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Resumo

RAMOS FILHO, J.A.R. Panfotocoagulacao versus panfotocoagulagao
associada com ranibizumabe intravitreo para retinopatia diabética
proliferativa com caracteristicas de alto risco. 110f. Tese (Doutorado) -
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo. Ribeirao
Preto. 2013.

Objetivo: Avaliar os efeitos da panfotocoagulagdo a laser (PRP) comparando
com a PRP associada com injecdo de 0,5 mg de ranibizumabe intravitreo (IVR)
em pacientes com retinopatia diabética proliferativa (RDP) com caracteristicas de
alto risco. Métodos: Estudo prospectivo incluindo pacientes portadores de RDP
de alto risco sem tratamento prévio, distribuidos aleatoriamente em dois grupos:
grupo PRP e grupo PRPplus. Avaliagbes oftalmoldgicas padronizadas, incluindo
melhor acuidade visual corrigida (MAVC), de acordo com o Early Treatment
Diabetic Retinopathy Study (ETDRS), medidas da area de vazamento de
fluoresceina na angiofluoresceinografia (FLA), medida da espessura do
subcampo macular (ESM) na Tomografia de Coeréncia Optica (OCT) foram
realizadas na visita inicial e nas semanas 16 (+2), 32 (+2) e 48 (+2), além de
eletrorretinograma (ERG) de campo total, realizado na visita inicial e na semana
48 (+2). Resultados: Vinte e nove de 40 pacientes (n=29) completaram as 48
semanas do estudo. Na visita inicial, a média £ erro-padrao da média (EPM) de
FLA (mm?) foide 9,0 + 1,3 e 11,7 % 1 ,3 (p=0,1502); MAVC (logMAR), 0,31 £ 0,05
e 0,27 + 0,06 (p=0,6645) e ESM (um), 216,3 + 10,7 e 249,4 £ 36,1 (p=0,3925),
nos grupos PRP e PRPplus, respectivamente. Foi notada significativa (p<0,05)
reducdo na FLA em todas as visitas do estudo em ambos os grupos; porém
significativamente maior no grypo PRPplus, em relacéo g0 grupo PRP, no final da
visita 48 (PRP = 2.9 + 1.3 mm? PRPplus = 5.8 + 1.3 mm?, p = 0.0291). Observou-
se piora na MAVC em todas as visitas apos o tratamento no grupo PRP (p<0,05),
enquanto que no grupo PRPplus n&o foram encontradas mudancas na MAVC.
Aumento significativo na ESM foi observado em todas as avaliagdes do estudo no
grupo PRP e significativa diminuicdo na ESM foi detectada na semana 16 do
grupo PRPplus, e ndo foi encontrada diferencga significativa, em relagéo a visita
inicial, nas semanas 32 e 48. Quanto ao ERG, foi notada significativa diminui¢ao
na amplitude da onda-b dos bastonetes para 46 + 5% (p<0,05) do valor da visita
inicial no grupo PRP e para 64 + 6% no grupo PRPplus. Essa regressao foi
significativamente maior no grupo PRP do que no grupo PRPplus (p=0,024).
Resultados similares foram observados para resposta maxima combinada (MC)
da amplitude da onda-b, com reducdo na semana 48, comparada com a visita
inicial, de 45 + 4% no grupo PRP e 62 + 5% no grupo PRPplus. A diminui¢do
deste paréametro foi significativamente maior no grupo PRP do que no grupo
PRPplus (p=0,0094). A MC da amplitude da onda-a, os potenciais oscilatérios
(PO) e a resposta ao flicker de 30 Hz mostraram redugédo estatisticamente
significativa na analise intragrupos, mas sem diferencas na analise entre os
grupos. Conclusao: Apos a PRP foi associado IVR com maior redugéo na FLA na
semana 48, comparado com PRP isoladamente, em olhos com RDP de alto risco,
sendo que o uso adicional de IVR a PRP parece proteger contra discreta perda de
acuidade visual e espessamento macular observado em olhos tratados com PRP
isoladamente. Na analise do ERG, resultados sugerem que o tratamento de RDP
de alto risco com PRP associado com IVR é efetivo para o controle da RDP e
permite menor uso do laser, que, consequentemente, leva a perda funcional
menor da retina do que o tratamento com PRP isoladamente.

Palavras-chave: Angiogénese; Diabetes; Tratamento a laser; Fator de
crescimento endotelial vascular; Eletrorretinograma.
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Abstract

RAMOS-FILHO, J.A.R. Panretinal photocoaqulation versus panretinal
photocoagulation plus intravitreal ranibizumabe for high-risc proliferative
diabetic retinopathy. 110f. Thesis (Doctoral) - Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo. Ribeirdo Preto. 2014.

Objective: To evaluate the effects of panretinal photocoagulation (PRP)
compared with PRP plus intravitreal injection of 0.5 mg of ranibizumab (IVR) in
patients with high-risk proliferative diabetic retinopathy (PDR). Methods:
Prospective study included patients with high-risk PDR and no prior laser
treatment randomly assigned to receive PRP (PRP group) or PRP plus IVR
(PRPplus group). Standardized ophthalmic evaluations including best-corrected
visual acuity (BCVA) measured according to the methods used in the Early
Treatment Diabetic Retinopathy Study (ETDRS), fluorescein angiography to
measure area of fluorescein leakage (FLA) and optical coherence tomography
(OCT) for the assessment of central subfield macular thickness (CSMT), were
performed at baseline and at weeks 16 (+2), 32 (¥2) and 48 (2).
Eletroretinographic (ERG) was measured according to ISCEV standards at
baseline and at week 48 (+2). Results: Twenty-nine of 40 patients (n = 29 eyes)
completed the 48-week study follow-up period. At baseline, mean + SE FLA (mm )
was 9.0 £ 1.3 and 11.7 £ 1.3 (p = 0.1502); BCVA (logMAR) was 0.31 + 0.05 and
0.27 £ 0.06 (p = 0.6645); and CSMT (um) was 216.3 + 10.7 and 249.4 + 36.1 (p =
0.3925), in the PRP and PRPplus groups, respectively. There was a significant (p
< 0.05) FLA reduction at all study visits in both groups, with the reduction observed
in the PRPplus group S|gn|f|cantly larger than that |n the PRP group at week 48
(PRP = 2.9 + 1.3 mm?% PRPplus = 5.8 + 1.3 mm? p = 0.0291). Best-corrected
visual acuity worsenlng was observed at 16, 32 and 48 weeks after treatment in
the PRP group (p < 0.05), while no significant BCVA changes were observed in
the PRPplus group. A significant CSMT increase was observed in the PRP group
at all study visits, while a significant decrease in CSMT was observed in the
PRPplus group at week 16, and no significant difference in CSMT from base- line
was observed at weeks 32 and 48. ROD b-wave amplitude was significantly
reduced to 46 £ 5 % (p<0.05) of baseline in the PRP group and 64+6% (p<0.05) in
the PRPplus group. This reduction was significantly larger in the PRP group than
in the PRPplus group (p=0.024). Similar results were observed for the dark-
adapted Combined Response (CR) b-wave amplitude, with a reduction at 48
weeks compared to baseline of 45 + 4 % in the PRP group and 62 £ 5 % in the
PRPplus group; the reduction in CR b-wave amplitude was significantly larger in
the PRP group than in the PRPplus group (p=0.0094). CR a-wave, oscillatory
potentials, cone single flash, and 30 Hz flicker responses showed statistically
significant within-group reductions, but no differences in between-group analyses.
Conclusions: Intravitreal ranibizumab after PRP was associated with a larger
reduction in FLA at week 48 compared with PRP alone in eyes with high-risk PDR,
and the adjunctive use of IVR appears to protect against the modest visual acuity
loss and macular swelling observed in eyes treated with PRP alone. In ERG
analyses, the results suggest that treating high-risk PDR with PRP plus IVR is
effective for PDR control, and permits the use of less extensive PRP which, in
turn, induces less retinal functional loss, than treatment with PRP alone.

Key words: Angiogenesis; Diabetes; Laser Treatment; Vascular endothelial
growth factor; Electroretinography.
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Ha estimativas de que em 2010, 285 milhdes de pessoas sofriam de
diabetes melitus (DM) no mundo, e que esse numero deve aumentar para 439
milhdes até 2030. Esse enorme contingente de pacientes representaria 7,7% do
total da populagédo global adulta (SHAW; SICREE; ZIMMET, 2010). Os numeros
alertam para a necessidade de investigacdo de meétodos mais eficientes e
acessiveis ao tratamento dessa doenca e suas complicagdes.

Uma complicagdo frequente do paciente com DM é a retinopatia diabética
(RD), que nos Estados Unidos afeta 28% dos adultos com DM (~8 milhdes de
pessoas), sendo que 4,4% apresentam RD com perda visual (ZHANG et al.,
2010). No Brasil, estatistica realizada recentemente indica que 7,6% das pessoas
que se declaram diabéticas apresentam RD (SCHELLINI et al., 2014).

Os maiores riscos de perda visual grave na RD estdo associados ao
desenvolvimento de neovascularizagdo da retina, configurando a retinopatia
diabética proliferativa (RDP), e desde a realizacdo do ETDRS (Early Treatment
Diabetic Retinopathy Study), o tratamento com fotocoagulagdo a laser foi
padronizado para essa situacdo, sendo a técnica “full scatter’, ou
panfotocoagulagao (PRP) a mais usada (ETDRS, 1987b).

Infelizmente, somente 60% dos pacientes tratados com a PRP alcangam
regressao total dos neovasos (ETDRS, 1987b), e 4,5% acabam desenvolvendo
hemorragia vitrea ou descolamento de retina, necessitando de vitrectomia
posterior via pars plana (FLYNN et al., 1992).

A associagao de terapia antiangiogénica a PRP tem sido cada vez mais
sugerida como alternativa para melhorar a eficacia no tratamento da RDP
(AREVALO et al., 2009; HUANG et al., 2009; MASON et al., 2008; TONELLO et
al., 2008). Assim, este estudo se propde a fazer avaliacdo prospectiva de
pacientes com RDP de alto risco comparando o tratamento com PRP, associado
ou ndo com o antiangiogénico ranibizumabe, analisando as consequéncias das
terapias na estrutura e fungao da retina.

Inicialmente, uma breve explanacao sobre a estrutura e funcéo da retina e
as alteragdes secundarias a RD, faz-se necessaria para melhor compreensao do
presente estudo.
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1.1. Anatomia retiniana

A retina é uma fina camada de tecido que reveste internamente o fundo do
olho. Tem area de aproximadamente 266 mm?, se relaciona posteriormente com a
coroide e anteriormente pelo vitreo; e é dividida, inicialmente, em retina sensorial
e epitélio pigmentado (EPR), que estdo frouxamente aderidos pela matriz

extracelular.

Ora serrata

Area centralis

.‘. Nervo C)ptico

Periferia

Figura 1: Fotografia colorida do fundo de olho.

Os principais pontos de referéncia da retina sdo o nervo 6ptico, os vasos
retinianos, a area centralis, a retina periférica e a ora serrata. A retina € mais
espessa proxima ao nervo optico, com afinamento progressivo em direcédo a
periferia (BRON; TRIPATHI R; TRIPATHI B, 1997). A area centralis possui
didmetro de aproximadamente 5,5 mm e é divisivel em févea e fovéola, com as
regides parafoveal e perifoveal ao redor da fdévea, que esta localizada

aproximadamente no centro da area centralis e representa uma area com
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espessura da retina diminuida na parte central, produzindo a concavidade
conhecida como fovéola. A fovéola é a area com melhor acuidade visual (AV) da
retina, mesmo correspondendo a somente um grau do campo visual. Isto é devido
a presenga unica de cone e a sua natureza avascular (BRON; TRIPATHI R;
TRIPATHI B, 1997).

A periferia retiniana aumenta o campo visual e é dividida em quatro
regides: uma mais posterior (ao redor da area centralis), a média-periferia;
extrema periferia e ora serrata.

Na retina estado os trés primeiros neurdnios da via visual aferente, os cones
e os bastonetes, que séo células fotossensiveis e iniciam o processo da viséo. A
partir dai, a informagao visual segue por suas conexdes com as ceélulas bipolares,
0 segundo neurdnio, que processam o0s sinais em conjunto com as células
horizontais e amacrinas e os transmitem para as células ganglionares, o terceiro

neurdnio (Figura 2).

Epitélio pigmentado

Cone

Bastonete

Horizontal
Bipolar
Amacrina _‘ d
Tier) ,g. 4
W
(i
. “'/‘JQ
Ganglionar

Figura 2: Esquema ilustrando os tipos celulares componentes da retina. (Adaptado de
KOLB, 1995).
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Os axbnios das células ganglionares formam o nervo Optico, que se
estende até o corpo geniculado lateral. O conjunto de axénios dos neurdnios do
corpo geniculado lateral constitui as radiagdes Opticas, que fazem suas conexdes
sinapticas com os neurbnios do coértex visual primario, ou area de associagao
visual (KOLB et al., 2001).

Histologicamente, a retina é dividida em 10 camadas: EPR, fotorreceptores,
trés camadas compostas por corpos celulares (nuclear externa, nuclear interna e
células ganglionares), duas camadas intermediarias sinapticas (plexiforme interna
e plexiforme externa) e a camada de fibras das células ganglionares. S&o
consideradas, ainda, duas membranas limitantes: a externa, que ndo € uma
membrana verdadeira e consiste no conjunto de complexos juncionais, que unem
as células de Miuller aos fotorreceptores no intervalo entre o seu segmento
externo e interno; e a interna, formada pela lamina basal das células de Muller e
que faz a interface da retina com a membrana hialoidea posterior do vitreo (Figura
3).

limitante interna - terminacées

de célusas de Mdller

plexiforme interna | » e células ganglionares

nuclear interna ' .
% células bipolares,

lexif ¢ amacrinas e horizontais
plexiforme externa

nuclear externa §

§ fotorreceptores

seg. externo fotorreceptores |

epitélio mmw itélio pi
MW epitélio pigmentado

- -{.‘AO

Figura 3: Corte histolégico da retina mostrando suas 10 camadas. (Adaptado de
VAUGHAN, 2002).
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A camada nuclear externa é formada pelos corpos celulares dos
fotorreceptores. Seus prolongamentos sinapticos, juntamente com os das células
bipolares, formam a camada plexiforme externa. Os corpos celulares das células
bipolares estdo situados na nuclear interna, que também ¢é constituida pelas
células amacrinas e horizontais. A segunda camada sinaptica, a plexiforme
interna, é responsavel pela transmissao vertical da informagéo visual entre as
células bipolares e ganglionares, e nela ha também uma complexa rede
moduladora, composta pelas células amacrinas e horizontais.

As células gliais sdo representadas pelos astrocitos, pela microglia e
principalmente pelas células de Muller, que formam o arcaboug¢o de sustentagao
da retina e tém seus limites definidos entre as membranas limitantes interna e
externa. Tém também fungao protetora e de controle da homeostase retiniana.

A circulacdo retiniana € o complexo de artérias, veias e capilares, que
surgem na cabega do nervo Optico e irrigam a retina interna (camada nuclear
interna, camada plexiforme interna, camada de células ganglionares, camada de
fibras nervosas e membrana limitante interna), ja que a retina externa (EPR,
camada de fotorreceptores, membrana limitante externa, camada nuclear externa
e camada plexiforme externa) é nutrida pelos vasos da coroide.

A artéria central da retina, que € ramo da artéria oftalmica, divide-se em
dois ramos temporais e dois nasais, que vao se subdividindo ao longo do seu
trajeto em modo dicotdbmico, enquanto que as veias retinianas acompanham a
distribuicdo das artérias, compartilhando com estas a mesma adventicia nos
cruzamentos arteriovenosos. Os capilares retinianos tém como principal
caracteristica o fato de n&o apresentarem fenestracbes e possuirem zonulae
occludens ligando as suas células endoteliais, constituindo a barreira
hematorretiniana interna. Outra caracteristica importante é a presenca de pericitos
recobrindo cerca de 60% da superficie externa dos capilares, sendo estas células
de fundamental relevancia na fisiopatologia da RD (DANTES; SIQUEIRA, 2004).
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1.2. Eletrorretinografia

Na auséncia da luz, os fotorreceptores s&o mantidos parcialmente
despolarizados por uma corrente elétrica, resultante, na sua maior parte, da
manutencdo da abertura dos canais de ions Na® (GMPc dependentes) no seu
segmento externo, da bomba de Na*/ K*, presente no segmento interno; e de uma
bomba Na*/ K* /Ca*?, presente no segmento externo, que mantém elevada a
concentracdo intracelular de Ca*. Nesse estagio, o fotorreceptor libera
constantemente o neurotransmissor glutamato em seu terminal sinaptico com a
célula bipolar (LAMB; PUGH, 2006) (Figura 4).

Quando um foéton de luz visivel € absorvido por uma molécula de
rodopsina, a energia absorvida causa a isomerizagao do seu croméforo, o 11-cis
retinal em sua forma trans, o 11-trans retinal. Essa reacao inicia a transformacéao
da rodopsina em metarodopsina I, que ativa uma proteina G heterotrimétrica, a
transducina, iniciando uma cascata de reagdes enzimaticas, denominada
fototransducdo. Essas reacdes levam a diminuicdo da concentragao intracelular
de GMPc, que leva ao fechamento dos canais Na* na membrana do seguimento
externo dos bastonetes causando sua hiperpolarizagéo e o corte da liberagédo de
glutamato no seu terminal sinaptico com a célula bipolar, gerando a transmisséo
do estimulo visual (LAMB; PUGH, 2006) (Figura 4).

Assim, o potencial elétrico total gerado pela retina apds a exposigao
luminosa € composto por uma fase inicial negativa causada pela hiperpolarizagao
dos fotorreceptores seguida por uma fase positiva, devido a despolarizagdo das
células bipolares. De fato, essa resposta elétrica € conhecida por
eletrorretinograma (ERG), que é a unica medida objetiva da fungdo retiniana;
usado, principalmente, em diagndsticos clinicos de doengas retinianas
hereditarias, reacdes toxicas e avaliagao funcional da retina em modelos animais
e consiste basicamente no registro das alteragdes de potenciais elétricos na retina

quando excitada pela luz.
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Figura 4: Esquema de um fotorreceptor (bastonete) mostrando os discos de
membranas no segmento externo, e a cascata de fototransdugéo (Foto
cedida pelo Prof. Dr. André Messias).

No caso do ERG de campo total, toda a retina € iluminada durante o
estimulo, enquanto eletrodos monoculares posicionados na cérnea e na pele da
témpora ipsilateral sdo usados para medida do potencial elétrico externamente ao
olho. O ERG é descrito como resposta em massa, pois € o resultado da soma das
respostas elétricas produzidas por toda a matriz celular da retina. Um esquema
simplificando o circuito elétrico, formado durante o registro do ERG, é mostrado
na Figura 5, em que a retina representa a fonte de corrente gerada durante a
apresentacao da luz; que flui pelo vitreo, cristalino, humor aquoso, e pela cérnea,
sendo essas as resisténcias (ou impedancias, para sinais elétricos alternados) do
polo positivo. A retina, os tecidos extraoculares, a esclera, coroide e o EPR,

compdem as resisténcias do polo negativo.
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Figura 5: (A) Esquema mostrando as correntes extracelulares geradas apds estimulagéo
luminosa da retina: Entre os pontos A e B ocorre geragdo da corrente |4 até o
ponto C. A corrente |, atravessa as estruturas extraoculares voltando a esclera
no ponto E, e o circuito se completa passando pela coroide, pelo epitélio
pigmentado e pela retina. (B) Circuito elétrico mostrando o local de aquisicéo
do potencial elétrico do ERG e as principais resisténcias elétricas envolvidas,
onde R1 representa a resisténcia da retina, R2 do corpo vitreo, cristalino e da
coérnea, R3 das estruturas extraoculares e R4 (maior) do epitélio pigmentado.
(Adaptado de ALMEIDA, 2012).

Os principais componentes avaliados da resposta elétrica do ERG sao:
onda-a (variagdo negativa do potencial elétrico da coérnea gerada pela
hiperpolarizagcdo dos fotorreceptores que ocorre apds o inicio da exposi¢cao da
retina a um flash de luz) (PENN; HAGINS, 1969); onda-b (variagdo positiva do
potencial resultante da despolarizacdo das células bipolares); e potenciais
oscilatorios (PO) (variagbes rapidas ou de alta frequéncia, no potencial elétrico
sobrepondo a onda-b) (Figura 6).

Apesar da principal aplicagdo do ERG ser em diagnostico e seguimento
clinico de doencgas hereditarias da retina, varias anomalias adquiridas causam



Introdugao

30

alteragdes eletrorretinograficas muito bem descritas na literatura, e a RD é uma
dessas doencgas (TZEKOV; ARDEN, 1999)

Figura 6: Tipica resposta elétrica medida no ERG de campo total, apés estimulagédo da

retina de animal (rato) adaptado ao escuro (12 horas) por um flash de luz de 4
ms de duragao e luminancia de 10 cd.s/m2. Inicialmente, a resposta apresenta
uma variagdo negativa do potencial (onda-a), gerada pela hiperpolarizagdo dos
fotorreceptores, e essa é seguida por uma variagdo positiva do potencial
(onda-b) creditada a despolarizagdo das células bipolares. Sobrepondo a
onda-b, ocorrem variagdes rapidas do potencial elétrico, chamado de potencial
oscilatério, que ¢é originario das camadas intermediarias da retina,
principalmente nas células amacrinas. (Adaptado de ALMEIDA, 2012).

