamagéo no
edema macular diabético.3* Apesar de injecOes intraoculares de triamcinolona
comprovadamente reduzirem o edema macular e melhorarem a acuidade visual no curto
prazo, estdo associadas a uma elevada taxa de cirurgias as cataratas e pressao intraocular
elevada. No entanto, doses mais baixas terdo potencialmente efeitos terapéuticos

semelhantes, com taxas inferiores de complicacdes.®

Foram desenvolvidos diversos implantes de libertagdo prolongada com o objetivo

de reduzir os efeitos secundarios e obter um efeito continuo.3®

Apesar de a terapéutica anti-VEGF apresentar uma taxa de segurancga superior, 0
tratamento com corticosteroides pode ser uma arma no tratamento de doentes que nédo
reajam de forma satisfatoria a terapéutica anti-VEGF ou de forma adjuvante para reduzir
a frequéncia de tratamento em doentes com edema macular cronico persistente ou
recorrente, particularmente em doentes ja submetidos a cirurgia de cataratas

(pseudofaquicos).®’

Cirurgia

A evidéncia de que anormalidades na interface vitreomacular podem ter um efeito
na fisiopatologia do edema macular diabético fez surgir a teoria que a cirurgia de remocao
do vitreo poderia ter um efeito positivo na doenca, ao reduzir a tracdo macular e ao
melhorar a oxigenacgdo na cavidade vitrea.*® Os estudos realizados revelaram, no entanto,

resultados variaveis.®®
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Avaliacdo da concentracdo de citocinas no edema macular diabético

Por ndo ser eticamente aceitavel realizar bidpsias de retina em doentes, o estudo
dos fatores angiogénicos e pro-inflamatérios envolvidos na progressdo da retinopatia
diabética e do edema macular em humanos é, essencialmente, feito de forma indireta,
através da andlise qualitativa e quantitativa dessas proteinas no humor vitreo ou no humor

aquoso.

Permanecem algumas duvidas acerca do grau de fidedignidade dessas analises
para estabelecer um diagndstico. Um dos fatores a ter em conta aquando da interpretacao
de fatores angiogeénicos ou inflamatérios no humor vitreo ou aquoso € a origem das
proteinas. O extravasamento vascular aumentado, caracteristico da doenga, condiciona a
existéncia de niveis aumentados de proteinas,*® nio sendo seguro assumir que a
concentracdo dessas proteinas reflete a sua expressdo na retina. Apesar de existirem
métodos para estimar a contribuicdo de proteinas plasmaticas, muitos dos estudos
disponiveis ndo fornecem dados, ou ndo testam a presenca de proteinas plasmaticas ou
hemoglobina nas amostras.*! Uma concentracdo superior aos niveis séricos ¢ a Unica
garantia de que as concentracbes medidas se devem a uma expressao intraocular

aumentada.*?

A colheita de amostras de humor aquoso e humor vitreo também ndo é um
procedimento inocuo, havendo dificuldade em conseguir séries com muitos doentes e
ainda maior dificuldade em conseguir amostras de controlo. Os grupos de controlo séo,
habitualmente, compostos por doentes com outras patologias oculares ndo diabéticas e

ndo por individuos saudaveis, o que limita a interpretacao.

Métodos

Foi feita uma pesquisa online nas plataformas PubMed e B-On. Os termos de
pesquisa incluiram diabetic retinopathy, diabetic macular edema, inflammatory factor,
VEGF, cytokines. Foram selecionados artigos originais, que expressassem a concentracéo
de citocinas em doentes com edema macular diabético, privilegiando estudos com
resultados comparativos entre diferentes grupos/ grupo de controlo. As citagcdes desses

artigos foram também utilizadas para identificar outros estudos.
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a) “Vitreous Levels of Interleukin-6 and Vascular Endothelial Growth Factor Are
Related to Diabetic Macular Edema” *3

Este estudo pretendia avaliar as concentrac6es de Interleucina-6 (IL-6) e VEGF
no humor vitreo de doentes com edema macular diabético.

Foram colhidas amostras de humor vitreo de 26 doentes com edema macular
diabético e de 12 individuos com doenca ocular ndo diabética. Entre os doentes com
edema macular diabético, 20 tinham edema macular difuso e 6 edema macular cistico.
Entre os doentes com doenca ndo diabética, 9 tinham buraco macular e 3 membrana
epirretiniana, sem vitreorretinopatia proliferativa associada. Foram igualmente colhidas
amostras de plasma dos 26 doentes com edema macular diabético.

As amostras foram analisadas através de ensaio de imunoabsorcdo enzimatica
(ELISA), sendo detetadas concentragOes substancialmente elevadas de IL-6 e VEGF em
relagdo ao grupo de controlo. As concentracgdes de IL-6 e VEGF detetadas na amostra do
vitreo foram superiores as registadas no plasma em todos os doentes com edema macular

diabético.

Quadro 4 — Concentracdo de VEGF e IL-6 no humor vitreo em doentes com edema

macular diabético e no grupo de controlo

Ed. Mac. Diabético Grupo de controlo
VEGF (pg/ml)* 818 pg/ml (36.8-1902.4) 17.8pg/ml (15.6-26.2)
IL-6 (pg/ml)* 188.1 pg/ml (18.0-768.4) | 9.51 pg/ml (4.02-22.4)

Assinaladas com * as concentra¢des com valor p estatisticamente significafivo. Entre () valores minimo e

maximo medidos

Concentragbes mais elevadas de IL-6 e VEGF estavam associadas a edema
macular diabético hiperfluorescente e a maior gravidade da retinopatia diabética [VEGF:
1008.6 pg/ml (52.8-1902.4); IL-6: 228.6 pg/ml (18.0-768.4)].

N&o houve, contudo, uma diferenca significativa entre as amostras dos doentes

com edema macular difuso e edema macular cistico.

12



b) “Vitreous inflammatory factors and macular oedema” #*

Este estudo tinha como objetivo comparar as concentraces de VEGF e IL-6 em
doentes com edema macular de origem diabético, por ocluséo da veia central da retina e
por oclusdo de ramo da veia central da retina.