1.3. Retinopatia Diabética

A RD é uma das principais complicagdes do DM e também uma das

principais causas de deficiéncia visual e cegueira (BUCH et al., 2001, 2004)

Apesar de o edema macular diabético (EMD) ser a principal causa de
diminuicdo da AV (KLEIN et al., 1984a,b), a forma proliferativa da RD é que se

relaciona com mais frequéncia a perda visual grave, devido a eventos oculares
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que levam a cegueira irreversivel, como a isquemia macular e o descolamento
tracional de retina (ETDRS, 1991c).

1.3.1 Epidemiologia

O numero de individuos diabéticos tem aumentado consideravelmente nos
ultimos anos, fruto da associagdo entre predisposicdo genética e fatores
ambientais como alta ingesta calodrica, sedentarismo e envelhecimento
populacional (RATHMANN; GIANI, 2004).

Shaw, Sicree e Zimmet (2010) realizaram um estudo com o objetivo de
estimar a prevaléncia global de diabéticos em 216 paises entre 2010 e 2030.
Foram utilizados dados de estudos realizados em 91 paises para o calculo das
estimativas populacionais nacionais; determinando, assim, as respectivas
prevaléncias. Os estudos foram identificados no Medline e por meio do contato
com todos os escritérios regionais e nacionais da Federagado Internacional de
Diabetes. Como resultado, a prevaléncia mundial de DM em 2010 seria de 6,4%,
correspondendo a 285 milhdes de adultos, aumentando para 7,7% ou 439
milhées em 2030. O mesmo estudo previa para o Brasil uma populacédo de 7,6
milhées em 2010, aumentando para 12,3 milhées em 2030.

A prevaléncia de RD, nos EUA, corresponde a 28,5% da populagao adulta
portadora de DM, equivalente a aproximadamente oito milhdes de individuos,
sendo que 4,4 % dos casos com RD apresentam perda visual (ZHANG et al.,
2010).

No Brasil, os dados sobre a morbidade relacionada com o DM sao
escassos. Todavia, alguns estudos epidemiolégicos do sudeste do Brasil, como o
relato de Fernandez, Moura e Jorge (1998) encontraram 42% de RD entre
pacientes com DM do tipo 1 e 34 % entre diabéticos do tipo 2, no ambulatério da
Universidade Federal de Uberlandia, Minas Gerais. Mais recentemente, Schellini
et al. (2014) mostraram que a RD estava presente em 7,62% da populagédo de
seu estudo, e que a prevaléncia de cegueira e baixa visdo era maior entre os
individuos portadores de DM e RD. Souza Jr. (2003) avaliou 2.303 pacientes
diabéticos no Mutirdo do “Olho Diabético” em Ribeirdo Preto - SP - Brasil e
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encontrou RD em 28%. As taxas de prevaléncia de cegueira legal foram de 19%
nos pacientes com DM tipo 1 e 13% nos com DM tipo 2. Outro estudo sobre a
prevaléncia da RD foi realizado por Alves (2005), sendo verificada prevaléncia de
12% de RD na populagao adulta urbana de Ribeirdo Preto - SP - Brasil e taxa de
cegueira legal de 5,3% devido a RD.

1.3.2 Fisiopatologia

A hiperglicemia crénica, além do tempo de duragdo da doenga, é um dos
principais fatores relacionados as complicagdes microvasculares no DM. Ha
evidéncias de que a hiperglicemia desencadeie uma série de reacgdes
bioquimicas, eventualmente culminando na sequéncia de eventos: 1) acumulo
excessivo de sorbitol intracelular (produto da degradacdo da glicose pela enzima
aldose-redutase); 2) glicosilagdo de colageno da membrana basal endotelial; e 3)
ativacdo patolégica da proteina Kinase C. Essas alteragcbes metabdlicas
estimulariam a expressdo de multiplas citoquinas, entre elas o fator de
crescimento vascular endotelial (vascular endothelial growth factor, VEGF), que
possibilita o aumento da fosforilacdo das tight junction, levando a
hipermeabilidade vascular e ao dano endotelial observados na RD (JOUSSEN et
al., 2004).

A RD tem sua origem em uma microangiopatia que afeta as arteriolas pre-
capilares, capilares e vénulas retinianas. No entanto, vasos maiores podem
também estar envolvidos (KOHNER, 1993). A microangiopatia se manifesta na
forma de oclusdes (manchas algodonosas), ruptura da microvasculatura da retina
(hemorragias) e extravasamento de constituintes do plasma por sua parede
alterada (edema e exsudatos duros). As alteragdes histopatologicas da RD, como
o espessamento da membrana basal e a perda de pericitos dos capilares
retinianos (BLOODWORTH Jr; ENGERMAN, 1973; BLOODWORTH Jr;
MOLITOR, 1965) ndo sdo detectaveis clinicamente. O que se observa como
primeiro sinal clinico na RD & o microaneurisma. Dois mecanismos explicam essa
formagao: o primeiro, que os microaneurismas decorrem da proliferagdo focal de

células endoteliais, que perderam o estimulo inibitério (antiproliferagao),
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proveniente dos pericitos (LINDAHL et al., 1997) e o segundo seria que o
microaneurisma decorre de fragilidades focais da parede vascular pela perda de
pericitos. Diante dessas alteracdes, instala-se a base para a evolugcdo da
microangiopatia diabética.

Acredita-se que o0 espessamento da membrana basal, os danos, a
proliferacdo das células endoteliais dos capilares e as alteragdes nas hemacias,
levando ao transporte ineficiente de oxigénio e aumento na adesividade sejam os
responsaveis pela oclusdo de microvasos (KOHNER, 1993). Estudos
demonstraram que a presenga de inflamag&o crbnica subclinica em fases
precoces da vasculopatia diabética exerceria papel importante na patogénese da
RD (JOUSSEN et al., 2004; MIYAMOTO et al., 2000; SCHRODER; PALINSKI;
SCHMID-SCHONBEIN, 1991). Essa premissa ganhou forga diante da
constatacdo da evidéncia de adesao leucocitaria no endotélio vascular retiniano,
que pode desencadear a morte de células endoteliais, o extravasamento e a
oclusdo vascular; o evento inicial na RD (JOUSSEN et al., 2004). A oclus&o
capilar inicial, provocada pela inflamagao crénica, resultaria em hipdxia tecidual
que, por sua vez, estimularia a expressao de fatores angiogénicos com o VEGF,
resultando em um ciclo vicioso. Em decorréncia da hipdxia e do consequente
estimulo pelo VEGF, desenvolvem-se: 1) Os shunts arteriovenosos associados a
oclusbes capilares significativas, que seguem das vénulas para as arteriolas,
denominados de IRMA (anormalidades microvasculares intrarretinianas); 2) A
neovascularizagdo, numa tentativa de revascularizar as areas hipoxicas da retina,
papila do nervo optico e iris (KOHNER, 1993); 3) A neovascularizagado
vitreorretiniana estimula a fibroplasia e fibrose vitrea que progridem com o
aumento do descolamento do vitreo posterior pela contracdo das membranas
vitreas rasgando os delicados vasos sanguineos. O resultado € a presenga de
hemorragias pré-retinianas e vitreas, cuja organizagdo induz mais fibrose e
tracdo, levando ao descolamento de retina tracional (GARNER, 1993;
STANFORD, 2004).
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1.3.3. Achados oftalmolégicos e a classificagao da retinopatia diabética

A presengca de microaneurismas nos capilares retinianos é a primeira
manifestacdo detectavel ao oftalmoscopio, como indagado acima. Inicialmente, a
maior parte dos microaneurismas situa-se no lado venoso dos capilares e, mais
tardiamente, surgem no lado arterial dos mesmos (GARNER, 1981). Devido a sua
permeabilidade, ocorre acumulo de agua, proteinas e lipidios no tecido retiniano.
O liquido que sai dos capilares leva ao espessamento da retina, principal
caracteristica clinica do edema macular (EM). As proteinas e os lipideos podem
se acumular no intersticio da retina e gerar os exsudatos duros. Quando ha
ruptura dos microaneurismas, surgem hemorragias intrarretinianas. Se essa
hemorragia é profunda (posterior a camada nuclear interna), tem forma oval ou
redonda. As hemorragias mais superficiais (camada de fibras nervosas) assumem
o padrdao de chama de vela, indistinguiveis daquelas ocorridas na retinopatia
hipertensiva, ou oclusées venosas da retina (AIELLO et al.,, 1998; GARNER,
1981; KOHNER, 1993).

Com a agressao crénica da microcirculagéo da retina, aparecem sinais de
hipéxia retiniana, incluindo-se hemorragias multiplas, manchas algodonosas,
IRMA e aumento da tortuosidade venosa. As manchas algodonosas sao
causadas por oclusdao das arteriolas pré-capilares, levando a infartos nas
camadas de fibras nervosas. As IRMAs, hemorragias retinianas e/ou
microaneurismas multiplos e alteragbes venosas (venous beading: veias em
rosario) sao os fatores mais importantes para a previsdo de progressdo da
retinopatia. Quando essa progressdo ocorre, ha desenvolvimento de
neovascularizagéo de retina, caracteristica da RDP (ETDRS, 1991c).

A RDP caracteriza-se pela presengca de neovasos, que geralmente, se
originam de vénulas. Quando estdo a menos de 1 mm do disco 6ptico, ou se
originam do mesmo, sdo denominados neovasos de disco (NVD). Quando est&o
situados a mais de 1 mm do disco éptico recebem outra denominacéo: neovasos
extradiscais (NVE). Os NVE quase sempre crescem em dire¢cdo ou estéo situados
em areas retinianas de nao perfusdo capilar. No entanto, a nao perfusao capilar é
mais abundante em olhos com NVD do que com NVE (SHIMIZU; KOBAYASHI,
MURAOKA, 1981).
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De maneira geral, os neovasos tendem a crescer ao longo das areas de
menor resisténcia, o que explica a sua presenca no disco Optico, devido a
auséncia de membrana limitante interna verdadeira. Associada aos neovasos,
ocorre a formacao de tecido conectivo, levando ao aparecimento de tecido
fibrético que pode ser vascular ou avascular. A variedade fibrovascular esta
geralmente relacionada com vasos que se estendem para dentro da cavidade
vitrea ou com neovasos na superficie da retina ou do disco. A variedade
avascular geralmente resulta no espessamento da face posterior da hialoide
(McMEEL, 1971). Apds o desenvolvimento das alteragbes fibrovasculares,
contracbes vitreas subitas podem levar a ruptura dos neovasos, causando
hemorragia vitrea. A contracdo do tecido fibrovascular, ancorado no vitreo
posterior, também pode levar ao descolamento tracional da retina (AIELLO et al.,
1998; GARNER, 1981; KOHNER, 1993; PORTA; BANDELLO, 2002),
caracterizando o estagio mais avancado da RD.

A classificac&o da retinopatia diabética n&o proliferativa (RDNP) atualmente
é baseada na classificagcao de Arlie House modificada (DIABETIC RETINOPATHY
STUDY RESEARCH GROUP -DRS, 1981b; ETDRS, 1991b):

*RDNP leve: pelo menos um microaneurisma, ndo chegando a definigao

de RDNP moderada;

*RDNP moderada: hemorragias e/ou microaneurismas piores que a
fotografia padrdo 2A e/ou manchas algodonosas, veias em rosario ou
IRMA, ndo chegando a definicdo de RDNP grave;

*RDNP grave: presenga de uma das seguintes caracteristicas:
microaneurismas mais veias em rosario elou
hemorragias/microaneurismas maiores ou iguais a fotografia padrao 2A
em quatro quadrantes, ou veias em rosarios notorias em dois ou mais
quadrantes, ou IRMA moderada (fotografia padrdao 8A) em um ou mais
quadrantes;

* RDNP muito grave: duas ou mais das caracteristicas acima descritas na
forma grave.

A classificagdo da RDP se da em relagdo ao risco de perda visual grave,

conforme determinado abaixo:
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* RDP sem caracteristicas de alto risco: Caracteriza-se pela presenca de
NVE ou NVD menores que um quarto da area do disco, ou hemorragia
vitrea ou pré-retiniana com NVE menores que a metade da area do disco
optico e sem NVD.

*RDP com caracteristicas de alto risco: Caracteriza-se por NVDs
maiores que um quarto da area do disco (Figura 7), ou NVD associados a
hemorragia vitrea ou pré-retiniana, ou NVE maiores que a metade da area
do disco associados a hemorragia vitrea ou pré-retiniana.

*RDP avangada: Presengca de descolamento de retina tracional
acometendo a macula, ou hemorragia vitrea que impega a classificagao
da RDP.

Figura 7: Fotografia padrdo 10 A. (Adaptado de ETDRS, 1991b).
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1.4. Eletroretinografia em retinopatia diabética

As alteragbes eletrorretinograficas associadas a RD sdo resultante do
estagio de isquemia retiniana e da sua consequente perda de fungdo na retina.
Como os POs sao extremamente sensiveis a alteragbes isquémicas da retina,
tém sido utilizados para a detecgdo precoce da RD (TZEKOV; ARDEN, 1999).

Pode haver periodo consideravel entre o diagnéstico de DM e o
desenvolvimento da RD, ja que apenas 5% dos pacientes desenvolvem RDNP e a
incidéncia de RDP é insignificante nos primeiros cinco anos apos o diagndstico
(JAVITT et al.,, 1991). Todavia, com o passar do tempo, a porcentagem de
pessoas que desenvolvem RD aumenta progressivamente, e apdés de 20 anos de
doenca, mais de 90% dos pacientes com DM tipo 1 e cerca de 60% com o tipo 2
tém algum grau de RD (KLEIN et al., 1984a).

As alteracbes no ERG, em pacientes diabéticos podem ser detectadas,
mesmo antes de haver alteragbes visiveis na fundoscopia (TZEKOV; ARDEN,
1999). A anormalidade mais consistente neste estagio ocorre nos POs (aumento
da laténcia e diminuicdo da amplitude). Em um estudo com 572 olhos de 303
pacientes portadores de DM tipo 2, o aumento da laténcia do OP ocorreu em
quase todos os pacientes em estagios iniciais da doenga (ndo somente antes das
alteracdes fundoscopicas, mas também anteriormente as alteragdes visiveis na
angiofluoresceinografia - AGF) (TZEKOV; ARDEN, 1999).

Nos casos de RDNP leve a moderada, estudos revelaram que varios outros
parametros do ERG podem estar alterados, como a amplitude e a laténcia da
onda-b escotopica, e do flicker de 30 Hz (HOLOPIGIAN et al., 1992; JUEN;
KIESELBACH, 1990; TZEKOV; ARDEN, 1999).

Os poucos estudos publicados, que incluem pacientes com RDNP severa,
mostram significativa redugéo e; algumas vezes; auséncia dos POs (BRESNICK;
PALTA, 1987; SPEROS; PRICE, 1981). A sensibilidade retiniana, medida pela
luminancia necessaria para atingir metade da amplitude de saturagdo da onda-b
escotépica no ERG e a amplitude da onda-b fotopica também s&o bons
indicadores da gravidade da RD (CHUNG; KIM; KWAK, 1993; SATOH et al.,,
1994).
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Na RDP, anormalidades significativas em todos os parametros do ERG tém
sido reportadas por diversos autores, incluindo diminuicdo ou até mesmo
auséncia na amplitude e atraso na laténcia dos POs, redugdo da amplitude das
ondas-a e b, tanto fotopicas como escotdpicas, além de atraso no flicker de 30 Hz
(ALGVERE; GJOTTERBERG, 1974; GJOTTERBERG, 1974; TZEKOV; ARDEN,
1999).

1.4.1. Efeito da panfotocoagulag¢ao e o ERG

A PRP tornou-se o tratamento de escolha para RD visando a reducéo do
risco de cegueira (DRS, 1978). O racional dessa terapia consiste na destruicdo de
parte substancial da retina periférica, a fim de diminuir a diferenca entre a
demanda e o suprimento de oxigénio, para reduzir o estimulo de
neovascularizagdo ( CAPOFERRI et al., 1990; KRILL et al., 1971; PERLMAN et
al., 1985).

Como ja relatado previamente, o ERG reflete a soma dos potenciais
elétricos gerados na retina como um todo, e por consequéncia, quando ha
destruicdo de parte da retina, esse potencial € reduzido proporcionalmente a
quantidade de células geradoras destruidas. Nesse sentido, se comparado o ERG
antes e depois do laser em um olho com RD, a redugao observada nos potenciais
elétricos medidos ndo é diretamente proporcional a area destruida pelo laser,
visto que a distribuicdo de células na retina ndo é uniforme (com menor
quantidade na periferia) e ha a possibilidade de a fotocoagulag&o ser aplicada em
tecido doente, que n&o participava intensamente da geragdo dos potenciais
elétricos antes da aplicacdo do laser (CAPOFERRI et al., 1990; KRILL et al.,
1971).

Como a retina anterior € a mais afetada pela isquemia causada pela RD,
visto que os fotorreceptores e o EPR s&o nutridos pela coroide, é esperado que
0s potenciais elétricos mais sensiveis a essas alteragdes sejam aqueles gerados
nessa parte da retina. De fato, os POs (células amacrinas e horizontais) e a onda-
b (células bipolares) encontram-se reduzidos antes da onda-a em RD (TZEKOQOV;,

ARDEN, 1999). Assim, se fosse considerada a raz&o entre amplitude da onda-b
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dividida pela amplitude da onda-a (razdo b/a), ter-se-ia um parametro indicando a
extensdo da isquemia, e esse é frequentemente utilizado em estudos com ERG
em RD (PERLMAN et al., 1985).

E interessante ressaltar que a aplicagdo de fotocoagulacéo a laser causa
reducdo da onda-b muito mais intensa do que a esperada, visto que essa
aplicacado deveria causar lesdo na retina posterior. Isso ocorre, possivelmente,
pela destruicdo de tecido da retina interna adjacente as areas onde as marcas de
laser s&o feitas (PERLMAN et al., 1985).

De forma geral, o ERG pode ser utilizado para avaliar varias caracteristicas
da funcdo visual associadas a RD e suas perdas funcionais antes e apds a

fotocoagulagéo.

1.5. Tratamento da retinopatia diabética proliferativa

Os estudos clinicos multicéntricos Diabetes Control and Complications Trial
(DCCT) e UK Prospective Diabetes Study (UKPDS) para DM tipo 1 e tipo 2,
respectivamente, mostram que o controle adequado da glicemia é o fator mais
importante na prevengao e/ou diminuigdo da velocidade de progressao da RD
(DCCT, 1993; UKPDS, 1998). No DCCT, o bom controle glicémico mostra
reducdo de 76% no aparecimento da RD (casos sem RD) e de 54% na sua
progresséo (casos de RDNP leve a moderada). Ja o UKPDS, mostra diminuicdo
de 21% na progressdo da RD e 29% na redugdo da necessidade de PRP a
LASER.

Fatores relacionados ao risco de progressédo da RD incluem tempo de
doenga (>15-20 anos), niveis de hemoglobina glicosilada (HbAic >7%),
hipertensao sistémica (>150/85 mmHg), pouca idade, baixo hematocrito, historia
de neuropatia diabética, aumento de triglicérides e baixa albumina sérica,
devendo, entdo, serem rigorosamente controlados (DCCT, 1993; UKPDS, 1998).
Além de um controle clinico rigoroso, que é essencial para o tratamento adequado
da RD, alguns tratamentos especificos foram e s&o propostos para o controle da

doenga:
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1.5.1. Hipofisectomia

Houssay e Biassoti (1930) mostraram que a hipofisectomia em cachorros,
previamente pancreatectomizados, reduzia a gravidade do DM nesses animais.
Vinte e dois anos apos, Luft, Olivercrona e Sjgren (1952) realizaram uma
hipofisectomia em humanos para amenizar as complicagdes vasculares do DM.
Nos anos seguintes, varios métodos de supressao pituitaria foram utilizados para
o tratamento da RD, variando da radioterapia por feixe externo até a
hipofisectomia transfrontal. O método foi avaliado prospectivamente e os
resultados positivos da hipofisectomia foram publicados por Panisset et al. (1971),
que relataram a favoravel regressédo da RD em pacientes com supresséo
hipofisaria, quando comparados com individuos com pouca ou nenhuma
supressdo. Nos dias de hoje, a supressdo hipofisaria tem interesse histérico e
tedrico, pois a fotocoagulacdo com LASER de argbnio leva a resultados téao
animadores quanto aqueles da hipofisectomia, sem os efeitos colaterais desta
ultima: lesdes do sistema nervoso central, necessidade de reposi¢cao hormonal e

esterilidade.

1.5.2. Fotocoagulagao a laser

A possibilidade do uso da luz para o tratamento de doencgas retinianas em
geral foi aventada a partir da constatagcdo de que a observagdo de um eclipse
solar provocava dano retiniano. Em 1945, data de ocorréncia de um eclipse solar,
Meyer-Schwickerath (1950) interessou-se em estudar a luz para tratamento de
doencgas retinianas. A principio, foi tentado a usar luz solar refletida, o que se
revelou impraticavel. Outras fontes passaram, entdo, a ser pesquisadas, tais
como a luz de xendbnio de alta pressdo. Os resultados iniciais do tratamento
especifico de RD com luz de xendnio foram desanimadores (OKUN; CIBIS, 1966;
WETZIG; JEPSON, 1966; WETZIG; WORLTON, 1963), até que evoluiram para
resultados melhores que a histéria natural da doenca (BEETHAM, 1963; CAIRD;
GARRETT, 1963).