Foram estudadas as concentra¢cGes no humor vitreo de 36 doentes com edema
macular diabético clinicamente significativo, 25 doentes com oclusdo de ramo da veia
central da retina e 27 doentes com oclusdo da veia central da retina. Foram excluidos
doentes com injecdo prévia de agentes anti-VEGF ou corticosteroides nos 6 meses
anteriores, fotocoagulacdo laser nos 3 meses anteriores ou hemorragia do vitreo. Foram
também colhidas amostras de plasma.

As amostras foram analisadas através do método ELISA.

Quadro 5 — Concentracdo de VEGF e IL-6 no humor vitreo em doentes com edema
macular diabético, edema macular por oclusdo de ramo da veia central da retina e edema

macular por oclusao da veia central da retina

Ed. M. Diabético Ed. M. por oclusdo de | Ed. M. por ocluséo
ramo da VCR VCR
VEGF 1080.1 pg/ml (15.6 - | 1263.0 pg/ml (15.6 - 4710.0) | 1618.0 pg/ml (15.6 -
(pg/ml) 3042.0) 9040.0)
IL-6 389.1 pg/ml (21.0 - | 41.3 pg/ml (0.945-192.0) |94.1 pg/ml (6.01 -
(pg/ml)* 918.0) 383.0)]

Assinaladas com* as concentragdes com valor p estatisticamente significafivo. Entre () valores minimo e

maximo medidos. VCR — Veia Central da Retina

As concentracfes de VEGF detetadas nas varias amostras do vitreo ndo diferiam
signitivamente entre os doentes com edema macular diabético, oclusdo de ramo de veia
central da retina ou oclusdo central da retina. As concentragdes de IL-6 foram
substancialmente superiores nos doentes com edema macular diabético em relacdo aos
doentes com ocluséo de ramo de veia central da retina e ocluséo da veia central da retina.
As concentragdes no vitreo de VEGF e IL-6 estavam associadas de modo independente &
gravidade do edema macular diabético (p<0.0001 e p=0.0282, respetivamente), assim

como a gravidade do edema macular relacionado com as outras patologias em estudo.
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Os niveis plasmaticos de VEGF e IL-6 ndo demonstraram uma associa¢do com a

gravidade do edema macular.

c) “Association of Vitreous Inflammatory Factors with Diabetic Macular Edema” #°

Foram avaliadas as concentragdes de VEGF, ICAM-1, IL-6, monocyte-
chemotactic protein-1 (MCP-1) e fator derivado do epitélio pigmentado (PEDF) no
humor vitreo em 53 doentes com edema macular diabético, 8 doentes diabéticos sem
retinopatia e 15 doentes com doenca ocular ndo diabética. Entre os doentes com edema
macular diabético, 22 tinham edema macular difuso e 31 edema macular cistico.

As concentracdes de VEGF, ICAM 1, IL-6 e MCP 1 foram medidas através do
método ELISA e as concentracdes de PEDF através de sandwich ELISA.

Os resultados mostraram que as concentracdes no humor vitreo de VEGF, ICAM
1, IL-6 e MCP 1 em doentes com edema macular diabético eram superiores aos doentes
sem retinopatia e aos doentes sem diabetes.

A concentracdo de PEDF nos doentes com edema macular diabético era

significativamente inferior a do grupo sem edema.

Quadro 6 — Concentracdo de marcadores no humor vitreo de doentes com edema macular

diabético, doentes diabéticos sem retinopatia e doentes sem diabetes

Edema macular S/ retinopatia S/ diabetes
VEGF (pg/ml)* 1086,4 (15.6-3450.0) | 20.4 (15.6-69.6) 35.6 (15.6-86.4)
ICAM-1 (ng/ml)* | 18.6 (5.84-52.6) 6.44 (5.00-16.2) 8.42 (5.00-18.4)
IL-6 (pg/ml)* 192.4 (18.0-823.4) 8.74 (4.00-23.2) 18.8 (4.00-66.4)
MCP-1 (pg/ml)* | 1764.4 (176.4-3298.6) | 426.3 (116.4-1128.6) | 678. (143.8-1654.2)
PEDF (ng/ml)* | 3.20 (1.95-18.8) 23.4 (7.84-56.3) 24.6 (16.6-39.3)

Assinaladas com* as concentragdes com valor p estatisticamente significafivo. Entre () valores minimo e

maximo medidos

As concentragdes de VEGF, ICAM 1, IL-6 e MCP 1 eram significativamente
superiores nos doentes com edema macular diabético hiperfluorescente, enquanto a
concentracdo de PEDF era inferior, quando comparadas com doentes com edema macular
minimamente fluorescente. As concentracdes de VEGF e ICAM 1 foram as que mais se

relacionaram com a gravidade do edema macular diabético
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Quadro 7 — Concentracdo de marcadores no humor vitreo de doentes com edema macular

diabético hiperfluorescente e hipofluorescente em angiografia com fluoresceina

Hiperfluorescente Hipofluorescente
VEGF (pg/ml)* 1712.4 (253.6-3450.0) 533 (15.6-1612.4)
ICAM-1 (ng/ml)* 22.4 (7.10-52.6) 8.96 (5.84-17.6)
IL-6 (pg/ml)* 244.1 (18.0-823.4) 93.2 (18.0-262.4)
MCP-1 (pg/ml)* 2116.8 (352.6-3298.6) 1264.6 (176.4-2032.4)
PEDF (ng/ml)* 2.47 (1.95-8.31) 4.73 (1.95-19.2)

Assinaladas com* as concentragcdes com valor p estatisticamente significafivo. Entre () valores minimo e

maximo medidos

d) “Retinal morphologic changes and concentrations of cytokines in eyes with diabetic

macular edema” 46

Este estudo avaliou a relacdo entre VEGF, IL-6 e IL-8 e a morfologia do edema
macular diabético avaliada por tomografia de coeréncia 6tica (OCT).

Foram estudadas 52 amostras de humor vitreo de doentes com edema macular
clinicamente significativo. Os niveis de VEGF foram medidos usando o método ELISA
e os niveis de IL-6 e IL-8 foram medidos usando um kit Multiplex.

Comparando doentes com padrao difuso, cistico e descolamento seroso da retina,
verificou-se que as concentragdes de I1L-6 e IL-8 eram significativamente superiores nos
doentes com descolamento seroso da retina, sendo que as concentracdes de IL-6 eram as
mais fortemente correlacionadas com descolamento seroso da retina.

Os valores de VEGF estavam correlacionados com os de 1L-6.

Os doentes com edema macular cistico apresentaram valores de I1L-6 e IL-8

inferiores a média.

e) “Comparison of aqueous concentrations of angiogenic and inflammatory cytokines

based on optical coherence tomography patterns of diabetic macular edema” %6

Com o objetivo de comparar as concentragdes de IL-6, IL-8, Interferon y - Induced

Product-10 (IP-10), MCP-1, fator de crescimento derivado de plaquetas-AA (PDGF-AA)
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e VEGF em diferentes padrées morfologicos de edema macular diabético, baseado em
tomografia de coeréncia 6tica (OCT), foram colhidas amostras de humor aquoso de 50
doentes com edema macular diabético e 12 individuos sem doenca.

As amostras foram analisadas através do método Multiplex.

Quadro 8 - Concentracdo de marcadores nos trés tipos morfoldgicos de edema macular

diabético e no grupo de controlo

Edema macular diabético
Grupo de
] ) Descolamento
Controlo Difuso Cistico )
seroso da retina

IL-6 (pg/ml)* 17.7 394 20.9 47.1
IL-8 (pg/ml)* 10.8 21.0 29.5 31.8
IP-10 (pg/ml)* 239.5 390.0 398.0 479.0
MCP-1 (pg/ml)* 1166.1 2495.0 3121.2 4211.8
PDGF-AA (pg/ml) 71.7 68.3 77.7 86.5
VEGF (pg/ml)* 38.4 68.5 79.2 94.4

Assinaladas com* as concentrac@es com valor p estatisticamente significafivo

O grupo de doentes com edema macular diabético apresentou concentracdes
superiores de IL-6, IL-8, IP-10, MCP-1 e VEGF. Nao houve diferenca significativa na
concentracdo de PDGF-AA entre o grupo de controlo e o grupo com edema macular
diabético.

A concentracdo de IL-6 foi significativamente inferior nos doentes com edema
macular diabético cistico, ndo havendo diferenca entre os outros dois grupos.

A concentracdo de IL-8 foi significativamente superior nos doentes com edema
macular difuso e descolamento seroso da retina, ndo apresentando diferencas
significativas entre si.

A concentragdo de IP-10 e PDFG-AA foi superior no grupo com descolamento
seroso da retina, no entanto esta diferenca s teve significancia estatistica quando
comparado com o edema macular difuso.

As concentragdes de MCP-1 e VEGF nédo apresentaram diferengas entre 0s
doentes com diferentes morfologias de edema macular diabético, mas foram

substancialmente superiores aos doentes sem doenga.
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f) “Cytokine Concentration In Aqueous Humor Of Eyes With Diabetic Macular

Edema” 3*

Este estudo pretendeu avaliar a relacdo de um vasto leque de proteinas com o
edema macular diabético. Foi estudada a concentracao do fator de crescimento tecidual
(TGF)-0, TGF-p, fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento de
fibroblastos (FGF-p), fator de crescimento humano (HGF)-B, Interferdo (IFN)-a, IFN-f,
IFN-y, IL-1a2, IL-1b, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p40, IL-12p70, IP-
10, ICAM 1, monocyte-chemotactic protein (MCP)-1, MCP-3, fator inibitorio da
migracdo de macréfagos (MMIF), monocina induzida pelo Interferdo y (MIG),
metaloproteinase de matriz (MMP)-1, MMP-9, inibidor do ativador do plasminogénio
(PAI)-1, PIGF, PDGF, fator derivado das células do estroma (SDF)-1, tumor necrosis
factor a-related apoptosis inducing ligand (TRAIL), VCAM e VEGF no humor aquoso
de 23 doentes com edema macular diabético difuso e em 22 doentes que iriam realizar
cirurgia eletiva a cataratas. O tratamento prévio com laser, bevacizumab ou triamcinolona
ndo foi critério de exclusdo, desde que tivessem sido realizados ha mais de 9 meses.

As amostras foram analisadas através de kit Multiplex.

Comparativamente ao grupo de controlo, foram medidas concentragfes
significativamente superiores de EGF, HGF, ICAM-1, IL-3, IL-6, IL-8, IP10, MCP-1,
MIG, MMP-9, PAI 1, PIGF, TGF-B, VCAM e VEGF. Em relagdo as outras citocinas
estudadas ndo foi detetada diferenca significativa em relacdo ao grupo de controlo.

A citocina que mais fortemente se correlacionou com a espessura da méacula foi
ICAM 1.
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Quadro 9 — Concentracdo de marcadores aumentados no humor aquoso de doentes com

edema macular diabético e no grupo de controlo

(pg/ml) Edema macular diabético | Grupo de controlo
VEGF* 86.9 (0.00-194.6) 43.1 (0.0-102)
PIGF* 12.2 (0.00-47.5) 1.54 (0.00-10.0)
IL-6* 77.6 (0.00-497) 7.48 (0.00-69.1)
IL-8* 4.41 (0.00-22.4) 0.43 (0.00-1.98)
ICAM-1* 1023 (217-3675) 319 (83-1214)
MCP-1* 358 (78-744) 168 (58-396)
|P-10* 42.7 (0.00-138) 30.9 (7.68-128)
IL-3* 1.52 (0.00-8.40) 0.42 (0.00-4.06)
HGF* 229 (38-1044) 121 (47-187)
EGF* 6.9 (0.70-12.8) 4.02 (0.00-7.9)
PAI-1* 527 (61-2670) 127 (18.7-1193)
TGF- p* 44.8 (10.7-140) 18.4 (6.06-63.9)
MIG* 56.0 (24.3-93.9) 34.8 (7.64-60.9)
MMP-9* 96.4 (0.00-584) 15.9 (0.00-112)
VCAM* 2060 (264-6621) 765 (167-1645)

Assinaladas com* as concentragdes com valor p estatisticamente significafivo. Entre () valores minimo e

maximo medidos

g) “Effect of Intravitreal Bevacizumab Injection on Aqueous Humor Cytokine

Levels in Clinically Significant Macular Edema” #’

Este estudo analisou o efeito do tratamento com bevacizumab na concentracdo de
IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, VEGF, TNF-a, Interferdo-y, EGF e MCP-1.
Para o efeito foram recolhidas amostras de humor aquoso de 17 doentes com edema
macular diabético clinicamente significativo, previamente a injecdo de bevacizumab, e
11 amostras em pacientes que realizaram cirurgia eletiva as cataratas e analisadas usando
biochip.