Nessa época, cresceu o interesse em usar o LASER para o tratamento da
RD por meio de fotocoagulagao retiniana. Campbell et al. (1963, 1965) e Zweng
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(1964) usaram laser de rubi com sucesso limitado. Ja na década de 1970,
comecgou-se a usar o LASER de argbnio para fotocoagulagao retiniana, com bons
resultados (LITTLE; ZWENG; PEABODY, 1970; PATZ; MAUMENEE; RYAN,
1971; ZWENG; LITTLE; PEABODY, 1971), mas Beetham et al. (1970) obtiveram
resultados melhores com a mesma técnica, demonstrando, pela primeira vez, o
efeito positivo da PRP retiniana.

A eficacia da fotocoagulagdo a LASER foi comprovada pelo DRS (1976,
1978, 1979, 1981a,b), criado em 1971 para testar a eficiéncia da fotocoagulagao
retiniana no tratamento da RD. Este estudo avaliou 1.742 pacientes com DM tipo
1 e 2, com RDNP severa em ambos os olhos ou em um apresentando RDP. Um
olho foi designado para tratamento com laser e outro para controle. O resultado
foi a diminuicdo do risco de perda visual severa em 50% nos olhos tratados.
Também demonstrou, como efeito secundario do tratamento, ligeira perda de na
acuidade visual e redugao do campo visual periférico.

Apesar de a fotocoagulagdo retiniana ser comprovadamente eficaz em
pacientes com RDP de alto risco, como demonstrado pelo DRS, permanecia a
duvida se o tratamento precoce para estagios menos graves da doencga traria
maiores beneficios. Dai o surgimento do ETDRS, desenhado com o intuito de
responder a questao do tratamento precoce e também a questdes sobre o EM e o
uso de aspirina para pacientes com retinopatia. Nesse estudo foram avaliados
3.711 pacientes portadores de RDNP leve a grave e RDP sem caracteristicas de
alto risco, com e sem EM. Foram excluidos pacientes com RDP de alto risco e AV
menor que 20/200. Um olho de cada paciente foi randomizado para PRP
imediata, enquanto o outro apenas observado. Este ultimo foi tratado quando a
RD progrediu e apresentou caracteristicas de alto risco. A comparagédo entre o
grupo submetido a PRP precoce e o de observagdo mostrou discreta redugéo na
incidéncia de perda visual grave nos olhos tratados. Entretanto, as taxas de perda
visual grave em cinco anos foram similares nos dois grupos. Em olhos com RDNP
leve a moderada, cujas taxas de progressao para perda visual grave foram ainda
menores, os efeitos colaterais inerentes ao tratamento n&o justificavam o inicio do
tratamento precoce com PRP. Por outro lado, em olhos com RDNP grave ou RDP

inicial, os riscos do tratamento precoce seriam justificados pela maior
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possibilidade de progressdo para RDP de alto risco (ETDRS, 1991a). A
seguranca e eficacia da fotocoagulagdo macular (focal e/ou em grade) para o
tratamento do EMD também foram demonstradas pelo mesmo grupo de
pesquisadores (ETDRS, 1995).

A fotocoagulacédo a laser € o tratamento padrdo para a RDP, sendo a
técnica “full scatter’ a mais aceita e usada. A forma de aplicacdo da PRP,
segundo o ETDRS, sugere 1.200 a 1.600 disparos de moderada intensidade com
500 micras de diametro e tempo de duragdo de 0,1 segundos. Emprega-se,
nesses casos, tratamento a partir do polo posterior até ou além do equador,
aproximadamente em dois episodios (ETDRS, 1987b). Apesar de a
fotocoagulacéo a laser ser benéfica e reduzir o risco de perda visual grave, € um
procedimento doloroso e destrutivo, que frequentemente leva a algumas
complicagbes como diminuicdo do campo visual periférico, alteragdo na visao de
cores e noturna e aumento do risco de EM (ETDRS, 1991c; SCHMIDINGER et al.,
2011).

Aproximadamente 60% dos pacientes tratados com a fotocoagulagdo a
laser do tipo scatter apresentam regressao completa dos neovasos num periodo
de trés meses, quando isto ndo acontece € denominada de neovascularizag&o
retiniana persistente (ETDRS, 1987b). Muitos pacientes necessitam de tratamento
adicional com laser e 4,5% evoluem para vitrectomia posterior via pars plana, a
despeito desse tratamento (FLYNN et al., 1992).

Acredita-se que a PRP retiniana leva a recuperagao dos niveis de po2 na
retina hipdxica, pela diminuigdo do consumo de O2 pela retina externa, com
melhora da oxigenacgao difundida pela coroide. Nas areas tratadas com LASER,
pode ser observada a redugcdo da expressdao do VEGF, mediador da
neovascularizagao retiniana (SCHLINGEMANN; VAN HINSBERGH, 1997).

1.5.3. Agentes Anti-VEGF
A angiogénese é definida como a formacg&o de novos vasos sanguineos.
Ela pode ser normal ou patologica (RISAU, 1997). Ao longo da vida adulta, a

angiogénese normal é observada em algumas situagbes fisioldgicas, sendo
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essencial para o processo de reprodugdo, desenvolvimento (por exemplo: ciclo
reprodutivo feminino) e a reparagcéo (como exemplo: formagao de colaterais em
isquemia cardiaca), entdo, é ativada por curto periodo, sendo completamente
inibida (CAMPOCHIARO, 2000). O controle da angiogénese €& feito por um
balanco entre fatores endogenos promotores e inibidores. Como exemplos de
fatores promotores tém-se: VEGF, FGF2 (Basic Fibroblast Growth Factor),
angiopoietinas, ICAM 1 (Intracellular Adhesion Molecule); e de inibidores: PEDF
(Pigment Epithelial Derived Factor), Tryptophanyl-tRNA synthetase, interpheron
alpha e Trombospodina 1 (DORRELL et al., 2007; FOLKMAN; KLAGSBRUN,
1987).

Quando os mecanismos de controle falham, a angiogénese excessiva
torna-se patoldgica, dando origem as doengas angiogénese-dependentes. S&o
exemplos de doengas oculares com angiogénese excessiva: formas de
retinopatia, como RD, degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI),
retinopatia da prematuridade, oclusdo venosa retiniana, glaucoma neovascular e
neovascularizagdo corneana (AIELLO et al., 1994).

Ha tempos, o VEGF tem sido estudado em doengas oculares em humanos,
caracterizadas por neovascularizagdo (FOLKMAN, 1971; MALECAZE et al.,
1994). Ha evidéncias do papel do VEGF na isquemia, induzindo o aumento da
permeabilidade e angiogénese. Niveis aumentados de VEGF foram encontrados
na retina e no vitreo de humanos (ADAMIS et al., 1994; AIELLO et al., 1994) e
animais laboratoriais (MILLER et al., 1994; PIERCE et al., 1995) com retinopatias
isquémicas, sugerindo que o VEGF exerce importante papel na
neovascularizacio retiniana.

O VEGF é uma glicoproteina de 45-kDa com grande poder angiogénico e
indutor da permeabilidade vascular, sendo 50.000 vezes mais potente que a
histamina (LUTTY et al.,, 1996). Apresenta varios subtipos: VEGF-A, VEGF-B,
VGFE-C, VEGF-D e VEGF-E. Nos seres humanos, quatro isoformas de VEGF-A
foram identificadas (VEGF121, VEGF 165, VEGF 159 € VEGF20), com variagdo no
numero de aminoacidos que compdem a molécula. Muitos tipos celulares séo
capazes de produzir VEGF, como fibroblastos, células endoteliais, macréfagos e
queratinocitos. Trés receptores tirosinaquinase, KDR (VEGFR-2), Flt-1 (VEGFR-1)
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e Flt 4 (VEGFR-3), medeiam a atividade do VEGF, enquanto dois outros
receptores, sem atividade tirosinaquinase, as neuropilinas (NP), parecem ser
importantes correceptores do VEGF (ZACHARY et al., 2009).

No DM, o aumento do VEGF-A atua como fator de permeabilidade vascular
na RD, acompanhando-se do aumento de receptores VEGF, dentre os quais, a
localizacdo do VEGFR-1 nos pericitos o torna possivel responsavel pelos efeitos
iniciais do aumento de VEGF-A. O aumento de VEGFR-2 se relaciona as areas
de vazamento vascular, sugerindo-se que a expressao vascular do VEGFR-2
ocorra somente em areas com RD estabelecida. O VEGFR-3 também foi
encontrado aumentado em areas de extravasamento vascular, sendo possivel,
entdo, que outros membros da familia VEGF, como os VEGF-C e D, também
participem do processo. O VEGF atua estimulando o estreitamento do lumen
capilar por hipertrofia das células endoteliais, contribuindo, dessa forma, para o
fechamento capilar (HOFMAN et al, 2001). Na RDP, o VEGF atua
sinergisticamente com outros fatores de crescimento, mas é o fator necessario e
suficiente para induzir a neovascularizagdo retiniana e de iris em modelos
experimentais (WITMER et al., 2003).

Pegaptanibe

O pegaptanibe sodico (Macugen; EyeTech Pharmaceuticals/Pfizer Inc, New
York, USA) foi a primeira droga antiangiogénica aprovada pelo FDA (Food and
Drug Administration) para uso oftalmolégico. Trata-se de um aptamero de acido
ribonucleico ligado a moléculas de polietileno glicol de 20-kD com capacidade de
bloquear especificamente a isoforma 165 do VEGF-A.

Dois estudos randomizados duplo-cegos conhecidos como V.I.S.[.O.N.
(VEGF Inhibition Study in Ocular Neovascularization) demonstraram a seguranca
e efetividade do pegaptanibe na DMRI neovascular. Nesses estudos foram
avaliados 1186 individuos com qualquer subtipo de DMRI neovascular a AGF,
evidenciando que 70% dos pacientes que receberam inje¢des intravitreas com 0,3
mg da medicac&o apresentaram perda menor que 15 letras na AV apos o periodo
de um ano (GRAGOUDAS et al., 2004).
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O Macugen Diabetic Retinopathy Study Group testou a seguranga e
eficacia do pegaptanibe no EMD em um estudo fase Il randomizado, duplo-cego e
controlado com placebo, envolvendo 172 individuos. Respectivamente, para o
grupo tratado com a dose de 0,3 mg e o grupo placebo, a propor¢ao de pacientes
que ganharam dez ou mais letras na AV foi de 34% contra 10%; a redu¢cao media
na espessura central da retina de 68 uym contra aumento de 4 um e a proporgao
de pacientes necessitando de fotocoagulagdo subsequente de 25% contra 48%
(CUNNINGHAM et al., 2005). Além disso, a analise retrospectiva de subgrupos
revelou que o tratamento com pegaptanibe levou a regressédo da
neovascularizagdo de retina em oito de 13 pacientes com RDP (ADAMIS et al.,
2006). Outro estudo aberto, randomizado, comparando pegaptanibe intravitreo
com PRP retiniana em RDP demonstrou que a droga foi capaz de induzir rapida
regressdo dos neovasos de retina em curto prazo (GONZALEZ et al., 2009). O
pegaptanibe também foi utilizado no EM secundario a oclusdo de ramo venoso e
veia central da retina. Os achados foram favoraveis ao ganho de letras na AV e
reducdo da espessura macular na tomografia de coeréncia Optica (OCT)
(WROBLEWSKI et al., 2009).

Bevacizumabe

O bevacizumabe (Avastin®, Genentech, South San Francisco, CA, USA) é
um anticorpo recombinante, monoclonal, humanizado, produzido por tecnologia
de DNA recombinante em um sistema de expressdo em célula de ovario de
hamster chinés (CHO), direcionado ao VEGF circulante, capaz de inibir todas as
suas isoformas, bloqueando a interacdo VEGF receptor (DORRELL et al., 2007).
E constituido por 214 aminoacidos e tem peso molecular de aproximadamente
149.000 daltons.

Apos os resultados de uma série de estudos clinicos fase Il e lll, o
medicamento foi aprovado em 26 de fevereiro de 2004, pelo FDA, para o
tratamento de cancer metastatico de célon, associado a quimioterapia baseada no
5-fluouracil, passando a constituir a primeira droga antiangiogénica aprovada para
uso em humanos (KABBINAVAR et al., 2003). O bevacizumabe obteve aprovagao
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) como antineoplasico e,
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segundo a indicacdo na bula, em combinagdo com quimioterapia a base de
fluoropirimidina, é indicado para tratamento de primeira-linha de pacientes com
carcinoma metastatico do célon ou reto.

Os primeiros relatos da utilizacdo do bevacizumabe no tratamento de
patologias coroidianas e retinianas, por meio de injegao intravitrea, datam de
agosto de 2005 (ROSENFELD; FUNG; PULIAFITO, 2005; ROSENFELD;
MOSHFEGHI; PULIAFITO, 2005). Em um caso de neovascularizagdo de coroide
em paciente com DMRI e um de EM em paciente com oclusdo da veia central da
retina, observou-se melhora clinicamente significativa (>3 linhas do ETDRS) na
AV e completa restauracdo da arquitetura retiniana normal no periodo de quatro
semanas, apds unica injegao intravitrea de 1.0 mg de bevacizumabe, sem
constatacdo de eventos adversos no periodo. Desde entdo, diversas doengas da
retina ja foram tratadas alternativamente com bevacizumabe intravitreo, incluindo
casos de neovascularizagdo de coroide, RDP e EMD (AVERY et al., 2006;
COSTA et al., 2006; JORGE et al., 2006).

Na RDP, varios estudos evidenciaram o beneficio do uso do bevacizumabe
com rapida regressdo dos neovasos retinianos e de iris apds unica injegéo
intravitrea de 1,25 mg (AVERY et al.,, 2006; MINELLA et al., 2008). O uso
adjuvante do bevacizumabe intravitreo na dose de 1,5 mg na PRP retiniana em
pacientes com RDP de alto risco mostrou efeito positivo na redugdo do
vazamento de corante a AGF em curto prazo, apesar de a AV néo ter sofrido
mudanga significativa em relagdo ao grupo com tratamento convencional
(fotocoagulacao a laser) (TONELLO et al., 2008). Nao foi observado vazamento a
AGF em 100% dos olhos com neovascularizagao retiniana persistente (NRP)
secundaria a RDP seis semanas apo6s a administracdo de 1,5 mg de
bevacizumabe intravitreo, embora uma semana ap6s o uso do antiangiogénico ja
houvesse reducéo significativa (JORGE et al., 2006). Apesar de a dose de
bevacizumabe, comumente administrada, ser em torno de 1,25 mg, doses
menores podem também induzir regressdo dos NVD e retina em RDP
(STERGIOU; SYMEONIDIS; DIMITRAKOS, 2011).
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Ranibizumabe

O ranibizumabe (Lucentis®, Novartis Pharma S.A.S., Franga) é o
fragmento humanizado do sitio de ligagdo ao antigeno do anticorpo monoclonal
contra o VEGF, desenvolvido pela empresa farmacéutica Genentech,
exclusivamente para uso oftalmologico, e tem por principal finalidade se ligar e
inibir todas as isoformas do VEGF. Lowe et al. (2007) demonstraram que o
ranibizumabe € um potente inibidor da angiogénese e permeabilidade vascular.
Essa droga foi obtida a partir da fragmentagcédo do bevacizumabe, com redugéao do
seu peso molecular para 58 KDa. Em teoria, o bevacizumabe n&o atravessaria a
membrana limitante interna da retina neurossensorial devido ao seu alto peso
molecular. Sendo assim, o ranibizumabe teria maior penetracdo e acéo,
alcancando niveis significativos de concentracdo no espago subrretiniano e
coroidiano (MORDENTI et al., 1999).

Diferentemente do bevacizumabe, o ranibizumabe foi aprovado pelo FDA
para uso oftalmoldgico no tratamento da DMRI exsudativa. No comego de 2005, a
Genentech anunciou os resultados do ensaio clinico randomizado fase Il
MARINA (minimally classic CNV ou occult CNV lesions em DMRI neovascular).
Aproximadamente 95% dos pacientes tratados com ranibizumabe mantiveram ou
melhoraram a visdo apdés um ano de seguimento, sendo este resultado mantido
apos dois anos de seguimento (ROSENFELD; RICH; LALWANI, 2006). Em
novembro de 2005, a Genentech anunciou os resultados do ensaio clinico
randomizado fase Il ANCHOR (lesées predominantemente classicas em DMRI
neovascular). Apés um ano de seguimento, aproximadamente 94% dos pacientes
tratados com 0,3 mg e 96% daqueles medicados com 0,5 mg de ranibizumabe
mantiveram ou apresentaram alguma melhora de AV (definida como perda de até
15 letras em AV), comparado com aproximadamente 64% daqueles submetidos a
terapia fotodindmica com verteporfina (Visudyne®) (BROWN et al., 2006). Apds
esses estudos clinicos pioneiros (MARINA; ANCHOR), outros estudos com
injecbes menos frequentes de ranibizumabe foram realizados (PIER, PrONTO,
SAILOR) (ROSENFELD et al., 2006), respaldando cada vez mais, o uso desse
agente antiangiogénico para casos de DMRI neovascular.
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Em relagdo a RD, em uma série de 10 casos de EMD, cinco pacientes
tratados mensalmente com trés doses de ranibizumabe, ganharam mais que 15
letras da tabela do ETDRS, cinco mais que 10 letras da mesma tabela e oito mais
que uma letra na AV (CHUN et al., 2006).

O Retinopathy Clinical Research Network (DRCRnet, 2010), reuniu 854
olhos (691 pacientes), comparando os efeitos na AV e espessura macular central
(EMC) em pacientes com EMD, tratados com: 1) injecdo simuladora + laser
focal/grid; 2) ranibizumabe IV seguido de laser focal/grid; 3) ranibizumabe IV +
laser focal/grid a partir de 24 semanas; 4) triancinolona IV seguida de laser
focal/grid. Esse estudo mostrou que, nos dois grupos tratados com ranibizumabe,
houve melhora significativa da visdo, se comparados aos outros grupos. A
reducdo da EMC foi similar nos grupos de ranibizumabe e triancinolona; e
superior, comparando-se 0s casos tratados somente com o laser. Em concluséo,
a terapia combinada de ranibizumabe e laser mostrou ser mais efetiva no
tratamento do EMD em um ano de seguimento, quando comparada com o laser
sozinho. Entre um e dois anos de seguimento, os resultados das AVs se
mantiveram estaveis. Em olhos pseudofacicos, a triancinolona seguida de laser
mostrou melhora da AV comparavel aos grupos de ranibizumabe, porém
aumentou o risco de elevacao da pressao intraocular (P1O).

Em relacdo a RDP, Jorge et al (2011) demonstraram que o uso de
ranibizumabe, em paciente de RDP de alto risco, ja panfotocoagulados e
portadores de neovasos persistentes, trouxe diminuicdo significativa na area de
vazamento na AGF e melhora na AV.

Alfibercepte

O aflibercepte (EYLIA®, Bayer Pharma AG, Berlim-Alemanha) é uma
proteina de fusdo recombinante que consiste de por¢cbes de dominios
extracelulares dos receptores 1 e 2 do VEGF humano, ligados a porgdo Fc da
imunoglobulina (IgG1) humana, € produzido por tecnologia de DNA recombinante
em ceélulas K1 de CHO e age como um receptor-isca soluvel que se liga ao
VEGF-A e ao fator de crescimento placentario (PIGF) com afinidade maior que
seus receptores naturais e, portanto, pode inibir a ligacdo e ativagdo desses
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receptores cognatos de VEGF.

A segurancga e eficacia de Eylia® (aflibercepte) foram analisadas em dois
estudos randomizados, multicéntricos, duplo-cegos, controlados com pacientes

com DMRI umida. Um total de 2412 pacientes foram tratados e avaliados quanto

a sua eficacia (1817 com Eylia® (aflibercepte) nos dois estudos (VIEW1 e
VIEW2). Em ambos os estudos, o desfecho da eficacia primaria foi a proporgao
de pacientes, estabelecida no protocolo, que mantiveram a visao, definido como

perda menor que 15 letras de AV na semana 52, comparado ao periodo basal.

Todos os grupos de tratamento com Eylia® (aflibercepte) demonstraram ser nao-
inferiores e clinicamente equivalentes ao grupo de ranibizumabe (SCHMIDT-
ERFURTH et al., 2014). No tocante a RD, ndo existem dados na literatura sobre o
uso de aflibercepte para a forma proliferativa dessa doenca.

1.6. Justificativa do estudo

Segundo o exposto até aqui, fica evidente que a RD configura causa
importante de perda visual.

Este estudo foi desenhado para melhorar o entendimento sobre as
alternativas de tratamento da RDP de alto risco, com associacdo da PRP e os
agentes antiangiogénicos. Nesse contexto, esta investigacédo inclui avaliagéo
estrutural da retina (area de neovasos) e funcional (eletrorretinografia) antes e

depois do tratamento.



2. Objetivos
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2.1. Objetivo geral

o Avaliar comparativamente os efeitos terapéuticos e alteragdes
funcionais e estruturais da retina da fotocoagulagdo a LASER com e
sem a associagcdo de injegdes intravitreas de ranibizumabe, em
pacientes portadores de RD com caracteristicas de alto risco de

perda visual.

2.2, Objetivos especificos

o Quantificar e comparar os efeitos das modalidades terapéuticas nas
seguintes medidas:
= area total de vazamento dos neovasos na AGF;
= espessura macular medida por OCT;
= AV;
» ERG para inferir sobre as principais alteragdes funcionais

causadas pela patologia, e suas mudangas apds a terapia.



3. Casuistica e Métodos
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3.1. Desenho do estudo

Foi realizado estudo prospectivo, randomizado e aberto, aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (HCFMRP-USP), Processo n°
11976/2008 (Anexo A), assim como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Anexo B).

3.2. Elegibilidade dos pacientes

Entre fevereiro e dezembro de 2009, pacientes avaliados pelo Servico de
Retina e Vitreo do HCFMRP-USP, que apresentavam RDP com caracteristicas de
alto risco e que nao tivessem sido submetidos a nenhum tratamento prévio para
retinopatia foram convidados para participar do estudo. Os procedimentos e as
avaliagcdes do estudo foram desempenhados por um unico especialista.

3.2.1. Critérios de inclusao

1. Pacientes com idade maior ou igual a 18 anos e portadores de RDP com
caracteristicas de alto risco;

2. AV maior que 20/800 (0,025) no olho do estudo;

3. Auséncia de tratamento a laser, cirurgico, ou com medicagao
antiangiogénica prévios para RD;

4. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido por escrito devidamente
assinado.

3.2.2. Critérios de exclusao:
1. Historia de Vitrectomia via pars plana no olho de estudo;
2. Histéria de eventos trombo-embodlicos (infarto do miocardio, acidente
vascular cerebral);

3. Hipertensao arterial descontrolada;
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4. Outras afecgdes oculares pré-existentes que levassem a baixa de visao
ou interfirissem no resultado do tratamento;

5. Histdria de cirurgia realizada nos ultimos seis meses, ou planejada nos
préximos 28 dias;

6. Condigcbes médicas ou psicolégicas que impedissem o paciente de
concluir o estudo ou assinar o Termo de Consentimento informado,
inclusive o uso abusivo de alcool ou drogas;

7. Doencga sistémica que, na opinido do investigador, pudesse excluir o
paciente do estudo;

8. Impedimento de qualquer procedimento de documentacéo;

3.3. Plano de trabalho

Os pacientes que se encaixaram nos critérios de inclusdo e exclusao,
foram divididos em dois grupos:
- Grupo A (PRP+Plus): pacientes submetidos a PRP a laser associado
com injecgé&o intravitrea de ranibizumabe (IVR).
- Grupo B (PRP): pacientes submetidos a PRP a laser (tratamento
padréo).

Grupo A (PRP+Plus)

+ Visita de triagem* (critérios de inclusdo e excluséo), selecdo do
paciente;

» Dia 0 - Primeiro episddio da sessao de PRP e IVR;

+ Semana 2 - segundo episédio de laser completando a sessdo de
PRP;

+ Semana 16 - Reavaliagao oftalmolégica*™, IVR;

+ Semana 32 - Reavaliagao oftalmolégica*™, IVR;

« Semana 48 - Reavaliagdo oftalmoldgica**, computagcédo final dos

dados.
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Grupo B (PRP)

+ Visita de triagem* (critérios de inclusdo e excluséo), selecdo do
paciente;

» Dia 0 - Primeiro episddio de laser da sessao de PRP;

+ Semana 2 - Segundo episédio de laser completando a sesséo de
PRP;

« Semana 16 - Reavaliagdo oftalmoldgica*, complementacéo de laser
caso necessario.

+ Semana 32 - Reavaliagdo oftalmoldgica**, complementacédo de laser
caso necessario;

« Semana 48- Reavaliagdo oftalmologica*, computagdo final dos

dados.

*A visita de triagem de ambos os grupos constou da medida da melhor
Acuidade Visual Corrigida (MAVC), estabelecida pelo ETDRS (1985),
biomicroscopia do segmento anterior, tonometria de aplanagdo com tonémetro de
Goldmann, mapeamento de retina, AGF, OCT e ERG.

**As reavaliagbes oftalmoloégicas incluiram a medida da MAVC
estabelecida pelo ETDRS, biomicroscopia do segmento anterior, tonometria de
aplanagcdo com tondmetro de Goldmann, mapeamento de retina, AGF, OCT e
ERG, sendo este realizado apenas na ultima reavaliagdo (semana 48).

O quadro abaixo e a Figura 8 ilustram o plano de trabalho para cada

paciente.
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Quadro 1: Plano de trabalho para cada paciente.

Semana -1 0 2 16 32 48
Avaliagao geral* X X X X
OCT X X X X
ERG X X
Angiofluoresceinografia X X X X
A) Ranibizumabe + Laser X#0 Q O# O#

B) Laser X # Q o o

* Acuidade Visual (ETDRS), Tonometria de aplanag¢ado, biomicroscopia de fundo, retinografia,

biomicroscopia de seguimento anterior e tomografia de coeréncia optica.

# Laser focal ou em grade de acordo com as normas do ETDRS podera ser realizado em pacientes
de ambos os grupos para o tratamento de edema macular clinicamente significativo em todas as

avaliagoes.

u Laser entre marcas se neovasos ativos na angiofluoresceinografia.
Q Laser (segundo episddio, completando a sessdo de panfotocoagulagao tipo full scater).

O Ranibizumabe.
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Visita de Triagem — Avaliagao Oftalmoldgica
completa (AV, Angio, OCT, ERG)

Grupo PRP Plus Grupo PRP
(PRP + Ranibizumabe) (PRP')

Visita inicial: PRP + Visita in.iciaI:
Ranibizumabe IV ( Dia 0); PRP ( Dia 0);
Completar PRP (semana 2) Completar PRP (semana 2)

Reavaliagao
Reavaliagao (sem16)

(sem16)

Ranibizumabe IV

Reavaliagao

(32sem)
Reavaliagao

(32sem)

Ranibizumabe IV

Reavaliacdo (sem 48) + ERG
Computagao final dos dados

Reavaliagdo (sem 48) + ERG
Computagao final dos dados

Figura 8: Fluxograma ilustrando o plano de trabalho para cada paciente.
*Cada reavaliagao incluiu MAVC, mapeamento de retina, tonometria, AGF e
OCT. #LASER focal ou em grade, de acordo com as normas do ETDRS,
podendo ser realizado em pacientes de ambos os grupos para o tratamento
de EM clinicamente significativo.
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3.4. Métodos de Avaliagao

AV: (Tabela logMAR ETDRS) com a melhor correcdo, segundo a
padronizacédo recomendada pelo ETDRS (1985).

Biomicroscopia com Lampada de Fenda (BIO): analisando todo o
segmento anterior, incluindo a analise de possivel opacificagdo do cristalino
utilizando o Sistema de Classificagdo de Opacificagdo do Cristalino Il (CHYLACK
et al., 1993).

P1O: medida por meio de tonémetro de aplanacdo de Goldmann.

Mapeamento de retina: realizado com lente de 20 Dioptrias (Volk) com
oftalmoscépio binocular indireto Topcon.

Retinografia e Angiofluoresceinografia (AGF): foram utilizados os
retinégrafos digitais Topcon TRC-501A-IMAGEnet; Tokyo, Japan e HRA-OCT,;
Heidelberg, Gemany. A angiografia foi obtida utilizando-se injecdo de 2,5 ml de
fluoresceina a 20% na veia antecubital com técnica padronizada em ambos os
olhos, com enfoque no olho de estudo, para fornecer evidéncia angiografica de
decréscimo de atividade neovascular. As imagens para comparagdao foram
obtidas entre um minuto e meio e dois minutos e meio apdés a injegdo do
contraste. As areas de vazamento do contraste decorrentes de neovascularizagao
de retina e disco optico, as quais foram aferidas em mm? e somadas para cada
fundo de olho de cada paciente, utilizando-se metodologia ja descrita em estudos
prévios (JORGE et al., 2006; TONELLO et al., 2008) e pelo software do proprio
HRA-OCT; Heidelberg, Gemany.

Tomografia de coeréncia optica (OCT): obtida pelo OCT Stratus model
3.0 software (Carl Zeiss Meditec) e realizada no programa de medida da
espessura da retina (retinal thickness), sendo o cursor colocado, de acordo com a
fixagdo do paciente ou manualmente, no centro da févea, quando a depresséao
foveal fosse visivel. A estratégia para analise utilizada foi o mapa de espessura

macular (macular thickness map), mensurada na regido central da retina.



Casuistica e Métodos 59

Exames laboratoriais: foram mensuradas a HbA1c e glicemia de jejum no
pré e pos-tratamento (Método Certificado pelo NGSP - "National Glycohemoglobin
Standardization Program", Valor de Referéncia= 4,1 a 6,5%).

Eletroretinografia de campo total (ERG): para a aquisicdo do ERG,
foram utilizados eletrodos tipo DTL (DAWSON; TRICK; LITZKOW, 1979),
posicionados em contato com o globo ocular (Figura 9), eletrodos de pele nas
témporas como referéncia e no brago com terra.

Figura 9: Eletrodo DTL posicionado no olho de voluntério.

Em ambos os olhos foram instilados colirios de Tropicamida 0,5% e
Fenilefrina 5%, para dilatacdo pupilar e os pacientes posicionados no escuro por
(no minimo) 25 minutos. O protocolo utilizado para estimulagdo luminosa,
aquisicado e tratamento do sinal elétrico e avaliagdo dos dados seguiu o padréo
sugerido pela Sociedade Internacional de Eletrofisiologia da Visdo (ISCEV -
International Society for Electrophysiology of Vision) (MARMOR; ZRENNER,
1998) (Figura 10).
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Onda b dos bastonetes Resposta maxima combinada Potenciais oscilatorios
'*/‘/VV"

Calibragdo aproximada

Resposta dos cones 30 Hz Flicker Potenciais

oscilatérios

b Yx.,V \ Y Y __l 30 100
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Figura 10: Exemplos de formas de ondas das respostas elétricas registradas no
protocolo padrdo internacional de eletrofisiologia da visédo (ISCEV).
(Adaptado de MARMOR; ZRENNER, 1998).

Demais curvas

Esse protocolo recomenda o registro da resposta retiniana em cinco
etapas, das quais trés séo realizadas em estado de adaptacédo ao escuro e duas
apo6s a adaptacao a luz, como descrito abaixo:

a) Onda-b dos bastonetes (rod b-wave): é registrada usando-se um flash
curto (de 4 a 10 ms) de luminéncia, menor do que a do limiar dos
cones (-4 a -3 log cd.s/m?), apresentado apos 20 a 40 minutos de
adaptacao ao escuro. A resposta, em olhos saudaveis, mostra uma
onda-b de amplitude da ordem de 300 uV e laténcia em torno de 100
ms. E utilizada na avaliacdo da via dos bastonetes e suas células
bipolares.

b) Resposta maxima combinada (RC) (maximum response): é registrada
logo apoOs a etapa anterior (onda-b dos bastonetes) usando-se um

flash curto (4 a 10 ms) de luminéncia, maior do que a do limiar dos
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cones (entre 0 a 1 log cd.s/m?). Portanto, a resposta elétrica constitui
a somatéria das vias dos bastonetes e cones. Sua forma apresenta
uma onda-a com amplitude de 300 pV e laténcia de 10 a 30 ms
seguida por uma onda-b de amplitude da ordem de 600 uV e laténcias
de 60 a 80 ms. Os POs podem ser observados sobrepondo a fase
ascendente da onda-b.

c¢) POs: estimulo idéntico ao da CR, porém filtrado entre 75 e 200 Hz
para se isolarem os Pos. Esta resposta possui trés a quatro picos de
amplitude em torno de 40 pV e laténcia de cerca de 40 ms.

d) Resposta dos cones (cone ERG): apds adaptagdo a luminancia
suficiente para saturar a resposta elétrica dos bastonetes (34 cd/m?
por 10 minutos), a resposta da via retiniana dos cones é registrada
por um flash de luz de 4 ms de duragdo e 0 a 1 log cd.s/m? de
luminancia. Esse estimulo gera uma resposta rapida, com uma
pequena onda-a seguida por outra onda-b de amplitude em torno de
150 pV e laténcia de 30 ms.

e) 30 Hz Flicker: registrado apds a resposta dos cones, consiste em um
estimulo de mesma luminancia e duragdo, porém repetido com
frequéncia de 30 Hz, produzindo resposta elétrica retiniana da mesma
frequéncia e amplitude da ordem de 100 uV.

O aparelho utilizado foi o Espion-E2 (Diagnosys LLC), acoplado no gerador
de estimulo luminoso ColorDome (Diagnosys LLC). Neste estudo, optou-se por
uma série de flashes de luz com intensidade crescente (de 0,001 até 0,1 cd.s/m?
incluindo ROD-response - 0,01cd.s/m?), durante o estado de adaptacdo ao
escuro, para permitir a estimativa dos parametros da equacdo de Naka-Rushton
(equacédo 1) (NAKA; RUSHTON, 1966). A Vnax (amplitude de saturagdo da onda-
b) e K (luminéancia necessaria para saturar metade da onda-b), consideradas para
avaliacao da sensibilidade escotdpica da retina.
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v .
Equacéo 1. V(I) = kn _I_In

Onde V é a amplitude em pV, Vmax € o parametro que define a amplitude
de saturagao, | é a luminancia, k € a luminancia necessaria para atingir 50% da
Vmax e n € um parametro adimensional que se relaciona com a inclinagdo da
curva, e nao sera apresentado neste estudo. Posteriormente, respostas aos
estimulos de 3 cd.s/m? chamado de RC, e ao estimulo de 10 cd.s/m?
denominado de alta intensidade (Al), gravados para permitir a avaliagdo da onda-
a-, b- e dos POs. Os POs foram analisados apos filtro de frequéncia off-line
passa-faixa, com cut-off inferior de 75 e superior de 100 Hz. Apds essa fase, os
olhos foram adaptados ao claro durante 10 minutos utilizando a cupula de campo
total acesa com luz branca (6500K) de 30 cd.s/m? e em seguida a resposta de
cone simples (3,0 cd.s/m?; com fundo de de 30 cd.s/m?) e a 30 Hz (3 cd.s/m? a 30
Hz; com fundo de de 30 cd.s/m?) foram registrados.

3.5. Procedimentos

3.5.1. Panfotocoagulagao a LASER Full-Scatter

A PRP foi realizada segundo o ETDRS (1987b) em uma sessao dividida
em dois episddios de 700-800 marcas cada um. Sendo tratada, primeiramente, a
retina inferior e, posteriormente, a retina superior, totalizando entre 1400-1600
marcas, em todos os pacientes do estudo (Grupos A e B). O tratamento foi
aplicado sob anestesia topica com uma lente de fundo de contato (Mainster
Standard, Ocular Instruments, Bellevue, California). O Laser usado foi de diodo de

frequéncia duplicada de comprimento de onda 635 nm (diodo verde).

3.5.2. Panfotocoagulagao adicional
A PRP adicional foi aplicada em pacientes do Grupo B, se detectada na

AGF a presenga de neovasos ativos. Constou de aplicagbes adicionais de Laser
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entre as marcas antigas, num total de no minimo 500 novas marcas, de acordo
ETDRS (1987a).

3.5.3 Laser focal ou Laser em grade para edema macular diabético

Realizado no dia 0 e nas visitas das semanas 16 e 32 em ambos grupos,
desde que constatado EMD clinicamente significativo, ou seja: 1) espessamento
retiniano de 500 um do centro da macula; 2) exsudatos duros dentro de 500 um
do centro da macula se associado de espessamento da retina adjacente; 3) zona
ou zonas de espessamento retiniano com area de um didmetro de disco (1,5 pm),
com pelo menos alguma parte estivesse dentro de um didmetro de disco do
centro da macula. A aplicagéo de laser focal ou em grade (Grid) seguiu as normas
do ETDRS (1985).

3.5.4. Injegao intravitrea de ranibizumabe

A aplicagdo do ranibizumabe foi realizada em ambiente cirargico no dia 0 e
nas semanas 16 e 32 do estudo nos pacientes do grupo A. A medicacgdo utilizada
na dose de 0,05 ml (0,5 mg), com agulha de seringa descartavel BD Ultra-FineTM
29G, via pars plana, com anestesia topica, a 3 mm do limbo em pseudo-facicos
ou afacicos e a 3,5 mm do limbo em facicos. Apds o procedimento, a perfusdo do
nervo optico foi avaliada por oftalmoscopia indireta, quando possivel, ou pela AV,
considerando-se paracentese de camara anterior em casos de ma perfusdo. Os
pacientes foram instruidos a usar colirio antibiotico (moxifloxacino 0,5%) uma gota
de trés em trés horas no olho submetido ao procedimento, iniciando 24 horas
antes da injegao, para fins de profilaxia, e permanecendo por uma semana apoés a
injecao (AIELLO et al., 2004).
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3.6. Analise estatistica

As comparagdes dos dados longitudinais foram realizadas usando-se two-
way ANOVA, considerando-se “grupo” e “tempo” (visitas) como efeitos a serem
investigados. Para as variaveis de distribuicdo n&do normal (testado com Shapiro-
Wilke test), foi utilizado o teste ndo paramétrico Wilcoxon signed-rank test e entre
os grupos Wilcoxon rank-sum test. As comparagbes entre 0s grupos né&o
longitudinais, como HbAC, na visita inicial, foram realizadas com t-Test. As
contagens de variaveis ordinais ou nominais (como género e raga) foram
comparadas com o teste de Likelihood Ratio. Todas as analises consideraram
p<0,05 como valor de significancia e os dados apresentados em forma de médias
+ EPM.



4. Resultados
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Os resultados deste estudo serdo mostrados em duas partes. A primeira
parte (Resultados Acta), foca nos dados de area de neovasos, AV e OCT (FILHO
et al.,, 2011), e a segunda parte (Resultados Documenta), aborda os dados
eletrorretinograficos (MESSIAS et al.,, 2012). Essa divisdo foi necessaria, pois
nem todos os pacientes concordaram com a realizacdo do exame de ERG, pelo

desconforto, ou pela duragao elevada da avaliagao.

4.1. Resultados Acta

4.1.1. Evolugao do estudo e adesao dos pacientes

Vinte e nove dos 40 participantes, incluidos inicialmente, completaram as
48 semanas de seguimento. No grupo PRPplus, um participante faleceu devido a
infarto agudo do miocardio, e dois participantes ndo retornaram para a
reavaliagdo na semana 16 do estudo (semana 16: n=17). Entre as semanas 16 e
32 mais um participante perdeu o seguimento (semana 32: n=16) e apds a
semana 32 outro faleceu (semana 48: Grupo PRPplus n=15 pacientes). No grupo
PRP, um participante foi excluido do estudo, pois evoluiu com descolamento de
retina tracional, um faleceu e dois participantes ndo retornaram para o seguimento
na semana 16 (semana 16: n=16). Entre as semanas 16 e 32, um participante foi
excluido do estudo, pois desenvolveu hemorragia vitrea (semana 32: n=15); e
apos a semana 32, outro faleceu (semana 48: Grupo PRP n=14).

Todos os participantes do Grupo PRPplus foram retratados com IVR, e
todos do grupo PRP necessitaram de retratamento com fotocoagulagéo a laser
nas semanas 16 e 32. As caracteristicas demograficas dos participantes de
ambos os grupos estdo sumarizadas na Tabela 1. A média de idade foi maior no
grupo PRP, comparado com o grupo PRPplus (p=0,0036), ndo sendo encontrada
diferenga estatisticamente significativa entre os grupos, no que diz respeito aos
niveis de HbA1c e duragao do DM.
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Tabela 1: Caracteristicas demograficas dos grupos.

PRP PRP plus P
Idade (+ dp, em anos) 63,3+2,5 50,5+3,0 0,0036 (t-test)
Género (homem/mulher) 9/5 9/6 0,8120 (Likelihood Ratio)
Raca (negro/latino/branco) 3/7/4 2/7/6 0,7522 (Likelihood Ratio)

Tempo de Diabetes (média + DP; anos) 13,1+£23 17,0125 0,2577 (t-test)
Tratamento (AHO/insulina) 2112 3/12 0,6829 (Likelihood Ratio)

HbA1c (média * dp) 9,3+1,2 9,4+0,8 0,7821 (t-test)

HbA1c= hemoglobina glicosilada.

Nao foi observado nenhum efeito adverso grave relacionado com a
medicacdo nos 20 participantes tratados com ranibizumabe neste estudo. Em
geral, a injecéo intravitrea como procedimento foi bem tolerado e ndo foram
detectados sinais de uveite, endoftalmite ou toxicidade ocular. Além disso, n&o
houve desenvolvimento de catarata ou aumento nos niveis de PIO nos olhos
tratados com IVR nas 48 semanas do estudo. Efeitos colaterais relacionados com
o procedimento, como hemorragia subconjuntival, sensagado de corpo estranho
foram relatados em 25% (5/20), 29% (5/17), e 31% (5/16) pelos pacientes nas
semanas 0, 16 e 32, respectivamente. Foram eventos transitorios e resolvidos em

até uma semana apds a injegdo em todos os pacientes.