Né&o foram excluidos pacientes submetidos a tratamento prévio com bevacizumab,
desde que o mesmo tivesse sido realizado mais de 8 semanas antes e apresentassem

recorréncia do edema, mas foram analisados num subgrupo diferente.
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Quadro 10 — Concentracdo de marcadores no humor aquoso de doentes com

edema macular diabético ndo tratado, com recorréncia apos bevacizumab e grupo de

controlo
Edema Macular Edema macular
Grupo de o 3 )
(pg/ml) Diabético néo- recorrente apos
Controlo )
tratado bevacizumab
IL-2 7.018.0 2.4+29 22424
IL-4 8.0+4.2 6.6+1.1 6.9+0.5
IL-6* 26.4+36.5 167.3+292.4 94.9+70.9
IL-8* 10.7+£7.4 134.0+251.6 62.0+110.4
IL-10 0.9+1.0 0.5+0.7 0.8+1.5
VEGF* 97.2+46.0 242.3+11.2 27.1+35.4
IFN-y 49+7.4 3.543.2 2412 .4
TNF-a 3.1+3.6 6.71£16.7 0.7+0.4
IL-1a 0.7+0.4 1.0+1.0 0.7+0.4
IL-1b 1.0+0.6 0.7+0.8 0.5+0.4
MCP-1* 520.8+184.5 734+136.7 826+114.3
EGF 1.3+1.5 1.8+2.4 0.8+0.9

Assinaladas com* as concentra¢es com valor p estatisticamente significafivo

As concentracbes de IL-6, IL-8, MCP-1, e VEGF foram significativamente

superiores nos doentes com edema macular diabético, com exce¢do do grupo previamente

submetido a bevacizumab, que apresentou valores infra fisiolégicos de VEGF, mesmo

tendo recorréncia do edema.

Os valores de IL-6, IL-8, MCP-1 ndo foram afetados pelo tratamento com

bevacizumab.

Nos doentes com recorréncia apds bevacizumab, foi encontrada uma relacéo

inversa entre as concentragdes de VEGF e IL-6 e MCP-1.
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h) “Angiogenic And Inflammatory Markers In The Intraocular Fluid Of Eyes
With Diabetic Macular Edema And Influence Of Therapy With Bevacizumab” 8

Foi estudada a associacdo entre a resposta ao tratamento com bevacizumab e 0s
niveis de citocinas.

Foi colhido o humor aquoso de 10 doentes com edema macular diabético do tipo
difuso e comparado com o de 10 doentes que iriam realizar uma cirurgia eletiva a
cataratas. Foram excluidos doentes que tivessem realizado tratamentos intravitreo com
anti-angiogenicos ou corticosteroides ha menos de 3 meses.

As concentragdes de IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, ICAM-1, interferdo-y, MCP-1, TNF-
a, EGF, FGF-2, PDGF-AA e VEGF. foram medidas através de Multiplex.

Todos os doentes foram tratados inicialmente com uma injecdo de 1.5mg de

bevacizumab e reavaliada a necessidade de novo tratamento mensalmente.

Quadro 11 - Concentracdo de fatores detetados no humor vitreo de doentes com edema

macular diabético e grupo de controlo

(pg/ml) Edema macular diabético Grupo de Controlo
IL-6 46.47 (12.2-58.43) 15.4 (0.8-20.44)

IL-8* 16.2 (9.35-23.3) 4.06 (1-6.5)

MCP-1* 1513 (753-2275) 512.64 (216.6-759.8)
VEGF 273.3 (76.8-367.9) 57.62 (37.58-85.32)

Assinaladas com* as concentragdes com valor p estatisticamente significafivo. Entre () valores minimo e

maximo medidos

A concentracdo de IL-8 e MCP-1 estava signitivamente aumentada nos doentes
com edema macular diabético. As concentracdes de VEGF e IL-6 também estavam
aumentadas, mas sem significancia estatistica. Apds a primeira sessdo de tratamento, 0s
niveis no humor aquoso de VEGF diminuiram para niveis infra fisioldgicos, ndo se
relacionando com a recorréncia da doenca.

As concentragbes medidas no primeiro més mantiveram-se inalteradas em

avaliagdes subsequentes, independentemente da melhoria clinica.
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i) “Changes in aqueous concentrations of various cytokines after intravitreal

triamcinolone versus bevacizumab for diabetic macular edema” #°

Foram selecionados 11 pacientes com edema macular diabético bilateral e 6
doentes que iriam realizar cirurgia eletiva de cataratas, sem outra doenca ocular. Os
doentes com EMD foram tratados com uma injecdo intravitrea de 4mg de triamcinolona
e de 1.25mg de bevacizumab em cada olho.

Foram colhidas amostras de humor vitreo antes do tratamento e 4 semanas apos,
e medidas as concentracdes de 1L-6, IL-8, IP-10, MCP-1, PDGF-AA e VEGF através de
Multiplex.

Todas as citocinas avaliadas apresentavam concentragdes mais elevadas nos
doentes com edema macular diabético comparativamente ao grupo de controlo sem
doenca, no entanto, somente IL-8, IP-10, MCP-1 e VEGF apresentava valores

significativamente superiores.

Quadro 12 — Concentracédo de fatores no humor aquoso em doentes com edema macular

diabético, previamente ao tratamento, e no grupo de controlo

Grupo de Edema macular diabético
(pg/ml) —— .

Controlo triamcinolona IV | bevacizumab IV
IL-6* 11.7 (3.5-54.2) 29.9 (10.1-82.5) 26.7 (13.8-107.0)
IL-8 4.8 (3.0-16.7) 28.2 (6.2-77.5) 23.9 (11.1-39.7)
|P-10* 309 (104-326) 366 (171-1380) 401 (126-1990)
MCP-1* 1060 (712-1940) 3850 (2060-4380) | 3770(2660-4490)
PDGF-AA* 71.0 (41.0-85.7) 68.7 (31.4-141.0) | 81.0 (14.3-140.0)
VEGF* 32.3(12.9-69.7) 55.0 (36-262) 61.5 (31.8-200.1)

Assinaladas com* as concentragdes com valor p estatisticamente significafivo. Entre () valores minimo e

maximo medidos

Apbs o tratamento, os valores de IL-6, IP-10, MCP-1, PDGF-AA e VEGF
diminuiram no grupo de olhos submetidos a tratamento com Triamcinolona. No grupo de
olhos submetido a tratamento com Bevacizumab, somente os niveis de VEGF estavam
significativamente diminuidos, apesar de ter sido observado um decréscimo nos valores
de IP-10 e MCP-1. Né&o se observou uma diminui¢do da concentragéo de IL-8 em nenhum

dos grupos.
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Quadro 13 — Concentracédo de fatores no humor aquoso em doentes com edema macular

diabético, 1 més apds injecdo intravitrea com triamcinolona ou bevacizumab

Edema macular diabético

(pg/ml) —— .

triamcinolona IV bevacizumab 1V
IL-6 13.8 (2.8-36.3)* 24.0 (6.5-147.0)
IL-8 25.3 (12.4-95.8) 23.6 (11-74.2)
IP-10 249 (28.7-717.0)* 433 (268-4570)
MCP-1 1090 (351-4150)* 3840 (1790-4490)
PDGF-AA 37.1(10.9-69.7)* 72.7 (23.6-117)
VEGF 10.5 (0.1-372)* 0.1 (0.1-28.3)*

(*) Assinaladas com* as concentragfes com valor p estatisticamente significafivo. Entre () valores minimo

e maximo medidos

Em estudos anteriores foi observado que o tratamento com bevacizumab num olho
também afeta o olho contralateral. O mesmo podera suceder com os corticosteroides. Este

efeito parece ser, no entanto, despiciendo.*

J) “Aqueous cytokine and growth factor levels indicate response to

ranibizumab for diabetic macular oedema” %!

Este estudo envolveu 68 doentes com edema macular difuso, nunca tratados para
0 edema macular diabético, que receberam uma injecdo intravitrea de 0.5mg de
ranibizumab. Foram medidas as concentracfes de VEGF, PIGF, recetor soltvel do fator
de crescimento vascular endotelial (SVEGFR)-1, sVEGFR-2, MCP-1, ICAM-1, PDGF-
AA, IL-6, IL-8 e IP-10 através de Multiplex.

Todos os doentes receberam uma injecéo inicial de ranibizumab, sendo avaliados
mensalmente, e repetida a dose até se verificar uma resposta ao tratamento, durante um
periodo de estudo de 6 meses.

Os doentes que tinham respondido ao tratamento, mas em quem se tinha
observado uma recorréncia da doenca recebiam novo tratamento com ranibizumab.

Em 35% (24/68) dos olhos tratados, uma injecdo com ranibizumab foi suficiente

para diminuir o edema macular.
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Em 17.6% (12/68) dos olhos tratados, 6 meses de tratamento com ranibizumab
nédo levaram a uma remisséo da doenga.

N&o foi observada relacdo entre a acuidade visual inicial e a resposta ao
tratamento.

N&o foi observada relacdo entre a espessura da macula inicial e a resposta ao
tratamento.

A terapéutica com ranibizumab foi mais eficaz nos doentes em que foram medidas
concentracdes mais elevadas de citocinas pro-angiogénicas, VEGF, PIGF e SVEGFR1 e
concentracdes mais elevadas de citocinas inflamatérias, MCP-1, ICAM-1, IL-6 e IP-10.
Quanto mais baixa a concentragédo destas citocinas, pior a resposta ao tratamento.

As concentragfes de SVEGFR2, assim como de IL-8 ou PDGF-AA néo

evidenciaram nenhuma relacdo com a resposta ao tratamento.

I) “Aqueous cytokine levels are associated with reduced macular thickness after

intravitreal ranibizumab for diabetic macular edema?” °2

Foi estudado o efeito do tratamento com ranibizumab e a relacdo com as concentracoes
de 36 citocinas inflamatérias em 12 doentes (13 olhos) com edema macular diabético. As
concentracdes de eotaxina-1, granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-
CSF), IL-1ra, IL-3, IL-5, IL-6, IL-8, IP-10, MCP-1, MIP-1a, MIP-1pB, TNF-a, EGF, FGF-
2, TGF-a, fms-related tyrosine kinase 3 (FLT3), fractalkina (CX3CL1), IFN-02, INF-y,
growth-regulated oncogene (GRO)-1, IL-10, MCP-3, IL-12p40, quimiocina derivada de
macréfagos (MDC), IL-12p70, IL- 13, IL-15, IL-17A, IL-1a, IL-9, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-
6, IL-7, and TNF-p foram medidas através Multiplex, antes do tratamento e 1 més apos

tratamento.

Das citocinas estudadas, 25 tinham concentracGes baixas em todas as amostras,
ou ndo foram encontradas em amostras suficientes para permitir um estudo comparativo
(EGF, FGF-2, TGF-a, GM-CSF, FLT3, CXC3CL1, IFN-a2, IFN-y, GRO-1, IL-10, MCP-
3, IL-12p40, MDC, IL-12p70, 1L-13, IL-15, IL-17A, IL-1a, IL-9, IL-1pB, IL-2, IL-4, IL-
6, IL-7, e TNF-p).

Nos doentes com edema central da mécula, uma concentragdo mais elevada de IP-
10, antes do tratamento, associou-se a uma melhor resposta ao ranibizumab. Nos doentes

com edema difuso, concentragdes mais elevadas de GM-CSF, IP-10 ¢ TNFa e
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concentracdes mais baixas de eotaxina-1, IL-5 e I1L-8 associaram-se a melhor resposta ao
tratamento.

Um més apos o tratamento, nos doentes com edema central, uma diminuicdo da
concentracdo de IP-10 ou uma concentracdo mais elevada de MIP-a associaram-se a uma
melhor resposta ao tratamento. Nos doentes com edema difuso, uma diminuicdo na
concentragéo de IL-5, IL-8 e IP-10 ou concentra¢des mais elevadas de eotaxin-1 e MIP-
1B associaram-Se a uma melhor resposta.
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Discussao

VEGF

A via celular da citocina pro-angiogenica VEGF pode ser considerada uma peca-
chave na fisiopatologia do edema macular diabético, facto corroborado pela elevada taxa
de sucesso alcancado pelas terapéuticas com agentes anti-VEGF (h,)).