4.1.2. Area de vazamento de fluoresceina
Nao houve diferenga estatisticamente significativa na area de vazamento
de fluoresceina secundaria a neovasos ativos na angiografia fluorescente (FLA

area), em mm?, entre os grupos PRPplus e PRP na visita inicial. A média + erro-

padrao da média (EPM) de FLA area foi de 9,0 + 13 mm? no grupo PRP e 11,7
13 mm? no grupo PRPplus (p=0,1502; t-test). Foi observada reducao significativa
na FLA area comparando a visita inicial com os valores encontrados nas semanas

16, 32 e 48 em ambos os grupos (p<0,05). A comparagao intragrupo mostrou
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reducao significativamente maior na FLA area na semana 48 no grupo PRPplus
em comparagdo com o grupo PRP (p=0,0291) e também redugdo maior nas
semanas 16 e 32 (p<0,1) (Figura 11 e Tabela 2).
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Figura 11: Distribuicao das diferengas intraindividuais da area total (mm?) de vazamento
de fluoresceina de neovasos ativos entre os valores medidos na visita inicial
e nas semanas 16, 32 e 48 apos o tratamento.

4.1.3. Melhor acuidade visual corrigida (MAVC)

N&do houve diferengca estatisticamente significativa na MAVC entre os
grupos PRPplus e PRP na visita inicial. A média de MAVC (expresso como
logaritimo de minimo angulo de resolugéo: logMAR) foi de 0,31 £ 0,05 logMAR no
grupo PRP e 0,27 £ 0,06 logMAR no grupo PRPplus (p=0,6645). Houve aumento

de 0,08 logMAR (correspondente a perda de aproximadamente uma linha na
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Tabela ETRDS) entre a visita inicial e as semanas 16, 32 e 48 apos o tratamento
no grupo PRP (p<0,05), enquanto no grupo PRPplus nao foi observada mudanga
estatisticamente significativa em nenhuma das visitas do estudo (p>0,05). A
analise entre os grupos demonstrou diferenga significativa entre PRPplus e PRP

nas semanas 32 e 48 (p<0,05) (Figura 12 e Tabela 2).
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Figura 12: Distribuicdo das diferengas intraindividuais da Melhor Acuidade Visual
Corrigida (MAVC) em logMAR entre os valores medidos na visita inicial e
nas semanas 16, 32 e 48 apds o tratamento.

4.1.4. Espessura do subcampo macular no OCT (ESM)
N&o foi encontradao diferenga estatisticamente significativa na ESM entre
os grupos PRPplus e PRP na visita inicial. A média de ESM foi de 216,0 £ 10,7

pgm no grupo PRP e 249,4 + 36,1 um no grupo PRPplus (p=0,3925), mas houve
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aumento estatisticamente significativo na ESM, de aproximadamente 20%, apds o
tratamento no grupo PRP (p<0,05), enquanto que tendéncia a diminuigdo na

ESM, de aproximadamente 5%, foi constatada em todas as visitas do grupo

PRPplus (p<0,05) (Figura 13 e Tabela 2).
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Figura 13: Distribuicdo das diferengas intraindividuais (Visita inicial e nas semanas 16,

32 e 48 apods o tratamento). Espessura do subcampo macular no (um).
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Tabela 2: Média das diferengas intraindividuais (valores encontrados apds o tratamento
menos a visita inicial) para FLA area, MAVC, ESM em ambos os grupos € em
todas as visitas do estudo. A coluna da direita mostra os valores do p para
analise das comparacdes entre os grupos usando Wilcoxon rank-sum test.

Semana PRP PRPplus Entre grupos

P (Wilcoxon)
16 -2,4 £ 0,4 (0,0003) -3,9+£ 0,4 (<0,0001) 0,0548
FLA 32 -3,1+£ 1,0 (0,0067) -5,2 £ 0,6 (<0,0001) 0,0887
48 -2,9+ 1,3 (0,0083) -5,8 £ 0,7 (<0,0001) 0,0291
16 0,06 £ 0,03 (0,0625) 0,00 £ 0,01 (0,5000) 0,1142
MAVC 32 0,08 £ 0,03 (0,0078) -0,01 £ 0,02 (0,5000) 0,0216
48 0,08 £ 0,03 (0,0078) 0,00 £ 0,02 (0,5000) 0,0243
16 34,4 £ 29,6 (0,0085) -14,2 £ 36,9 (0,0188) 0,4706
ESM 32 54,7 + 36,8 (0,0025) -13,6 £ 41,8 (0,0820) 0,1897
48 18,1 £ 9,4 (0,0043) -14,7 £ 39,1 (0,0698) 0,7106

4.2. Resultados Documenta

Vale ressaltar que nem todos os pacientes concordaram em realizar o
ERG. No grupo PRP, dos 14 pacientes que completaram as 48 semanas apenas
nove aceitaram, enquanto que no grupo PRPplus, dos 15 pacientes que
completaram o estudo, 11 concordaram com a realizacdo do ERG. Em tempo, os
dados de ERG foram comparados com o grupo controle, formado por 15
individuos no mesmo intervalo de idade dos grupos de pacientes. Nessa amostra
de pacientes avaliados com ERG, a média de disparos de laser ao final do estudo
(semana 48), foi de 2.736 + 93 (2,620-2,884) no grupo PRP, que como esperado,
foi muito superior a realizada no grupo PRPplus: 1636 + 96 (1494-1800)

(p=0,0001). Os dados demograficos da sub amostra estdo resumidos na Tabela 3.
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Tabela 3: Caracteristicas demograficas da subamostra do ERG.

PRP PRP plus P
Idade (+ dp, em anos) 64 +8 59 +12 0,7522 (t-test)
Género (homem/mulher) 5/4 6/5 0,9640 (Likelihood Ratio)
Raca (negro/latino/branco) 1/5/3 1/6/4 0,9831 (Likelihood Ratio)
Tempo de Diabetes (média + DP; anos) 13+9 14 +6 0,6330 (t-test)
Tratamento (AHO/insulina) 1/8 1/10 0,8812(Likelihood Ratio)
HbA1c (média * dp) 911 9+1 0,4315 (t-test)

4.2.1. ERG adaptado ao escuro na visita inicial

O ERG adaptado ao escuro revelou intensa diminuicdo na amplitude das
ondas a e b dos pacientes com RD, se comparado aos controles. Isso foi
observado para a resposta de bastonetes (0,01 cd.s/m?), a RC (MC - 3,0 cd.s/m?),
e alta intensidade (Al - 10,0 cd.s/m?). Ndo houve diferenca significativa entre PRP
e PRPplus na visita inicial (Tabela 4 e Figuras 14 e 15).

O parametro Vmax (amplitude de saturagdo da onda-b) foi significativamente
menor nos grupos PRP e PRPplus do que nos controles (ANOVA; p<0,05), e o
parametro k (luminéncia necessaria para atingir metade da onda-b de saturacéo)
foi maior nos grupos PRP e PRPplus do que nos controles, porém aqui também
nao houve diferenca estatisticamente significativa para esses dois parametros
entre PRP e PRPplus. Salvo o tempo implicito da onda-a para a resposta de alta
intensidade, os tempos implicitos das ondas-a e b dessas respostas do ERG
adaptado ao escuro encontraram-se aumentados quando comparados com o0s
olhos do grupo controle (Tabela 4 e Figuras 14 e 15). As disparidades entre olhos
com RDP e olhos do grupo controle em relagdo aos tempos implicitos do ERG
foram maiores para estimulos de menor luminéancia, indicando tendéncia para
forte deterioracdo dos potenciais gerados pela via dos bastonetes em RDP. A
amplitude dos POs encontraram-se dramaticamente reduzidas nos grupos PRP e
PRPplus quando comparados com o grupo controle. Nao houve diferenca
significativa na amplitude dos POs entre os grupos PRP e PRPplus (Tabela 4 e
Figuras 14 e 15).
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Tabela 4: Respostas do ERG adaptado ao escuro na visita inicial. Média £+ EPM das
amplitudes e tempo implicito das respostas de bastonetes (0,01 cd.s/m?),
méaxima combinada (3,0 cd.s/m?) e alta intensidade (10,0 cd.s/m?).

cd.s/m? Controle PRP PRPplus P (ANOVA)
Onda-a 3 3247:130 2062:238 23332206 <0001
amplitude (pV) 10 3924+147 2758+268 3065+232 00003
Onda-a 3 156£02  202:04 19804 <0001
Tempo implicito (ms) 10 128+02 164404 159404 <0001
001 3731+171 1787312 2062£270 <00001
Onda-b 3 55684242 3372+441 3628+382  <0,0001
amplitude (V)
10 5816+233 3696+426 4012£369  <0,0001
001 838217 1043231 1017227  <0,0001
Onda-b 3 496+10  531+17  538+15 00387
Tempo implicito (ms)
10 500+13  550%23  526+20 01439
3 7904:248 2132:452 25532392  <0,0001
PO (uV,ms) 10 9454 +337 2728+616 3632£534  <0,0001

Células em cinza indicam valores com diferengas estatisticamente significativas (Tukey-Kramer HSD;

p<0,05).

PO= Potenciais oscilatérios; PRP= Panfotocoagulagao.
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Figura 14: Respostas do ERG adaptado ao escuro na visita inicial. Média e intervalo de
confianga de 95% das repostas dos grupos: controle (verde), PRP (vermelho),
PRPplus (azul). Em A, B e C evidenciando parametros Vmax e K. A partir de
D até H, estdo representados: amplitude da onda b, tempo implicito da onda
b, amplitude da onda a, tempo implicito da onda a e potenciais oscilatérios,

respectivamente.
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Figura 15: Respostas do ERG adaptado ao escuro na visita inicial. Exemplos das
respostas de um paciente de cada grupo. Verde para o grupo controle,
vermelho para o grupo PRP e azul para o grupo PRPplus.

4.2.2. ERG adaptado a luz na visita inicial

A amplitude da onda-b dos cones e o flicker de 30 Hz estavam reduzidos

enquanto 30 Hz tempo implicito e o tempo implicito da onda-b estavam

prolongados nos grupos PRP e PRPplus, comparados com o grupo controle, mas
nao foram encontradas diferengas significativas entre os grupos PRP e PRPplus
para esses valores na visita inicial. (Figuras 16 e 17 e Tabela 5).
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16: Respostas do ERG adaptado ao claro na visita inicial. Média e intervalo de
das repostas dos grupos:

controle (verde), PRP

(vermelho), PRPplus (azul). Cada grafico evidenciando as respostas sobre os
estimulos: amplitude em 30Hz, Cone ERG (amplitude da onda-b), 30 Hz
tempo implicito, flash simples dos cones (tempo implicito da onda-b).
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Controle PRP (visita inicial) PRPplus (visita inicial)
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Figura 17: Respostas do ERG adaptado ao claro na visita inicial. Exemplos das
respostas de um paciente de cada grupo. Verde para o grupo controle,
vermelho para o grupo PRP e azul para o grupo PRPplus.

Tabela 5: Respostas do ERG adaptado ao claro na visita inicial. Média + EPM das
amplitudes e tempos implicitos em 30Hz, Cone ERG (amplitude da onda-b),
30 Hz tempo implicito, flash simples dos cones (tempo implicito da onda-b).

Controle PRP PRPplus P (ANOVA)
30Hz amplitude (uV) 1426+6.2 595+10.7 90.7+6.5 <0.0001
30Hz tempo implicito (ms) 26.6£0.2 34.8+1.1 34.3+0.9 <0.0001
Onda-b - Amplitude (pV) 191.5+9.1 78.7+122 101.3+85  <0.0001

Onda-b - Tempo implicito (ms) 30.0+0.2 359+0.5 35.3+0.7 <0.0001

Células em cinza indicam valores com dlferengas estatisticamente significativas na
comparagao dos grupos. (Estimulos: 30 Hz: 3.0 cd. s/im? a 30 Hz; e resposta do Cone: 3.0
cd.s/m )

4.2.3. Diferencas entre os Grupos PRP e PRPplus apés tratamento no ERG
adaptado ao escuro

Em geral, nos grupos PRP e PRPplus houve redugcdo nas amplitudes do
ERG e aumento nos tempos implicitos, mas apesar da consideravel diferenca
entre 0os grupos quanto ao numero de disparos de laser (média de disparos de
laser: PRP = 2,700; PRPplus = 1600), apenas alguns parametros demonstraram
diferengas funcionais entre os grupos PRP e PRPplus. A amplitude da onda-b dos
bastonetes foi significativamente reduzida para 46 + 5% (p<0,05) do valor da visita
inicial no grupo PRP, e em 64 + 6% (p<0,05) no grupo PRPplus. Essa redugéo foi
significativamente maior no grupo PRP quando comparado com o grupo PRPplus



Resultados 77

(p=0,0242). Resultados similares foram encontrados na amplitude da RC, com
reducdo na semana 48 quando comparada com a visita inicial de 45 + 4% no
grupo PRP e 62 + 5% no grupo PRPplus. A diminuicdo na amplitude de RC
também foi significativamente maior no grupo PRPplus (p=0,0094) (Figura 17 e
Tabela 6). A RC da onda-a e os POs mostraram significativa diminuicdo em
ambos os grupos (Figura 17 e Tabela 6), mas sem diferenga significativa na
analise entre os grupos. Para todas as respostas, os tempos implicitos da onda-b
estavam significativamente aumentados apos o tratamento com PRP ou na
associagdo de PRP com ranibizumabe, mas n&o houve diferenca significativa na
analise entre os grupos. Por outro lado, os tempos implicitos da onda-a n&o
mostraram mudancgas significativas apds o tratamento com ambos os regimes.
(Tabela 6 e Figuras 18 e 19).

Tabela 6: Média £+ EPM da relac&o intraindividual da visita inicial da amplitude das ondas-
a e b e potenciais oscilatorios (PO) e da relagao intraindividual da visita inicial
dos tempos implicitos para a resposta do ERG adaptado ao escuro. (ROD:
0.01 cd.s/m? CR: 3.0 cd.s/m? e Resposta Al: 10.0 cd.s/m?).

cd.s/m® PRP PRPplus P (entre grupos)
Amplitude da onda-a 3 0.46+£0.07 0.49+0.06 0.3590
(relagao visita inicial) 10 0.48+0.06 0.50+0.05 0.3878
T . - 3 0.78+0.36 0.17 £0.21 0.9158
empo implicito da onda-a
(diferencga da visita inicial em ms) 10 0.67+£0.44 0.25+0.30 0.7755
0.01 0.46+0.05 0.64 +0.06 0.0119
Amplitude da onda-b 3 045+0.04 0.62+0.05 0.0053
(relagdo visita inicial)
10 0.46+0.05 0.59+0.03 0.0254
0.01 8.89 £ 3.11 7.92 +2.57 0.5937
Tempo implicito da onda-b 7.33+2.03 6.75+1.63 0.5873
(diferenga da visita inicial em ms)
10 7.00+149 517+1.17 0.8265
3 0.67+0.07 0.69+0.13 0.4456
OP (relagao da visita inicial) 10 0.63£0.06  0.60 £ 0.09 0.5849

Células em cinza escuro indicam valores sem alteragdes estatisticamente significativas dentro de
cada grupo, apés o tratamento, enquanto que células em cinza claro mostram mudanca
estatisticamente significativa (Tukey-Kramer HSD; p<0.05).
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Figura 18: Efeitos do tratamento no ERG adaptado ao escuro. Exemplos de um paciente
do grupo PRP (vermelho) e um do grupo PRPplus (azul). Linhas pontilhadas
mostram respostas na visita inicial e linhas continuas as respostas nas
semanas 48 para os estimulos: ROD: 0,01 cd.s/m?, CR: 3,0 cd.s/m?, Al: 10,0

cd.s/m?.
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Figura 19: Efeitos do tratamento no ERG adaptado ao escuro. Gréaficos mostrando as
respostas para: amplitude da onda-b, tempo implicito da onda-b, amplitude
da onda-a, tempo implicito da onda-a e potenciais oscilatorios para cada
estimulo: ROD: 0,01 cd.s/m?, CR: 3,0 cd.s/m?, Al: 10,0 cd.s/m”.

4.2.4. Diferencas entre os Grupos PRP e PRPplus apés tratamento no ERG
adaptado ao claro

As amplitudes da onda-b dos cones e do flicker de 30 Hz mostraram
significativa reducdo em relagéo a visita inicial (p < 0,05) (Tabela 7 e Figuras 19 e
20), mas nao foram observadas diferengas na analise entre os grupos. O tempo

implicito do flicker de 30 Hz ndo mostrou mudangas significativas apos o
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tratamento com PRP ou na associagdo de PRP com ranibizumabe, enquanto que

o tempo implicito da onda b dos cones estava significativamente aumentado apos

o tratamento em ambos os grupos (Tabela 7 e Figuras 20 e 21).

Tabela 7: Média + EPM da relagdo da visita inicial das amplitudes e tempos implicitos
das respostas do ERG adaptado ao claro. (Estimulos = 30Hz: 3,0 cd.s/m? a 30

Hz e resposta cones: 3,0 cd.s/m?).

PRP PRPplus P (entre grupos)
30 Hz amplitude
(relagéo visita InICIal) 0.45+0.07 0.40 £ 0.04 0.7036
30 Hz tempo implicito
(diferenga da visita inicial em ms) 1.00 £ 0.93 0.45+0.58 0.6863
Amplitude da onda-b
Tempo implicito da onda-b 0.45 £ 0.06 0.49 £ 0.05 0.3161

(diferenga da visita inicial em ms)

As células em cinza indicam valores sem diferencas estatisticamente significativas nos grupos

apos o tratamento.
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Figura 20: Efeitos do tratamento no ERG adaptado ao claro. Exemplos de respostas do
ERG adaptado ao claro de um paciente do grupo PRP (vermelho) e de um do
grupo PRPplus (azul). Linhas pontilhadas mostram respostas da visita inicial
e linhas continuas respostas da semana 48 para estimulos de 30 Hz e
resposta dos cones.
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Os resultados deste estudo sugerem que as duas modalidades
terapéuticas testadas: PRP e PRP associada com IVR causam significativa
reducdo no vazamento de neovasos ativos na AGF (FLA area) em pacientes com
RD com caracteristicas de alto risco, sendo que, o uso de IVR foi associado com
maior reducdo em FLA.

Esses dados estdo em concordancia com estudo anterior, que também
revelou significativa redugdo na FLA area nas semanas 1, 6, 12, 24, 36 e 48, em
pacientes portadores de RDP de alto risco tratados com ranibizumabe.
Diferentemente, no estudo de 2011, os pacientes foram tratados com PRP
previamente, e 0s neovasos persistentes com a medicagcdo intravitrea
trimestralmente (JORGE et al., 2011).

Em outro estudo similar, comparou-se PRP versus PRP associado com
bevacizumabe intravitreo em pacientes com RDP de alto risco. Nessa ocasido, a
meédia da reduc¢do na FLA area encontrada no grupo tratado com associagao de
PRP e bevacizumabe foi de 6,7 mm? (11,2 mm? na avaliago inicial para 4,5 mm?
na semana 16) (TONELLO et al.,, 2008), que é até maior do que média da
reducdo na FLA area de 3,9 mm? (11,7 mm? na avaliagdo inicial para 7,8 mm?
semana 16) observado no presente estudo no grupo PRPplus. Como esses
estudos possuem o mesmo critério de inclusdo, mas ndo foram conduzidos
simultaneamente, especulou-se que o bevacizumabe associado com PRP pode
ter efeito mais persistente na supressdo do vazamento de neovasos ativos do que
a associacao entre PRP e ranibizumabe, pois a meia-vida do bevacizumabe
intravitrea € maior do que a do ranibizumabe (BAKRI et al., 2007).

De acordo com o ETDRS, aproximadamente 60% dos pacientes com RDP
respondem ao tratamento com PRP com regressdo de neovasos em trés meses
(12 semanas) (ETDRS, 1987b; VANDER et al., 1991). Entretanto, no presente
estudo e no estudo similar usando bevacizumabe (TONELLO et al., 2008),
nenhum paciente apresentou regressdo completa no vazamento de neovasos na
semana 48 apdés a PRP. Acredita-se que a razdo mais provavel para este
desfecho seja devido ao pobre controle glicémico apresentado pelos pacientes do
estudo e pelo comportamento mais agressivo da RD em pacientes com maior
pigmentacao de pele. De fato, nenhum paciente deste estudo apresentou nivel de
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HbA ¢ inferior a 7%. Além disso, em contraste com o ETDRS, a populagdo do
presente estudo foi composta, principalmente, por individuos latinos e negros, e
como relatado por Emanuele et al. (2005), a severidade da RD foi maior nesses
grupos étnicos.

Apesar de ambos os tratamentos estarem associados com significativa
regressdo dos neovasos ativos, nenhuma alteracdo na AV foi observada apds o
tratamento no grupo PRPplus, enquanto piora significativa na AV foi observada
nos pacientes que receberam somente fotocoagulacdo a laser (grupo PRP).
Analogicamente, em recente estudo (DRCRnet, 2010), observou-se que o IVR
associado com laser focal ou em grade causa significativa melhora na acuidade,
se comparado com os resultados obtidos no tratamento com laser focal ou em
grade isoladamente em pacientes portadores de EMD.