Concentracbes mais elevadas de VEGF estdo relacionadas com uma maior
atividade da doenca (avaliada por uma hiperfluorescéncia na angiografia com
fluoresceina) e com maior gravidade da retinopatia diabética (a, b, c, ), apesar de néo ter
sido encontrada uma relagdo entre estes achados e a acuidade visual ou a espessura
macular. N&o existe uma relacdo entre concentragcbes mais elevadas de VEGF e uma
menor acuidade visual, ou espessura macular superior. (c, j)

Né&o foi encontrada uma relacdo clara entre o padrdo morfologico observado na
tomografia de coeréncia 6tica e a concentracdo de VEGF. (a,b,d,e,f)

As concentragdes de VEGF previamente ao tratamento inaugural podem prever a
resposta a terapéutica com agentes anti-VEGF. Concentra¢fes mais elevadas relacionam-
se com uma melhor resposta ao tratamento, enquanto concentra¢cdes menos elevadas tém
taxas de sucesso inferiores. (h, j). Nestes doentes podem estar ativas outras vias, que ndo
a do VEGF, ou simplesmente apresentarem danos que sao irreversiveis.

O tratamento com agentes anti-VEGF leva a uma diminui¢do das concentracdes
de VEGF para valores infra fisiologicos, o que ndo se relaciona com a resposta ao
tratamento nem com a remissao da doenga. O mesmo se verifica com a resposta ao

tratamento com corticosteroides. (g, h, 1, j)

IL-6

A concentragdo da citocina pro-inflamatdria I1L-6 esta aumentada em todos 0s
doentes com edema macular diabético e os seus valores estdo fortemente relacionados
com os valores de VEGF, exceto nos doentes tratados com agentes anti-VEGF que,
consequentemente, apresentam niveis artificialmente baixos de VEGF. Este facto atesta
que o edema macular diabético é também uma doenca inflamatdria, e que a inflamagéo
nédo e dependente de VEGF, apesar de haver uma correlacdo direta entre a ativacado das

duas vias.
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Tal como o VEGF, concentracdes mais elevadas de IL-6 estdo relacionadas com
uma maior atividade da doenca (avaliado por uma hiperfluorescéncia na angiografia com
fluoresceina) e com maior gravidade da retinopatia diabética (a, b, c, j), apesar de néo ter
sido encontrada uma relacdo entre estes achados e a acuidade visual ou a espessura
macular. Nao existe uma relacao entre concentragcdes mais elevadas de IL-6 e uma menor
acuidade visual, ou espessura macular superior. (c, j)

Entre os diferentes padrées morfoldgicos observados na tomografia de coeréncia
Otica, 0 edema macular cistico parece estar associado a concentrac@es significativamente
inferiores de I1L-6 e 0 edema macular com descolamento seroso da retina a concentracfes
significativamente superiores.

A concentracdo de IL-6 ndo é significativamente afetada pelo tratamento com
agentes anti-VEGF, mas niveis mais elevados da citocina estdo associados a uma melhor
resposta ao tratamento comparativamente a doentes com concentracdes mais baixas de

IL-6. O tratamento com corticosteroides provoca uma diminui¢&o nos niveis de IL-6. (g,

i)

ICAM-1

Foram encontradas concentracdes elevadas da molécula de adesdo ICAM-1 em
todos os doentes com edema macular diabético. Varios estudos demonstraram que as
concentracdes de ICAM-1 foram as que se correlacionaram mais fortemente com a
atividade da doenca (através de hiperfluorescéncia na angiografia com fluoresceina), com
a espessura central da macula e com a acuidade visual. (c, f, g, j). Esta correlagdo néo foi
observada com nenhuma outra citocina estudada.

Ao nivel da vasculatura da retina, € provavel que a ICAM-1 desempenhe um papel
fundamental na patogénese do edema macular diabético ao potenciar a adesdo
leucocitaria, aumentar a permeabilidade vascular e promover a oclusdo capilar. Em
modelos animais com retinopatia diabética, a inibicdo da ICAM-1 levou a uma
diminuicdo da leucostase e extravasdo vascular, levando Miyamoto K et al. a propor a
inibicdo da ICAM-1 como um potencial alvo terapéutico na doenca diabética ocular.>

A concentracdo de ICAM-1 ndo é significativamente afetada pelo tratamento com
agentes anti-VEGF, mas niveis mais elevados estdo associados a uma melhor resposta ao

tratamento em comparacdo a doentes com concentragfes mais baixas de ICAM-1. (j)
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IL-8

A interleucina-8 é uma citocina pro-inflamatéria e angiogénica, produzida pelas
células endoteliais e da glia em condi¢fes de isquemia na retina. A IL-8 atua como fator
quimiotatico, atraindo neutrofilos e ativando células-T. Sabe-se igualmente, que induz a
angiogénese.>*

Doentes com edema macular diabético apresentam concentracdes aumentadas de
IL-8 no humor vitreo e aquoso. Os doentes com edema macular cistico, apresentam
concentracdes medias de IL-8, tal como de IL-6, inferiores a média. J& os doentes com
edema macular com descolamento seroso da retina apresentam concentracfes de IL-8 e
IL-6 superiores a média. (d,e,g,h)

O tratamento com agentes anti-VEGF, ao contrario dos corticosteroides, ndo

diminuiu as concentragdes de 1L-8. (h,i)

MCP-1

A MCP-1 é uma quimiocina produzida pelas células endoteliais da retina, que atrai
monacitos e macrofagos. A atividade da MCP-1 parece estar ligada a atividade do VEGF,
uma vez que a expressao do gene VEGF-A é mediada pela MCP-1.¢

Os doentes com edema macular diabético apresentam concentracGes elevadas de
MCP-1, mas ndo foi encontrada uma correlacdo com a gravidade da doenga ou com a
morfologia.

A concentracdo de MCP-1 ndo é afetada pelo tratamento com agentes anti-VEGF,
mas concentragbes mais elevadas correlacionaram-se com uma melhor resposta ao

tratamento. O tratamento com corticosteroides fez diminuir as concentragdes de MCP-1.
(h.i.j)

IP-10

A IP-10 é uma quimiocina anti-angiogénica induzida pelo interferdo-y que atua
reduzindo a concentragio de VEGF.®’

Doentes com edema macular diabético apresentam concentracoes elevadas de IP-
10 e concentragdes mais elevadas apresentam uma melhor resposta ao tratamento com
agentes anti-VEGF. A concentracdo de IP-10 diminui com o tratamento, e descidas mais
acentuadas associam-se a melhor resposta.

Doentes com edema macular com descolamento seroso da retina parecem ter

concentragcdes mais elevadas de IP-10. (e,j,l)
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PIGF

O PIGF é um fator de crescimento pro-angiogénico, membro da superfamilia
VEGF, produzido pelas células do epitélio pigmentado da retina. Estruturalmente
semelhante ao VEGF-A, vai ligar-se ao VEGFR-2, levando a uma disrupc¢éo na barreira
hematorretiniana e extravaséo vascular.>®

O fenofibrato, agonista do PPAR—a, demonstrou ser capaz de reduzir o risco de
progressdo de retinopatia diabética até 40%%* e o principal mecanismo de agdo podera
dever-se a inibicdo da producédo PIGF,%® o que demonstra a importancia deste fator na
sequéncia de eventos.

Doentes com edema macular diabético apresentam concentragdes elevadas de
PIGF.

A terapéutica anti-VEGF é eficaz na diminuicdo da concentracdo de PIGF e
concentracOes superiores relacionaram-se com uma boa resposta ao tratamento com
agentes anti-VEGF.

SVEGFR1

Todos os membros da familia do VEGF exercem o seu efeito através da ligacao a
recetores de tirosina-cinase na superficie celular, activando-0s.>® S&o conhecidos 3
recetores de VEGF: VEGFR1; VEGFR 2; VEGFR 3. O VEGFR3 é um mediador da
linfangiogenese, ndo estando relacionado com a fisiopatologia do edema macular
diabético. O VEGFR2 parece mediar a maioria das respostas celulares associadas ao
VEGF. A funcdo do VEGFRL1 é, em parte, funcionar como modulador de VEGFR2. A
disrupcao da barreira hemato-retiniana relaciona-se com a atividade da VEGFR1.58 Como
seria expectavel, concentracdes mais elevadas de sSVEGFR1 no humor aquoso, assim
como de PIFG e VEGF, estdo associadas a uma melhor resposta ao tratamento com
agentes anti-VEGF. As concentracdes de sSVEGFR2, no entanto, ndo se relacionaram com

a resposta ao tratamento. (j)

PEDF

Tal como o VEGF, o PEDF é produzido pelas células do epitélio pigmentado,
tendo, no entanto, um efeito anti-angiogenico. Teoricamente, a acdo desta citocina tem
um efeito protetor contra a evolucao do edema macular.

Foi medida uma concentracdo bastante inferior de PEDF nos doentes com edema

macular diabético. Doentes diabéticos, sem retinopatia, apresentaram concentraces
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semelhantes a ndo diabéticos. Estes resultados indiciam que a inibi¢cdo de PEDF tem um
papel central da fisiopatologia da retinopatia diabética e do edema macular diabético e

podera ser um importante alvo terapéutico.

Eotaxina-1

ConcentragGes mais baixas de eotaxina-1 associaram-se a uma melhor resposta ao
tratamento anti- VEGF em doentes com edema macular difuso. Observou-se também um
aumento da concentracdo associado ao sucesso da terapéutica. (I)

O mecanismo de acdo da eotaxina-1 tem sido associado a degeneragdo macular
associada a idade, particularmente a neovasculariza¢do coroideia. Foi reportado que o
bloqueio da via de agdo da eotoxina-1 é mais eficaz que o anti-VEGF no tratamento da
neovascularizacdo coroideia da degeneracdo macular associada a idade.®® Este facto
sustenta a hipotese de que estas vias sao autdnomas, e pode justificar a melhoria do edema

macular diabético em doentes com baixa concentracdo de eotaxina-1.

TNFa

O TNFa contribui para a disfuncdo da barreira hematorretiniana através da
regulacdo das proteinas das jun¢des oclusivas nas células endoteliais. O TNFa também
entra na cascata da extravasdo vascular induzida pelo VEGF.®! A inibi¢io do TNFa
reduziu a leucostase, a disrupc¢do da barreira hematorretiniana e a activacdo de NF-xB na
retina de diabéticos.®?

Foram detetadas concentragdes aumentadas de TNFa em alguns doentes com
edema macular diabético, mas existiu uma rela¢do inversa entre a espessura macular e a

concentragdo de TNFa (1)
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Quadro 14 — Principais fatores alterados no edema macular diabético e suas

caracteristicas mais relevantes

Concentracéao

Achados principais

VEGF

T

Concentracdo mais elevada associada a
melhor resposta a tratamento anti-VEGF

IL-6

Concentracdo mais elevada associada a
melhor resposta a tratamento anti-VEGF;
Concentracéo inferior a média nos
doentes com edema macular cistico —
lesdo irreversivel?

ICAM-1

Forte correlacédo direta entre espessura da
maécula e concentracdo

IL-8

Concentracédo superior a média nos
doentes com descolamento seroso da
retina;

Concentracdo inferior a média nos
doentes com edema macular cistico —
lesdo irreversivel?

MCP-1

Concentracdo mais elevada associada a
melhor resposta a tratamento anti-VEGF

IP-10

Concentracdo mais elevada associada a
melhor resposta a tratamento anti-VEGF

PIGF

Concentracdo mais elevada associada a
melhor resposta a tratamento anti-VEGF

SVEGFR-1

Concentracdo mais elevada associada a
melhor resposta a tratamento anti-VEGF

PEDF

Concentracdo diminuida nos doentes com
edema macular diabético

Eotaxina-1

Concentra¢do mais elevada associada a
pior resposta a tratamento anti-VEGF

TNFa

Relacéo inversa entre concentragéo e
espessura da macula, mas elevada em
certos doentes
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Fatores inflamatorios e angiogénicos e resposta ao tratamento

O edema macular diabético é provocado por alteracGes celulares inflamatorias e
angiogenicas, que atuam de maneira independente e sinérgica. Uma vez que o tratamento
com corticosteroides ou com agentes anti-VEGF atua na modulacdo destas vias, s6 0
conhecimento antecipado dos mecanismos predominantes em cada doente pode prever a
eficacia do tratamento instituido. O edema macular diabético é resistente ao tratamento
em cerca de 30% dos caso0s.?® O tnico método fiavel e pratico para determinar as vias
fisiopatoldgicas mais ativas em cada doente é a analise do seu humor aquoso, colhido,

por exemplo, aquando da primeira sessdo de tratamento.