No presente estudo, pacientes com EM clinicamente significativo,
receberam laser focal ou em grade e IVR na visita inicial, enquanto que no estudo
DRCRnet (2010) foi administrado IVR na visita inicial e o laser focal ou em grade
apdés uma semana, ou possivelmente apos 24 semanas, de acordo com critérios
do estudo. Neste estudo, a maioria dos pacientes incluidos nao era portadora de
EM clinicamente significativo, e nesses, houve tendéncia para diminuigdo na
espessura macular no grupo PRPplus, enquanto que aumento, estatisticamente
significativo, na espessura macular foi encontrado nos pacientes do grupo PRP.

O provavel mecanismo de reducdo do edema, com consequente
preservacao da funcao retiniana e melhora da AV, apo6s o uso de IVR associado
com PRP, é a estabilizacdo da barreira hematorretiniana (ZHANG et al., 2006),
visto que essa droga pode reduzir a presencga de fluido intersticial na macula ou
mesmo o EM, que mesmo quando subclinico pode causar comprometimento
funcional retiniano (BROWNING; FRASER; CLARK, 2008; RAMALHO et al.,
20009).

Nao houve diferenca na PIO e na classificacdo de opacificagcdo do
cristalino entre os dois grupos ao longo de todo o estudo, e tampouco foi
observada mudanga significativa na PIO em qualquer visita. Esses resultados s&o
coincidentes com os desfechos de outros estudos, ndo demonstrando aparente
associagdo entre IVR e aumento da PIO, desenvolvimento ou progresséo de
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catarata, ou aumento na taxa de endoftalmite (AVERY et al., 2006; CHUN et al.,
2006; DRCRnet, 2010; JORGE et al., 2006; MASON et al., 2008). Além disso,
ocorreu progressao para RDP avangada apenas em pacientes do grupo PRP (um
paciente evoluiu com descolamento de retina tracional e outro com hemorragia
vitrea densa), mas conclusdes relacionadas a seguranga neste quesito séo
limitadas devido ao pequeno numero de pacientes envolvidos.

Ao conhecimento dos autores, este € o primeiro estudo a reportar medidas
eletrorretinograficas apos associagao de ranibizumabe e PRP. O principal objetivo
da inclusdo dessa metodologia no estudo foi investigar se o uso do IVR em
combinagdo com PRP permite menor perda funcional da retina do que o
tratamento com laser isoladamente.

Os dados aqui apresentados confirmam descricdes prévias de alteracdes
eletrorretinograficas em RDP como: redugdo das amplitudes das ondas-a e b,
aumento nos tempos implicitos para respostas dos cones e bastonetes e uma
dramatica redugdo na amplitude dos POs (HOLOPIGIAN et al., 1997; TZEKOV;
ARDEN, 1999). Além disso, a maior diferenca entre os pacientes do estudo e os
do grupo controle foi encontrada para a area sob a curva dos POs, indicando
predominancia de disfungdo da retina interna sobre a dos fotorreceptores em
olhos com RDP de alto risco.

O modelo de inter-relagdo entre a onda-b adaptada ao escuro e a
luminancia do estimulo mostra que a amplitude de saturagao (parémetro Vimax) €
proporcionalmente mais reduzida do que esta aumentada a luminancia necessaria
para atingir metade da saturagao (parametro k). De fato, ja foram mostrados que
outros parédmetros do ERG, como a razdo da amplitude b/a (BRETON et al., 1989)
e o tempo implicito da onda-b (CHUNG; KIM; KWAK, 1993), podem ser mais
sensiveis que o parametro k. Provavelmente, o parametro k indica quanto de luz é
necessario para que as células remanescentes sejam estimuladas, e se essas
estiverem em bom funcionamento, esse parametro ndo sera alterado. Em
contrapartida, o parametro Vmnax indica a soma dos potenciais de todas as células
e, portanto, quanto maior o numero de células afetadas, menor sera sua

amplitude, independente da integridade das células remanescentes.
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Os achados, apods extensiva PRP, documentados neste estudo, foram
similares a estudos anteriores (CAPOFERRI et al.,, 1990), em que redugdes
significativas nas amplitudes das ondas-a e b, tanto nas respostas adaptadas ao
escuro quanto ao claro, foram observadas. E isso pode ser explicado devido ao
dano ao tecido retiniano causado pela PRP.

Curiosamente, o parametro do ERG, que sofreu maior reducado apods
extensiva PRP, foi a onda-b adaptada ao escuro e ao estimulo de baixa
intensidade luminosa (onda b dos bastonetes). Esta resposta € gerada,
principalmente, pela despolarizagdo das células bipolares da via dos bastonetes
(SLAUGHTER; MILLER, 1981), que estao localizadas na retina interna, que, por
conseguinte, € suscetivel @ isquemia retiniana presente na RDP de alto risco
(NILSSON, 1971); e também para a detecgdo de alteragdes funcionais apds a
PRP, pois o laser é aplicado na retina periférica, onde os bastonetes sao
dominantes.

Pode-se somente especular porque redugcdo de magnitude similar n&o foi
observada nas amplitudes da onda-a, uma vez que a fotocoagulag&o retiniana
afeta primariamente a retina posterior, ou seja, o EPR da retina e,
consequentemente, os fotorreceptores. Baseado em teoria que propde que a
fotocoagulacdo a laser ndo apenas destroi as areas da retina diretamente
atingidas, mas também areas adjacentes na retina interna (OGDEN; CALLAHAN;
RIEKHOF, 1976). Pearman et al. (1985) sugerem que a PRP leva a maior
reducdo na amplitude da onda-b do que a da onda-a, devido a transmissao
subnormal do sinal dos fotorreceptores na retina proximal. H4 de se concordar
que este pode ser um mecanismo para explicar a maior redugdo na amplitude da
onda-b comparada com a da onda-a. Além disso, é possivel que pelo menos
parte da retina fotocoagulada ndo estivesse isquémica e, portanto, teria retina
interna funcional, que poderia gerar parte substancial da amplitude da onda-b
documentada antes da PRP. Com a destruicdo dessas areas, causada pelo laser,
as amplitudes das ondas-a e b diminuiriam, como observado, mas na onda-b em
maior escala.

As amplitudes dos POs foram dramaticamente reduzidas, ou até mesmo
abolidas em olhos com RDP de alto risco, mesmo antes da PRP, e assim, n&o
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foram uteis para avaliar os efeitos pds-tratamento. Consistentemente, diferencgas
entre os grupos PRP e PRPplus foram encontradas na amplitude da onda-b, mas
nao para outros parametros do ERG. Além disso, respostas do ERG adaptado ao
claro mostraram menor redugao apos a PRP e nao evidenciaram diferencas entre
os grupos PRP e PRPplus, provavelmente devido a retina central ser menos
afetada pela PRP do que a retina periférica.

De maneira geral, os dados aqui apresentados sugerem que a estratégia
de tratamento combinado é associada com melhor controle no vazamento de
neovasos associado a menor perda de funcao retiniana, indicado pela menor
reducdo na amplitude da onda-b, comparado com o tratamento com PRP
isoladamente. O menor numero de disparos de laser realizados no grupo PRPplus

em relagao ao grupo PRP é a provavel explicagdo para a menor perda funcional.
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o A associacdo de IVR ao tratamento com PRP, em pacientes portadores
de RD com caracteristicas de alto risco de perda visual, produz melhor
controle da RD em relagéo ao outro grupo do estudo, evidenciado por:

* menor vazamento de neovasos ativos;
* auséncia de aumento da espessura macular pos-tratamento;

* n&o houve piora significativa da AV.

o Pacientes com RDP com caracteristicas de alto risco de perda visual
apresentam redugédo significativa da amplitude do ERG, principalmente
com estimulo de baixa intensidade em estado de adaptagéo ao escuro;

o A associagao de IVR a PRP causa menor redu¢cado da amplitude do ERG
do que a PRP isolada;

o Nao foi observado aumento de efeitos adversos, como descolamento e
retina, endoftalmite, ou hemorragia vitrea nos casos tratados com IVR +
PRP.
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ANEXO B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PANFOTOCOAGULAQAO
VERSUS PANFOTOCOAGULACA,O ASSOCIADA COM RANIBIZUMABE INTRA VITREO PARA
RETINOPATIA DIABETICA PROLIFERATIVA DE ALTO RISCO (IRaHi)

O sr. (a) tem um tipo de doenga denominada retinopatia diabética proliferativa de alto risco
para perda visual grave e esta sendo convidado(a) a participar de um estudo intitulado
Panfotocoagulacdo versus Panfotocoagulagdao associada com Ranibizumabe Intra Vitreo
para Retinopatia Diabética proliferativa com caracteristicas de Alto Risco (IRaHi).

A retinopatia diabética proliferativa (RDP) caracteriza-se pela formacdo de vasos
anormais, ruins, que sangram com facilidade. Estes sangramentos podem acontecer na RETINA,
tecido que forra o fundo de olho, ou na gelatina que fica dentro do olho, chamada de gel vitreo.
Para que estas complicagdes ndo acontecam, & preciso “secar” os vasos ruins da retina. Para tal,
pode-se utilizar o tratamento a LASER, chamado de fotocoagulagédo retiniana, ou utilizar-se
tratamento farmacolégico, com drogas que também sdo capazes de “secar’ os vasos anormais
decorrentes da retinopatia diabética.

No presente momento, o tratamento para retinopatia diabética proliferativa € baseado em
um estudo multicéntrico denominado “Early Treatment Diabetic Retinopathy Study”. Este estudo
indica o uso da fotocoagulagdo a LASER como principal alternativa terapéutica para o tratamento
da Retinopatia Diabética Proliferativa. O tratamento é realizado sob anestesia tépica (colirio
anestésico) no ambulatorio e leva a regressdo de neovasos de retina em 4-6 meses, podendo ser
necessarias novas aplicagdes a cada 4 meses.

Alternativamente, ha medicamentos capazes de secar os vasos ruins da retina, os anti-
angiogénicos. S8o capazes de regredir os vasos ruins e séo injetados dentro do olho (injecédo
intra-vitrea). Durante o procedimento da injec&o intra-vitrea de ranibizumabe, o sr. (a) podera
experimentar alguns desconfortos, principalmente relacionados a agulhada (dor no local da
injecdo, queda temporaria da palpebra e olho vermelho), sendo utilizada anestesia local (colirio).
Por outro lado, a droga precisa ser injetada dentro do olho e ha o risco adicional de infec¢do de
0,01%, ou seja, de cada 10.000 pacientes que fazem a injegéo intra-vitrea, um pode ter infec¢éo
no olho.

O objetivo desta pesquisa & comparar a regressdo da neovascularizagdo retiniana,
utilizando 2 grupos de pacientes: A- que serdo submetidos a tratamento com laser associado com
uma medicagdo dentro do olho chamada Ranibizumabe, e B- que fardo o tratamento
convencional, ou seja, somente com uso do laser. Estaremos avaliando se o Ranibizumabe intra-
vitreo é capaz de auxiliar a redugdo de neovasos retinianos.

Caso aceite participar da pesquisa, o sr. (a) sera sorteado para ser incluido em um dos
dois grupos da pesquisa, podendo ser submetido ao tratamento em estudo para o seu caso, ou
seja, tratamento a laser COM o uso da medicagdo Ranibizumabe a cada 4 meses durante o
periodo de 1 ano, ou o tratamento convencional, tratamento a laser, com necessidade de novas
aplicagdes a cada quatro meses.

Caso o sr. (a) ndo deseje participar do estudo ou nédo deseje ser sorteado para um dos
grupos do estudo, recebera o tratamento convencional dado aos pacientes com problemas
semelhantes ao seu,ou seja, tratamento a laser.

Antes do procedimento, sera necessaria a realizagdo de consultas oftalmolégicas
direcionadas, com os seguintes exames: medida da acuidade visual, medida da pressdo intra-
ocular, biomicroscopia (avaliagdo da porcédo anterior e posterior do olho com lampada de fenda),
mapeamento de retina, Angiofluoresceinografia, Tomografia de Coeréncia Optica (OCT),
Eletrorretinograma de campo total (ERG), medida da glicemia de jejum e hemoglobina glicosilada.
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A cada quatro meses durante um ano, serdo realizadas novas aplicagbes de
Ranibizumabe intra vitreo nos pacientes do grupo A, e novas aplicagdes de laser nos pacientes do
grupo B, além de avaliagbes oftalmoldgicas como descrito acima.

Os riscos que envolvem o seu tratamento sdo: aumento da presséo intra-ocular (pressao
interna do olho), inflamagéo ocular, infecgao ocular, hemorragia dentro do gel vitreo, catarata,
descolamento de retina. Para resolver as complicagcbes podem ser necessarias medicagdes
especificas e/ou cirurgias adicionais.

Os beneficios esperados do tratamento com laser e ranibizumabe sdo: diminuir a
neovascularizagdo retiniana proveniente da retinopatia diabética, reduzindo as complicagdes
decorrentes desta, e assim, diminuir o risco de perda visual.

Para que o estudo tenha sucesso, o sr. (a) devera comparecer ao Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto (HCFMRP) para consultas oftalmoldgicas a cada quatro
meses idénticas a consulta descrita acima durante o decorrer de um ano, no ambulatério de retina
do HCFMRP, como ocorre de rotina com os pacientes tratados com problemas semelhantes ao
seu pelo setor de retina e vitreo do HCFMRP.

Os médicos José Afonso Ribeiro Ramos Filho (CRM-SP 118871) e Rodrigo Jorge (CRM-
SP 81886) , que podem ser contatado todos os dias da semana através dos seguintes telefones
(16) 3602-2523 ou (16) 3602-2323 e no enderecgo Divisdo de Oftalmologia, Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto, Avenida Bandeirantes, 3900, Ribeirdo Preto — S&do Paulo — Brasil, sdo os
responsaveis pelo seu tratamento e fardo o seu acompanhamento conforme consta no padrao
Etico e Vigente no Brasil.

Estdo garantidas todas as informagdes que o sr. (a) queira, antes durante e depois do
estudo.

A sua participacao neste estudo é voluntaria, tendo a liberdade de recusar participar. Caso
o sr. (a) aceite participar, podera retirar seu consentimento a qualquer momento. Este fato nédo
implicara na interrupgéo de seu atendimento, que esta assegurado.

As informagdes relacionadas ao estudo poderdo ser inspecionadas pelos médicos que
executam a pesquisa e pelas autoridades legais, no entanto, se qualquer informagéo for divulgada
em relatério ou publicagao, isto sera feito sob forma codificada, para que a confidencialidade seja
mantida.

Pela sua participagédo no estudo, o sr. (a) ndo recebera qualquer valor em dinheiro. O sr.
(a) tera a garantia de que qualquer problema decorrente do estudo sera tratado no préprio Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina Ribeirdo Preto.

Quando os resultados forem publicados, n&o aparecera seu nome, e sim um codigo.

Eu, i o texto acima e
compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual fui convidado a participar. A explicagdo que
recebi menciona os riscos e beneficios do estudo, assim como o tratamento alternativo. Eu entendi
que sou livre para interromper minha participagdo no estudo a qualquer momento sem justificar
minha decisdo e sem que esta decisao afete meu tratamento com o meu médico. Eu entendi o que
nao posso fazer durante o tratamento e sei que qualquer problema relacionado ao tratamento sera
tratado sem custos para mim.

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Assinatura do paciente Nome do pesquisador

Ribeirdo Preto,  / /
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Panretinal photocoagulation
(PRP) versus PRP plus
intravitreal ranibizumab for
high-risk proliferative diabetic
retinopathy
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Medicine, Hershey, Pennsylvania, USA

ABSTRACT.
Purpose: To evaluate the effects of panretinal photocoagulation (PRP) compared with PRP plus
intravitreal injection of 0.5 mg of ranibizumab (IVR) in patients with high-risk proliferative dia-
betic retinopathy (PDR).
Methods: Prospective study included patients with high-risk PDR and no prior laser treatment
randomly assigned to receive PRP (PRP group) or PRP plus IVR (PRPpius group). PRP was
dmi (weeks 0 and 2), and IVR was administered at the end of the first
laser session in the PRPplus group. Standardized ophthalmic evaluations including best-corrected
visual acuity (BCVA) measured according to the methods used in the Early Treatment Diabetic
Retinopathy Study (BCVA), fluorescein angiography to measure area of fluorescein leakage (FLA)
and optical coherence tomography (OCT) for the of central subfield macular thickness
(CSMT), were performed at baseline and at weeks 16 (£2), 32 (£2) and 48 (+2).
Results: Twenty-nine of 40 patients (n = 29 eyes) completed the 48-week study follow-up per-
iod. At baseline, mean = SE FLA (mmz) was 9.0 = 1.3 and 11.7 £+ 1.3 (p = 0.1502); BCVA
(logMAR) was 0.31 £+ 0.05 and 0.27 £ 0.06 (p = 0.6645); and CSMT (pm) was 216.3 £ 10.7
and 249.4 + 36.1 (p = 0.3925), in the PRP and PRPplus groups, respectively. There was a sig-
nificant (p < 0.05) FLA reduction at all study visits in both groups, with the reduction observed in
the PRPplus group significantly larger than that in the PRP group at week 48
(PRP = 2.9 + 1.3 mm% PRPplus = 5.8 + 1.3 mm% p = 0.0291). Best-corrected visual acuity
worsening was observed at 16, 32 and 48 weeks after treatment in the PRP group (p < 0.05),
while no significant BCVA changes were observed in the PRPplus group. A significant CSMT
increase was observed in the PRP group at all study visits, while a significant decrease in CSMT

ed in two

was observed in the PRPplus group at week 16, and no significant difference in CSMT from base-
line was observed at weeks 32 and 48.

Conclusions: Intravitreal ranibizumab after PRP was associated with a larger reduction in
FLA at week 48 compared with PRP alone in eyes with high-risk PDR, and the adjunctive use of
IVR appears to protect against the modest visual acuity loss and macular swelling observed in eyes
treated with PRP alone.

Key words: angiogenesis — diabetes — laser treatment — vascular endothelial growth factor
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Introduction

Diabetic retinopathy is the most
common cause of vision loss in work-
ing-aged individuals in developed
nations (Klein 1992). Retinal neovas-
cularization (NV) represents an
important risk factor for severe vision
loss in patients with diabetes mellitus
(ETDRS Research Group 1991b).
About 60% of patients with prolifera-
tive diabetic retinopathy (PDR)
respond to panretinal photocoagula-
tion (PRP) with regression of NV
within 3 months (Vander et al. 1991).
However, many patients require addi-
tional laser treatment, and 4.5% ulti-
mately undergo pars plana vitrectomy
despite PRP (Flynn et al. 1992).

Although severe central vision loss
because of PDR can be prevented
with PRP in most cases, this destruc-
tive, often painful, laser procedure
may be associated with decreased
peripheral vision and an increased risk
of macular oedema (ETDRS Research
Group 1991a).

Vascular endothelial growth factor
(VEGF) has been implicated in the
pathogenesis of human eye diseases
characterized by NV (Folkman 1971;
Adamis et al. 1994; Aiello et al. 1994,
Malecaze et al. 1994), and blockage of
VEGF has been associated with inhi-
bition of iris NV and suppression of
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retinal NV in primates (Aiello et al.
1995; Adamis et al. 1996; Sawada
et al. 2007; Matsuyama et al. 2009)
and in humans. Several clinical trials
are currently evaluating the role of
anti-VEGF agents, such as pegaptanib
and ranibizumab (Cunningham et al.
2005; Adamis et al. 2006; Chun et al.
2006), for the treatment of macular
oedema and retinal NV in diabetic
patients with encouraging preliminary
results.

Regression of optic disk NV was
demonstrated after intravitreal injec-
tion of the antiangiogenic agent bev-
acizumab (Avastin®; Genentech, Inc.;
South San Francisco, CA, USA}) in the
setting of diabetic retinopathy (Avery
2006; Spaide & Fisher 2006). Neverthe-
less, this effect seems to be transient as
retinal NV tended to recur by 12 weeks
after a single intravitreal injection of
bevacizumab (Jorge et al. 2006).

In 2007, Tonello etal. (2007)
reported a synergistic effect of PRP
and intravitreal bevacizumab for the
treatment of patients with high-risk
PDR. The objective of the current
study is to investigate whether there
are similar effects using IVR in con-
junction with PRP in eyes with high-
risk PDR.

Methods

The study protocol adhered to the
tenets of the Declaration of Helsinki
and was approved by the local Institu-
tional Review Board, and all partici-
pants gave written informed consent
before entering in the study.

Between February 2009 and Decem-
ber 2009, all patients evaluated at the
Retina and Vitreous Section of the
Department of Ophthalmology, School
of Medicine of Ribeirdo Preto, who
presented with high-risk PDR and had
not received any pror retinal laser
treatment were invited to participate in
the study.

A single masked certified examiner
performed Early Treatment Diabetic
Retinopathy Study (ETDRS) best-cor-
rected visual acuity (BCVA) measure-
ments prior to any other study
procedure. A single retinal specialist
performed the ophthalmic evaluations
(JARF) and the stereoscopic fundus
photography (FPPA). Study data were
analysed and interpreted by AM,
RAC, 1US, JASR, RJ.

Patient eligibility and baseline evaluation

Patients were included if they had high-
risk PDR, which was defined according
to the guidelines set forth by the ET-
DRS (The diabetic retinopathy study
Research Group, 1979; ETDR Study
Research Group 1991b), as follows: (i)
presence of neovascularization at the
disc (NVD) greater than ETDRS stan-
dard photograph 10A, (i} presence of
NVD associated with vitreous or prere-
tinal haemorrhage or (ui) neovascular-
ization elsewhere (NVE) with more
than a half-disk area associated with
vitreous or preretinal haemorrhage.
Exclusion criteria included the follow-
ing: (i) history of prior laser treatment
or vitrectomy in the study eye; (i) his-
tory of thromboembolic event — includ-
ing myocardial infarction or cerebral
vascular accident; (i) major surgery
within the prior 6 months or planned
within the next 28 days; (1v) uncon-
trolled hypertension [according to
guidelines of the seventh report of the
joint National Committee on Preven-
tion, Detection, Evaluation, and Treat-
ment of High Blood Pressure (JINC-7)]
(Chobamian et al. 2003); (v) known
coagulation abnormalities or current
use of anticoagulative medication other
than aspirin; or (vi) any condition
affecting documentation.

During the study enrolment period,
high-risk PDR was identified in one
eye of five patients and in both eyes
of 35 wpatients based on chnical
examination and confirmed by fluores-
cein angiography. At baseline, each
patient received a detailed ophthalmo-
logic examination including measure-
ment of ETDRS BCVA according to a
standardized refraction protocol (using
modified ETDRS charts 1, 2 and R}, as
well as applanation tonometry, dilated
shit lamp biomicroscopic examinations
(including lenticular status using the
Lens Opacities Classification System
III) (Chylack et al. 1993) and indirect
funduscopic examination. Digital red-
free fundus photography and fluores-
cein angiography were performed using
two fundus camera systems (HRA-
OCT; Heidelberg, Germany, and TRC-
S0IA-IMAGEnet; Topcon, Tokyo,
Japan).

Treatment assignment

All patients received PRP, which was
performed in two sessions (at week 0

and week 2) according to ETDRS
guidelines (ETDRS Research Group
1987). Six to eight hundred 500-um
spots were performed per session, at
the discretion of the treating investiga-
tor. If patients had clinically significant
macular oedema (ETDRS Research
Group 1985), macular focal/grid laser
was performed at the time of the first
PRP session. Patients could be
retreated with focal laser at the 16- and
32-week study wisits. If both eyes were
eligible for the study, the eye with best
visual acuity was included.

Patients were enrolled in groups of
two. The technician was asked to pick
up one of two identical opaque enve-
lopes; one contained the designation
for PRP, and the other contained the
designation for PRPplus treatment.
The second patient was automatically
assigned to the treatment designated
in the second envelope. For the 20
eyes selected to receive combined
treatment, PRP plus IVR (PRPplus),
one intravitreal injection of 0.5 mg
(0.05ml) of rambizumab was per-
formed approximately 60 min after
the completion of the first PRP ses-
sion (at week 0) by a single retinal
specialist (JARF). Ranibizumab was
injected into the vitreous cavity via a
29-gauge needle inserted through the
inferotemporal pars plana 3.0-3.5 mm
posterior to the limbus using topical
proparacaine drops under sterile con-
ditions (eyelid speculum and powi-
done-iodine) (Ribeiro et al. 2009).
Patients were instructed to instill one
drop of 0.3% ciprofloxacin into the
injected eye four times daily for
1 week after the procedure.

Retreatment protocol

At weeks 16 and 32, if active new ves-
sels were detected on fluorescein angi-
ography, patients in the PRPplus
group received IVR and patients in
the PRP group received five hundred
500-um additional spots per quadrant
of active new vessels. Also at weeks
16 and 32, if clinically significant mac-
ular oedema was present, patients
could be retreated with focal/gird
laser if additional laser spots were
possible.

Outcome measures

Patients were examined 16 (£2), 32
(£2) and 48 (£2) weeks after base-
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line and underwent the exact same
procedures performed at baseline. Sys-
temic and local adverse events were
monitored throughout the study,
including changes in intraocular pres-
sure and lens status.

Three measures were used to evalu-
ate the effects of ranibizumab: total
area (mm? of fluorescein leakage
(FLA) from active NV was the pri-
mary outcome; if more than one site
of active NV were found, the sum
area, including all sites, was consid-
ered for analysis. Secondary outcome
measures were BCVA (logMAR) and
the central subfield macular thickness

(CSMT) (um).

Statistical analysis

Group comparisons at baseline were
performed with one-way analysis of
variance (anova) and a t-test, while
the effect of treatment (PRP and
PRPplus) was compared within (Wil-
coxon signed-rank test) and between
(Wilcoxon rank-sum test) groups for
the intraindividual differences of
FLA, BCVA and CSMT values found
after treatment minus baseline. All
analyses considered p < 0.05 as the
level of significance.

Results

Twenty-nine of 40 patients initially
included in this trial completed the
48-week follow-up evaluation. In the
PRPplus group, one patient died from
myocardial  infarction and  two
patients did not return for the 16-
week study wvisit (week 16: n = 17).
Between weeks 16 and 32, one patient
was lost to follow-up (week 32: 16
patients evaluated) and one patient
died after week 32 (week 48: PRPplus
n = 15 patients). In the PRP group,
one patient was excluded because of
tractional retinal detachment, one
patient died and two patients did not
return for the 16-week study wisit
(week 16: n = 16). Between weeks 16
and 32, one patient was excluded
because of development of vitreous
haemorrhage (week 32: » = 15), and
after week 32, another patient died
(week 48: PRP group n = 14). All
patients in the PRPplus group were
retreated with IVR, and all patients in
the PRP group received an additional
500-um laser spots at weeks 16 and
32.

Patients’ demographic charactens-
tics are summarized in Table 1. Mean
age was higher in the PRP compared
with the PRPplus group (p = 0.0036),
but there were no statistically signifi-
cant differences between groups with
respect to glycosylated haemoglobin
(HbAlc) level or duration of diabetes
mellitus.

No serious drug-related adverse
events were observed in the 20 eyes
(20 patients) treated with rambizumab
in this study. Overall, the intravitreal
injection procedure was well tolerated,
and no clinical evidence of uveitis,
endophthalmitis or ocular toxicity was
observed. Further, no significant
changes in lens status or intraocular
pressure were observed in any of the
20 injected eyes during the 48-week
follow-up period. Minor local adverse
events related to the treatment proce-
dure, such as subconjunctival haemor-
rhage and foreign body sensation,
were reported in 25% (5/20), 29.4%
(5/17) and 31.25% (5/16) of patients
at baseline, week 16 and week 32,
respectively. These events were tran-
sient and resolved in all patients by
1 week after injection.

FLA area

There was no statistically significant
difference between FLA in the PRP
and PRPplus groups at baseline.
Mean + SE FLA was 9.0 + 1.3 mm®
in the PRP group and 11.7 + 1.3
mm? in the PRPplus group (p =
0.1502; #-test).

A within-group statistically signifi-
cant FLA reduction compared with
baseline was found at weeks 16, 32
and 48 in both groups (p < 0.05).
Intragroup comparison showed a sig-
nificantly larger reduction in FLA at
week 48 in the PRPplus group com-
pared with the PRP group (p =

Table 1. Patient demographics.

0.0291) and showed a trend towards
significance at weeks 16 and 32 (p <
0.1) (Fig. 1, Table 2).

BCVA

There was no statistically significant
difference between the groups in base-
hne BCVA. The mean + SEM BCVA
(expressed as the logarithm of the
minimum angle of resolution [log-
MAR]) was 0.31 £ 0.05 logMAR in

the PRP group and 0.27 £ 0.06
logMAR in the PRPplus group
(p = 0.6645).

A BCVA decrease of 0.08 logMAR
compared with baseline was observed
at 16, 32 and 48 weeks after treatment
in the PRP group (p < 0.05), while
no statistically significant change in
BCVA was observed in the PRPplus
group at any study wvisit (p > 0.05).
Between-group analysis showed signif-
icantly better BCVA in the PRPplus
group compared with the PRP group
at weeks 32 and 48 (p < 0.05) (Fig. 1,
Table 2).

CSMT

At baseline, the mean + SEM CSMT
was 2163 = 10.7 um in the PRP
group and 249.4 =+ 36.1 ym in the
PRPplus group (p = 0.3925).

A statistically significant CSMT
increase of approximately 20% was
observed after treatment in the PRP
group (p < 0.05), while a trend
towards significant decrease in CSMT
(approximately 5%) was observed in
the PRPplus group (p < 0.05) at all
study visits (Fig. 1, Table 2).

Discussion

Results of the current study suggest
that both treatments (PRP and the
combination of IVR with PRP) are

PRP PRPplus ]

Age (mean + SE; in years) 633 + 2.5 50.5 £ 3.0 0.0036 (r-test)
Gender (Male/Female) 9/5 9/6 0.8120 (Likelihood Ratio)
Race (Black/Hispanic/Caucasian) 3/7/4 2/1/6 0.7522 (Likelihood Ratio)
Duration of Diabetes 1301 £ 23 17.0 £ 2.5 0.2577 (r-test)

(mean + SE; in years)
Treatment regimen 2/12 3/12 0.6829 (Likelihood Ratio)

(no insulin/insulin)
HbAlc (mean + SD) 93 + 12 94 + 0.8 0.7821 (r-test)

HbAlc, glycosylated haemoglobin; PRP, panretinal photocoagulation; PRPplus, panretinal pho-
tocoagulation and intravitreal injection of ranibizumab; SD, standard deviation.
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Fig. 1. Distributions of the intraindividual differences (16, 32 and 48 weeks after treatment — baseline) of (A) total area (mm?) of fluorescein leak-
age from active neovascularization (B) best-corrected visual acuity (logMAR); and (C) central subfield macular thickness (zm) for Panretinal pho-
tocoagulation (PRP) and PRPplus. The ends of the boxes are the 25th and 75th quartiles. The line across the middle of the box identifies the
median and the horizontal line is the mean. The lines extend from the ends of the box to the outermost data point that falls within the distances
computed as upper/lower quartile = 1.5* (interquartile range).

associated with significant regression
of actively leaking NV in patients with
high-risk PDR. However, the use of
IVR in addition to PRP was associ-
ated with a larger reduction in FLA
than PRP alone. A previous study

from our group (Jorge et al. 2011) has
also shown significant regression of
actively leaking NV at 1,6,12, 24, 36
and 48 weeks after IVR, which was
performed quarterly after baseline if
active new vessels were detected on

fluorescein angiography in patients
with persistent retinal new vessels
associated with PDR.

In a similar study from our group
comparing PRP versus PRP plus intra-
vitreal bevacizumab for high-risk PDR
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Table 2. Mean + SEM intraindividual difference (values found after treatment minus baseline) and within group p-value of Wilcoxon signed-
rank test for FLA, BCVA and CSMT in both groups for all study visits. The most right column shows the p-values for between-group compari-

sons analyse using Wilcoxon rank-sum test.

Between groups

Outcome Week PRP PRPplus p (Wilcoxon)
FLA 16 =24 £ 0.4 (0.0003) =39 + 0.4 (<0.0000) 0.0548

32 -3.1 £ 1.0 (0.0067) =52 + 0.6 (<0.0001) 0.0887

48 2.9 + 1.3 (0.0083) =58 £ 0.7 (<0.0001) 0.0291
BCVA 16 0.06 + 0.03 (0.0625) 0.00 + 0.01 (0.5000) 0.1142

32 0.08 + 0.03 (0.0078) =0.01 + 0.02 (0.5000) 0.0216

48 0.08 + 0.03 (0.0078) 0.00 + 0.02 (0.5000) 0.0243
CSMT 16 34.4 + 29.6 (0.0085) -14.2 + 36.9 (0.0188) 0.4706

32 54.7 + 36.8 (0.0025) -13.6 + 41.8 (0.0820) 0.1897

48 18.1 £ 9.4 (0.0043) =14.7 £+ 39.1 (0.0698) 0.7106

BCVA, best-corrected visual acuity; CSMT, central subfield macular thickness; logMAR, logarithm of minimum angle of resolution; FLA, total
area (mm?) of fluorescein leakage from active neovascularization; PRP, panretinal photocoagulation; PRPplus, panretinal photocoagulation plus
intravitreal injection of 0.5 mg of ranibizumab; SEM, standard error of the mean; p values regarding within group analysis in italics.

(Tonello et al. 2007), a mean reduction
of 6.7 mm? of FLA (11.2 mm? at base-
line to 4.5mm® at week 16) was
observed in the group treated with
PRP and bevacizumab, compared with
a 3.9 mm® mean reduction (from 11.7
mm? at baseline to 7.8 mm?* at week
16) observed in the present study in the
group treated with PRP plus IVR.
Because these studies had the same
inclusion criteria, but were not con-
ducted simultaneously, we speculate
that bevacizumab plus PRP may lead
to a more persistent effect on the
suppression of NV leakage than ram-
bizumab plus PRP given that bev-
acizumab has a longer half-life in
the vitreous cavity than ranibizumab
(Bakri et al. 2007).

According to the ETDRS, approxi-
mately 60% of patients with PDR
respond to PRP with regression of
NV within 3 months (12 weeks) of
treatment wusing ETDRS guidelines
(ETDR Study Research Group 1987;
Vander et al. 1991). However, in the
present study, similar to a previous
study using bevacizumab (Tonello
et al. 2007), no patient demonstrated
complete regression of retinal NV
48 weeks after PRP. We believe that
the most probable reason for the lim-
ited rate of decreased leakage from
active NV in the current study is the
poor glycemic control and somewhat
more aggressive behaviour of diabetic
retinopathy in more pigmented Latin
individuals. In fact, none of the
patients included in this study had a
HbAI1C level below 7%. Moreover, in
contrast to the ETDRS, the popula-
tion of the current study was mostly
composed of Hispanic white and

black individuals, which have been
reported by Emmanuele et al. (2005)
to have higher diabetic retinopathy
severity scores than non-Hispanic
whites.

Although both treatments are associ-
ated with significant regression of
active NV, no BCVA change was
observed after treatment in the
PRPplus group, while significant visual
acuity worsening was observed in
patients treated only with PRP.
Similarly, a recent study from the Dia-
betic Retinopathy Clinical Research
(DRCR) Network (2010) showed that
IVR associated with focal/grid laser
was associated with  significantly
improved BCVA compared to treat-
ment with focal/gnid laser alone in
patients with diabetic macular oedema.
In our study, patients with clinically
significant diabetic macular oedema
received focal/gnd photocoagulation
and IVR at the baseline visit, whereas
in the DRCR Network study, IVR was
performed at baseline and focal/gnd
laser was admimstered either within
1 week of baseline (prompt laser) or
possibly after week 24 (deferred laser).
Of note, our study included mainly
patients without clinically significant
macular oedema and, in these patients,
a trend towards CSMT decrease was
observed in the PRPp/us group, while a
statistically significant CSMT increase
was observed in eyes treated with PRP
alone. Even though mechamsms
involved in retina preservation that
contribute to better BCVA results
when IVR is administered in addition
to PRP remain speculative, the IVR
stabilization of the blood-retinal bar-
rier (Zhang et al. 2006) might be a rea-

sonable explanation, because IVR can
reduce macular interstiial fluid or
oedema that, even when subclinical,
might cause retinal functional impair-
ment. (Browning et al. 2008; Ramalho
et al. 2009),

No difference in intraocular pres-
sure and lens grading score between
the two groups was observed through-
out the study, and no significant
change 1n intraocular pressure was
observed at any study wvisit compared
with baseline in either group. The
results of the current study are consis-
tent with data from other studies
regarding no apparent association
between IVR injection and increase in
intraocular pressure, cataract develop-
ment/progression, or an increased rate
of endophthalmitis related to the
study drug (Avery et al. 2006; Chun
et al. 2006; Iturralde et al. 2006; Jorge
et al. 2006; Mason et al. 2006; DRCR
net 2010). In addition, progression to
advanced PDR occurred only in
patients in the PRP group (one
patient had tractional retinal detach-
ment and another had nonclearing vit-
reous haemorrhage), but conclusions
regarding differences in safety related
to this parameter are limited by the
small number of patients included.

Overall, combining alternative thera-
peutic agents (Grant etal 2000;
Tonello et al. 2007) with laser photo-
coagulation is a promising strategy. In
the present study, the combination of
IVR injection with PRP was associated
with stable CSMT, a significant
improvement in BCVA and a trend
towards a higher rate of regression of
actively leaking NV than PRP alone in
patients with high-risk PDR. Despite
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these benefits, one must bear in mind
the 0.4% nsk of endophthalmitis
related to IVR injections (DRCR Net-
work 2010). Finally, further studies
with a larger number of patients and
longer follow-up are warranted to con-
firm our preliminary findings.
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Abstract To evaluate changes in electroretino-
graphic (ERG) findings after panretinal photocoagu-
lation (PRP) compared to PRP plus intravitreal
injection of ranibizaumab (IVR) in eyes with high-risk
proliferative diabetic retinopathy (PDR). Patients
with high-risk PDR and no prior laser treatment were
assigned randomly to receive PRP (PRP group; n = 9)
or PRP plus IVR (PRPplus group; n = 11). PRP was
administered in two sessions (weeks 0 and 2), and IVR
was administered at the end of the first laser session
(week 0) in the PRPplus group. Standardized ophthal-
mic evaluations including (ETDRS) best-corrected
visual acuity (BCVA), and fluorescein angiography
to measure area of fluorescein leakage (FLA), were
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performed at baseline and at weeks 16 (£2), 32 (£2)
and 48 (£2). ERG was measured according to
ISCEV standards at baseline and at week 48 (£2).
At 48 weeks, 2,400-3,000 laser spots had been placed
in eyes in the PRP group, while only 1,400-1,800
spots had been placed in the PRPplus group. Com-
pared to baseline, there was a statistically significant
(P < 0.05) FLA reduction observed at all study visits
in both groups, with the reduction observed in the
PRPplus group significantly larger than that in the
PRP group at week 48. ROD b-wave amplitude
was significantly reduced to 46 + 5 % (P < 0.05) of
baseline in the PRP group and 64 + 6 % (P < 0.05)in
the PRPplus group. This reduction was significantly
larger in the PRP group than in the PRPplus group
(P = 0.024; ¢ Test). Similar results were observed for
the dark-adapted Combined Response (CR) b-wave
amplitude, with a reduction at 48 weeks compared to
baseline of 45 + 4 % in the PRP group and 62 + 5 %
in the PRPplus group; the reduction in CR b-wave
amplitude was significantly larger in the PRP group
than in the PRPplus group (P = 0.0094). CR a-wave,
oscillatory potentials, cone single flash, and 30 Hz
flicker responses showed statistically significant
within-group reductions, but no differences in
between-group analyses. These results suggest that
treating high-risk PDR with PRP plus IVR is effective
for PDR control, and permits the use of less extensive
PRP which, in turn, induces less retinal functional loss,
in particular for rod-driven post-receptoral responses,
than treatment with PRP alone.

@ Springer



Anexos de Publicagdo

226

Doc Ophthalmol (2012) 124:225-236

Keywords Electroretinography - Angiogenesis -
Diabetes - Laser treatment - Vascular endothelial
growth factor (VEGF)

Introduction

Retinal neovascularization (NV) represents an impor-
tant risk factor for severe vision loss in patients with
diabetic retinopathy [1, 2]. Approximately 60 % of
patients with proliferative diabetic retinopathy (PDR)
respond to panretinal photocoagulation (PRP) [3, 4],
which is a destructive and painful procedure and is
commonly associated with decreased peripheral vision
and increased risk of macular edema [5].

Vascular endothelial growth factor (VEGF) has
been associated in the pathogenesis of PDR and other
eye diseases characterized by NV [6-9]. Levels of
VEGF are increased in the vitreous of eyes with PDR.
Blockage of VEGF has been associated with inhibition
NV formation [10-12]. Several clinical trials are
currently evaluating the role of anti-VEGF agents for
the treatment of retinal NV in diabetic patients with
encouraging preliminary results [13-15].

Combining anti-VEGF therapy with PRP has been
proposed as a promising alternative for PRP alone for
high-risk PDR [16-18], and for the management of
diabetic macular edema in eyes also receiving PRP
[19]. Our group recently reported that intravitreal
ranibizumab after PRP is associated with a larger
reduction in fluorescein angiography leakage (FLA)
compared with PRP alone in eyes with high-risk PDR,
with potential protection against the visual acuity loss
and macular swelling that has been observed follow-
ing PRP alone [20].

Electroretinography (ERG) has been used to detect
early functional changes and predict progression in
diabetic retinopathy [21], to evaluate retinal ischemia
[22], and to record retinal function loss after PRP
[23-25]. It has been shown that PRP reduces the
amplitudes of a- and b-waves of the ERG [24].

In a previous study, we demonstrated that less
extensive PRP is needed to control high-risk PDR if
the combination of PRP and IVR is used [20], and
there is also evidence that intravitreal anti-VEGF
drugs can improve ERG responses if associated with
reduction of retinal edema [26].

In the current study, we aim to evaluate changes
in electroretinographic (ERG) findings after PRP
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compared to PRP plus intravitreal injection of rani-
bizumab (IVR) in eyes with high-risk PDR.