Os doentes com maior probabilidade de responder ao tratamento com agentes anti-
VEGF apresentam caracteristicas bem definidas, nhomeadamente, concentracGes mais
elevadas de VEGF, PIGF, sVEGFR1, MCP-1, ICAM-1, IL-6 e IP-10. Estes tém, como
seria de prever, uma grande ativacdo da via pro-angiogénica, mas também uma
componente inflamatéria muito marcada e que provou ser independente de VEGF. Este
grupo parece englobar a maioria dos doentes com edema macular diabético, o que

confirma a relevancia da via do VEGF na patogénese do edema macular diabético.

O grupo de doentes em que o tratamento com anti-VEGF ndo é tdo eficaz
apresenta caracteristicas mais heterogéneas. O facto de ndo haver uma expressdo tao
elevada dos marcadores referidos para o grupo anterior pode significar que estdo ativas
outras vias causadoras da doenca (como a via da eotaxina-1) mas numa parte significativa

dos doentes devera significar que existem danos irreversiveis na retina.

O tratamento com corticosteroides afeta um espectro mais alargado de citocinas,
tendo um efeito teoricamente mais poderoso que o tratamento anti-VEGF. No entanto, 0s
estudos comparativos ndo demonstram uma diferenca muito significativa entre a eficacia
dos agentes anti-VEGF e os corticosteroides, 0 que, mais uma vez, apoia a hipétese de se
tratarem de doentes com danos irreversiveis. Ainda assim, alguns doentes que néo
respondem bem ao tratamento com agentes anti-VEGF podem beneficiar do tratamento
com corticosteroides, mas a informacao existente ndo permite estabelecer o perfil desses
doentes. A diminuicdo da taxa de complicagdes associada aos corticosteroides podera

impulsionar este tratamento e superar a terapéutica anti-VEGF.
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Individuos com concentragdes mais elevadas de Eotaxina-1 ou outras vias ainda
desconhecidas, que respondem mal ao tratamento anti-VEGF, poderiam beneficiar de
tratamento dirigido, mas sdo necessarios mais estudos para esclarecer a verdadeira

importancia destas vias.

A concentracdo de PEDF, uma citocina com acdo anti-angiogenica, antagonista
do VEGF, esta diminuida nos doentes com edema macular diabético. O estudo mais
aprofundado do mecanismo envolvido na repressao da producdo de PEDF podera levar a

descoberta de um promissor alvo terapéutico.

Algumas pistas apontam para uma possivel relacao entre a morfologia do edema
macular diabético avaliada por tomografia de coeréncia ética e a resposta ao tratamento.
Apesar de se observar uma relacéo entre o edema difuso e uma concentragéo elevada de
IL-8, e entre 0 edema cistico e concentracdes mais baixas de IL-6 e IL-8, a informacéo

disponivel ndo permite tirar conclusdes definitivas.
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Conclusao

O edema macular diabético é caraterizado por alteragdes inflamatoérias e
angiogénicas que lesam a barreira hematorretiniana. A via da superfamilia VEGF
(essencialmente VEGF e PIGF), tem um papel central e devera ser o principal mecanismo
ativo na maioria dos doentes, realcando a importancia e eficacia do tratamento anti-
VEGF. Estes fa&rmacos sdo mais eficazes em doentes com uma grande ativagdo da via
inflamatoria e angiogénica e em fases mais precoces da doenca.

S&0 necessarios mais estudos para esclarecer o perfil de doentes que beneficiariam
do tratamento com corticosteroides em comparacao com o tratamento anti-VEGF, devido
ao maior risco de complicacdes associadas.

Concentracbes menos elevadas de citocinas inflamatérias e angiogénicas
associam-se a pior resposta ao tratamento. Numa parte significativa dos doentes a
auséncia de resposta podera dever-se a presenca de danos irreversiveis e ndo a falha
terapéutica. Noutros doentes, existird uma predominancia de vias acessorias, como a via
da Eotaxina-1 ou outras, ainda desconhecidas.

Existem algumas limitagfes associadas a este estudo. A maior parte dos estudos
revistos baseava-se em séries com poucos doentes, e sem um verdadeiro grupo de
controlo de doentes saudaveis. Os individuos estudados eram na sua maioria doentes em
tratamento e as citocinas medidas foram selecionadas por grupos de trabalho, havendo o
risco de um viés de selecdo condicionar os resultados obtidos e a nossa percepcao da
fisiologia da doenca.

Existe ainda incerteza na compreensao de certas vias da fisiopatogénese do edema
macular diabético. Sdo necessarios mais estudos para compreender melhor a relevancia
do PIGF na cascata angiogénica, uma vez que a terapéutica sistémica se revelou eficaz na
diminuicdo da progressao da retinopatia diabética num grupo significativo de doentes. A
eotaxina-1, associada principalmente a degeneracdo macular associada a idade, parece ter
um papel relevante nos doentes que nao respondem a terapéutica e apresenta-se como
potencial alvo terapéutico. A modulacdo do PEDF, antagonista do VEGF, que se
apresenta diminuido nos doentes com edema macular diabético, representa também um
possivel alvo terapéutico, com potencial para complementar, e até substituir, a terapéutica
anti-VEGF e com corticosteroides. O avanco dos métodos de diagnostico e imagem,

como a OCT, tem potencial para ajudar a classificar os doentes de modo mais preciso e
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associar alguns padrbes, como por exemplo a presenca de lesdes cisticas, ao progndstico
dos doentes e a resposta ao tratamento.

A anélise da concentragdo de citocinas permite conhecer de antemdo a
probabilidade de sucesso da terapéutica anti-VEGF. A utilidade da caracterizacdo dos
doentes com edema macular diabético, e auxilio na decisdo terapéutica, aumentara muito
associada ao desenvolvimento de novos farmacos que permitam um tratamento

personalizado evitando ciclos de tratamento com poucas hip6teses de sucesso.
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