Methods

The study protocol adhered to the tenets of the
Declaration of Helsinki and was approved by the
local Institutional Review Board; all participants gave
written informed consent before entering the study.

Patient eligibility and baseline evaluation

Patients were included if they had high-risk PDR,
which was defined according to the guidelines of the
Early Treatment Diabetic Retinopathy Study [2, 27] as
follows: (1) presence of NV at the disc (NVD) greater
than ETDRS standard photograph 10A, or (2) pres-
ence of NVD associated with vitreous or pre-retinal
hemorrhage, or (3) NV elsewhere (NVE) with more
than a half disk area associated with vitreous or pre-
retinal hemorrhage.

Exclusion criteria were the following: (1) history of
prior laser treatment or vitrectomy in the study eye; (2)
history of thromboembolic event—including myocar-
dial infarction or cerebrovascular accident; (3) major
surgery within the prior 6 months or planned within
the mnext 28 days; (4) uncontrolled hypertension
(according to guidelines of the seventh report of the
joint National Committee on Prevention, Detection,
Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure
[INC-7] [28]); (5) known coagulation abnormalities or
current use of anticoagulative medication other than
aspirin; or (6) any condition affecting documentation.

Standardized ophthalmic evaluations including
(ETDRS) best-corrected visual acuity (BCVA) and
fluorescein angiography were performed at baseline
and at weeks 16 (£2), 32 (£2) and 48 (£2); ERGs
were performed at baseline and at week 48 (4-2).

ERG protocol

ERG was performed using an extended protocol based
on the ISCEV standard [29], using the Espion E2
recording unit and the ColorDome (Diagnosys LLC,
Middleton, MA, USA) as Ganzfeld LED stimulator,
using DTL electrodes.

After dark-adaptation and pupil dilatation, a series
of increasing light intensity flashes (from 0.001 to
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0.1 cd.s/m® including the ROD-response (0.01 cd.s/
m?)) were used to allow estimation of parameters Vi
(saturation amplitude) and k (luminance for reaching
Y2 Vo), considered for evaluation of the retinal
scotopic sensitivity [30].

Subsequently, responses to the Combined
Response (CR) stimulus (3 cd.s/m?) and the High
Intensity (HI) response stimulus (10 cd.s/m? were
recorded to allow evaluations of the a-wave and the
oscillatory potentials (OPs). OPs were filtered from
the CR using a built-in band pass filter set between 75
and 100 Hz; the wavelet’s area under the curve was
used for analysis.

Thereafter, eyes were light adapted for 10 min
using a light background of 30 cd/m? with the same
Ganzfeld unit. Cone single flash (3 cd.s/m?; back-
ground of 30 cd/m®) and 30 Hz flicker responses
(3 cd.s/m? at 30 Hz; background of 30 cd/m?) were
recorded.

Treatment assignment

All patients received PRP performed in two sessions
(at week 0 and week 2) according to ETDRS
guidelines [31]. Six to eight hundred 500 pum spots
were applied per session, at the discretion of the
treating investigator. If eyes showed clinically signif-
icant macular edema [32], macular focal/grid laser
was performed at the time of the first PRP session.
Patients could be retreated with focal laser at the
16-week and 32-week study visits.

If both eyes of one patient were eligible for the
study, the eye with best visual acuity was included.
Patients were enrolled in groups of two, and treatment
group was assigned randomly. A technician was asked
to pick one of two identical opaque envelopes: one
contained the designation for PRP, and the other
contained the designation for PRP plus intravitreal
ranibizumab (PRPplus) treatment. The second patient
was automatically assigned to the treatment desig-
nated in the second envelope.

For eyes assigned to the PRPplus group, intravitreal
ranibizumab (0.5 mg, 0.05 ml) was administered
60 min after completion of the first PRP session as
described elsewhere [20]. At weeks 16 and 32, if
active new vessels were detected on fluorescein
angiography, patients in the PRPplus group received
IVR and patients in the PRP group received five
hundred additional 500 pm spots per quadrant of

active new vessels. Also at weeks 16 and 32, if
clinically significant macular edema was present,
patients could be retreated with focal/gird laser if, in
the opinion of the treating investigator, additional
laser spots were possible.

The patients included in the current study (9
patients in the PRP group and 11 patients in the
PRPplus group) were also enrolled in the study
reported previously [20]. Fifteen normal-sighted sub-
jects (similar age range) with no known eye disease
were evaluated with the same protocol as the treated
patients.

Fluorescein leakage area (FLA) measurement

Digital red-free fundus photography and fluorescein
angiography were performed using two fundus camera
systems (HRA-OCT, Heidelberg, Germany, and TRC-
50IA-IMAGEnet, Topcon, Japan). The total area
(mm?) of fluorescein leakage from active NV was
measured manually on the digital image using the
Image J software (version 1.38, available at http://rsb.
info.nih.gov/ij/); if more than one site of active NV
were found, the sum area, including all sites, was
measured for analysis.

Statistical analysis

ERG parameters (amplitudes and latencies) were
compared between groups at baseline using one-way
analysis of variance (ANOVA) and Tukey—Kramer
HSD for the multiple comparison (Controls, PRP and
PRPplus). The effect of treatment was compared
within each group (PRP and PRPplus) using paired
t tests, and between groups using t tests. In all
analyses, P < 0.05 was considered the level of
significance.

Results

At 48 weeks, a mean =+ standard deviation of
2,736 + 93 (2,620-2,884) laser spots were present
in eyes in the PRP group, compared to 1,636 + 96
(1,494-1,800) spots in eyes in the PRPplus group
(P < 0.0001). Only 2 patients from the PRP group and
3 patients from the PRPplus group had been treated
with focal macular laser. Patients’ demographic data
are shown in Table 1.
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Table 1 Patient demographic data

PRP PRP P
plus
Age (mean + 1 SD) 59+12 644+8 (0.7522)
Gender (male/female) 6/5 5/4 (0.9640—
Likelihood
ratio)
Race (Black/Hispanic/  1/6/4 1/5/3 (0.9831—
Caucasian) Likelihood
ratio)
Duration of diabetes 14+6 134+ 9  (0.6330)
(mean + 1 SD)
Treatment regimen 1/10 1/8 (0.8812—
(no insulin/insulin) Likelihood
Ratio)

HbAlc (mean + SD) 9+1 941 (0.4315)

HbAlc glycosylated hemoglobin; PRP panretinal photoco-
agulation; PRPplus panretinal photocoagulation and intra-
vitreal injection of ranibizumab, SD standard deviation

Fluorescein leakage area (FLA)

Compared to baseline, there was a statistically signif-
icant (P < 0.05) FLA reduction at all study visits in
each group, with the reduction in the PRPplus group
significantly larger than that in the PRP group at week
48. The mean + SE FLA was 10.5 + 1.6 mm?* and
11.6 + 1.3 mm? at baseline, and 7.0 = 1.9 (P =
0.0007) and 6.0 £ 1.1 (P < 0.0001) at week 48 in
the PRP group and the PRPplus group, respectively
(P = 0.0074).

Best-corrected visual acuity (BCVA)

There was no statistically significant change in BCVA
for eyes in the PRP and the PRPplus groups during the
follow-up period. Mean = SE BCVA was 0.30 +
0.06 logMAR and 0.28 + 0.07 logMAR at baseline;
and 0.37 £+ 0.07, and 0.28 + 0.07 at week 48 in the
PRP and PRPplus group, respectively (P > 0.05).

Dark-adapted ERG at baseline

The V.. parameter (dark-adapted b-wave saturation
amplitude) was significantly lower in the PRP and
PRPplus groups when compared to controls (ANOVA;
P < 0.05), and parameter k (luminance necessary to
reach Y2 of saturated dark-adapted b-wave amplitude)
was higher in the PRP and PRPplus groups when
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compared to controls. There was no statistically signif-
icant difference between the PRP and PRPplus groups
for either V. ork (Fig. 1). The mean + SE V. (V)
at baseline was 430.7 + 26.0; 240.3 + 53.1; and
255.8 £ 19.9, and the mean K (Log;, cd.s/m?) was
—2.70 £ 0.03; —2.45 £+ 0.06; and —2.55 + 0.04 for
controls, PRP eyes and PRPpliss eyes, respectively.

ROD-response b-wave, CR, and HI flash response
a- and b-wave amplitudes were significantly reduced
in PRP and PRPplus eyes when compared to control
eyes, but there were no significant differences between
the PRP and PRPplus groups at baseline (Table 2;
Fig. 1).

ROD b-wave, and CR a- and b-wave implicit times
were increased in PRP and PRPplus eyes when
compared to control eyes; for the high intensity flash
response, only the a-wave implicit time showed
differences between the PRP and PRPplus groups
compared to the control group, but there were no
differences between the PRP and PRPplus groups
(Table 2; Fig. 1). Disparities between eyes with PDR
and control eyes with respect to ERG implicit times
are larger for the lower luminance stimulus, indicating
a tendency for stronger deterioration of rod-driven
potentials in PDR.

OP amplitude was dramatically reduced for PRP
and PRPplus eyes compared to control eyes. There
was no significant difference in OP amplitudes at
baseline between the PRP and PRPplus groups OP
(Table 2; Fig. 1).

Light-adapted ERG at baseline

30 Hz flicker and Cone b-wave amplitudes were
reduced while second peak time and b-wave implicit
time were prolonged in the PRP and PRPplus groups
compared to controls, but there were no significant
differences between the PRP and PRPplus groups for
these values at baseline (Table 3; Fig. 2).

Effects of PRP and PRPplus on dark-adapted ERG

In general, PRP and PRPplus treatments were associ-
ated with reduced ERG amplitudes and increased
implicit times, but despite considerable group differ-
ences in number of applied laser spots (mean number
of spots: PRP = 2,700; PRPplus = 1,600), only few
ERG parameters demonstrated functional differences
between the PRP and PRPplus groups.
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Table 2 Mean + Standard Error (SE) of baseline a- and
b-wave amplitude and implicit times and oscillatory potentials
area under the curve (OP) for dark-adapted ERG responses

(ROD: 0.01 cd.s/mz, combined response: 3.0 cd.s/mz, and high
intensity response: 10.0 cd.s/m?)

cd.s/m? Controls PRP PRPplus P (ANOVA)
a-wave amplitude (uV) 3 324.7 + 13.0 2062 4+ 23.8 2333 4+ 20.6 <.0001
10 3924 + 14.7 2758 +26.8 306.5 + 23.2 0.0003
a-wave implicit time (ms) 3 156 + 02 202 +04 198 + 04 <.0001
10 128 £ 0.2 164 £ 04 159+ 04 <.0001
b-wave amplitude (uV) 0.01 3731+ 17.1 1787 £31.2 206.2 + 27.0 <0.0001
3 556.8 £ 24.2 3372 £ 441 362.8 + 38.2 <0.0001
10 581.6 + 23.3 369.6 £+ 42.6 401.2 + 36.9 <0.0001
b-wave implicit time (ms) 0.01 8384+ 1.7 104.3 +£ 3.1 101.7 £ 2.7 <0.0001
3 496 + 1.0 531 +17 538+ 15 0.0387
10 500 4+ 1.3 550 4+ 23 526420 0.1439
OP (uV.ms) 3 7904 £ 24.8 2132 £ 452 2553 4+ 39.2 <0.0001
10 9454 + 33.7 2728 £ 61.6 363.2 + 534 <0.0001

Italic values indicate significantly different results for group comparison (Tukey—Kramer HSD; P < 0.05)

Table 3 Mean =+ Standard Error (SE) of baseline a- and b-wave amplitude and implicit times for light-adapted ERG responses

(30 Hz: 3.0 cd.s/m” at 30 Hz; and Cone Response: 3.0 cd.s/mz)

Controls PRP PRPplus P (ANOVA)
30 Hz amplitude (uV) 1426 £ 6.2 59.5 + 10.7 90.7 £ 6.5 <0.0001
30 Hz peak time (ms) 26.6 + 0.2 348 +£ 1.1 343+ 09 <0.0001
Cone b-wave amplitude (uV) 1915+ 9.1 787+ 12.2 101.3 + 8.5 <0.0001
Cone b-wave implicit time (ms) 30.0+ 0.2 359+ 05 353+ 07 <0.0001

Ttalic values indicate significantly different values for group comparison. Stimulus luminance = 3.0 cd.s/m?, for Cone and 30 Hz

The ROD b-wave amplitude was significantly
reduced to 46 + 5 % (P < 0.05) of baseline in the
PRP group, and to 64 + 6 % (P < 0.05) in the
PRPplus group. This reduction was significantly
higher in the PRP group compared to the PRPplus
group (P = 0.0242). Similar results were observed for
the CR amplitude, with a reduction at 48 weeks
compared to baseline of 45 + 4 % in the PRP group
and 62 + 5 % in the PRPplus group; the reduction in
CR amplitude was significantly larger in the PRP
group than in the PRPplus group (P = 0.0094)
(Table 4; Fig. 3).

CR a-wave and OP showed significant within-
group reductions (Table 4; Fig. 3), but no significant
differences in between-group analyses.

For all responses, the b-wave implicit times were
significantly increased after treatment with PRP or
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PRPplus, but there were no significant differences in
between-group analyses. On the other hand, a-wave
implicit times did not show significant changes after
treatment with PRP or PRPplus (Table 4; Fig. 3).

Effects of PRP and PRPplus on light-adapted ERG

30 Hz and Cone b-wave amplitudes showed signifi-
cant within-group reductions in the PRP and PRPplus
groups (P < 0.05) (Table 5; Fig. 4), but no differ-
ences in between-group analyses were observed.

30 Hz time-to-peak did not show significant
changes after treatment with PRP or PRPplus, while
Cone b-wave implicit time was significantly increased
after treatment in the PRP and PRPplus groups
(Table 5; Fig. 4).



Anexos de Publicagdo

Doc Ophthalmol (2012) 124:225-236 231
Control PRP (baseline) PRPplus (baseline)
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Fig. 2 Light-adapted ERG at baseline. On top, examples of
light-adapted ERG responses from one control subject, one
patient from group PRP, and one patient from PRPpluts group. In
a 30 Hz amplitude; b Cone b-wave amplitude; ¢ 30 Hz time-to-

Table 4 Mean =4 Standard Error (SE) of intra-individual ratio

peak; and d Cone b-wave implicit time. Circles and lines in
green show results from controls, red: PRP and blue: PRPplus.
Circles represent the mean and the error bars the 95 %
confidence limit

adapted ERG responses (ROD: 0.01 cd.s/m?, Combined

of baseline of a- and b-wave amplitude and OP and intra- Response: 3.0 cd.s/m?,  and High Intensity Response:
individual difference of baseline of implicit time for dark- 10.0 cd.s/m%)
cd.s/m? PRP PRPplus P (between-groups)
a-wave amplitude (ratio of baseline) 3 046 + 0.07 0.49 + 0.06 0.3590
10 048 + 0.06 0.50 + 0.05 0.3878
a-wave implicit time 3 0.78 £ 0.36 0.17 £ 0.21 0.9158
(difference of baseline in ms) 10 0.67 + 0.44 0.25 + 0.30 07755
b-wave amplitude (ratio of baseline) 0.01 046 + 0.05 0.64 £+ 0.06 0.0119
3 045 + 0.04 0.62 £ 0.05 0.0053
10 0.46 £+ 0.05 0.59 + 0.03 0.0254
b-wave implicit time 0.01 8.89 + 3.11 7.92 £+ 2.57 0.5937
(difference of baseline in ms) 3 733 +2.03 675 + 1.63 0.5873
10 7.00 £ 1.49 517 £1.17 0.8265
OP (ratio of baseline) 3 0.67 + 0.07 0.69 + 0.13 0.4456
10 0.63 + 0.06 0.60 + 0.09 0.5849

Bold highlight cells with no statistically significant within-group changes after treatment, while italic value indicate the between-
groups statistically significant different results (Tukey—Kramer HSD; P < 0.05)
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Fig. 3 Treatment effects on
dark-adapted ERG. On top,
examples of dark-adapted
ERG responses from one
patient from PRP (red) and
one patient from PRPplus
group (blue). Dashed lines
show the responses at
baseline and filled line at
week 48 for each stimulus
(ROD: 0.01 cd.s/m?,
Combined response:

3.0 cd.s/m?, and high
intensity response:

10.0 cd.s/m>). In a the
b-wave amplitude; b b-wave
implicit time; ¢ a-wave
amplitude; d a-wave
implicit time; and

e oscillatory potentials for
each stimulus (ROD:

0.01 cd.s/m* combined
response: 3.0 cd.s/mz, and
high intensity response:
10.0 cd.s/m%). Circles and
lines in red show results
from PRP and blue:
PRPplus. Circles represent
the mean and the error bars
the 95 % confidence limit
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Table 5 Mean =+ Standard Error (SE) of intra-individual ratio of baseline amplitude and intra-individual difference of baseline
implicit time for light-adapted ERG responses (30 Hz: 3.0 cd.s/m? at 30 Hz; and cone response: 3.0 cd.s/m?)

PRP PRPplus P (between-groups)
30 Hz amplitude (ratio of baseline) 0.45 £+ 0.07 040 + 0.04 0.7036
30 Hz peak time (difference of baseline in ms) 1.00 £+ 0.93 045 £+ 0.58 0.6863
Cone b-wave amplitude (ratio of baseline) 2.00 £+ 0.58 136 £ 045 0.7991
Cone b-wave implicit time (difference of baseline in ms) 0.45 4+ 0.06 049 4+ 0.05 03161

Ttalic highlights cells with no statistically significant within-group changes after treatment

Discussion

We have previously shown that combining IVR with
PRP reduces the amount of PRP needed to control
high-risk PDR progression, with even larger reduction
in FLA leakage than using PRP alone [20]. In the
current study, we aimed to describe retinal function,
using ERG, in eyes with high-risk PDR, to record the
functional impairment caused by extensive PRP, and
to investigate if the combination of IVR plus PRP is
associated with less retinal functional loss than
treatment with PRP alone.

ERG is the only objective method of evaluating
retinal function in vivo and is employed to detect
distinct local or widespread hereditary or acquired
retinal disorders including DR [33]. As an example,
OP amplitude shows correlations with retinal arteri-
olar caliber in diabetic patients [34] and has been
proposed to be useful for predicting DR progression
and even to detect retinal dysfunction that precedes the
onset of clinically detectable DR [35].

Data presented confirm previous descriptions of
ERG changes in PDR: reduced a- and b-wave
amplitudes and prolonged implicit times, for rod and
cone driven responses, and dramatically reduced OP
amplitudes [21, 36]. Moreover, the largest difference
between controls and patients was found for OP area
under the curve, indicating a predominance of inner-
retina over photoreceptor dysfunction in eyes with
high-risk PDR.

Similarly, by modeling the interrelation between
dark-adapted b-wave and stimulus luminance, we
showed that the saturation amplitude (parameter Vinax)
is more affected than the half-saturation intensity (k).
In fact, it has already been shown that other ERG
parameters, such b/a amplitude ratio [37] and b-wave
implicit time [38], can be more sensitive than the dark-
adapted sensitivity, estimated with the parameter k, to

retinal functional changes due to retinal ischemia or
diabetic retinopathy.

The findings after extensive PRP documented in the
current study are similar to previous reports [23], in
which significant reductions in a- and b-waves ampli-
tudes of dark- and light-adapted responses were
observed. This can be explained by the retinal tissue
damage due to PDR.

Interestingly, the ERG parameter with the highest
reduction after extensive PRP was the dark-adapted
b-wave amplitude to the ROD stimulus. It is unclear
why areduction of similar magnitude was not observed
in the a-wave amplitudes, since retinal photocoagula-
tion targets the retinal pigment epithelium, affecting
the outer retina and, therefore, the photoreceptors.

Based on a previously proposed theory that photo-
coagulation not only destroys the retinal areas directly
illuminated by the laser beam, but also affects the
functional integrity of adjacent areas [39], Perlman
et al. [24] suggested that PRP leads to larger reduc-
tions in the dark-adapted b-wave amplitude than
a-wave amplitude due to subnormal signal transmis-
sion from the photoreceptors to the proximal retina.
We agree that this might be one mechanism to explain
the larger reduction in b-wave amplitude compared to
the reduction in a-wave amplitude.

Furthermore, it is possible that at least part of the
photocoagulated retina was not ischemic and, there-
fore, had functional inner-retina that may have gen-
erated a substantial part of the ERG b-wave
amplitudes recorded before PRP. With the destruction
of these retinal areas after PRP, a- and b-wave
amplitudes decreased, as observed, but the b-wave
on a larger scale.

To the authors’ knowledge, this is the first study to
evaluate retinal function using ERG in eyes treated
with PRP and IVR for PDR. The data suggest that the
combined treatment strategy is associated with lower
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Fig. 4 Treatment effects on
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retinal function loss, indicated by lesser b-wave
amplitude reduction after combined treatment, com-
pared to treatment with PRP alone. The lower number
of laser spots performed in eyes treated with PRP plus
IVR compared to eyes treated with PRP alone is likely
to be the explanation for the lower functional loss in
the PRP plus IVR group.
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ERG analysis showed that the dark-adapted b-wave
amplitude elicited by a weak flash (ROD) seems to be
the most sensitive ERG parameter to evaluate retinal
function loss in eyes with high-risk PDR and func-
tional changes after PRP. This response is mainly
generated by the depolarization of ON bipolar cells
from the rod pathway [40], which are located in the
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