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Resumo

CARAVELAS, R. A. M. Avaliacdo da funcdo retiniana por meio do
Eletrorretinograma de campo total com protocolo fotépico estendido em
pacientes com espectro da neuromielite éptica. 2023. 97f. Tese (Doutorado) -
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirao
Preto, 2023.

Introducédo: A neurite 6ptica (NO) é uma das manifestagBes clinicas mais comuns
observadas em doencas desmielinizantes do sistema nervoso central como no
espectro da Neuromielite 6ptica (NMOSD) que abrange a doenca com positividade
para anticorpo contra a Aquaporina 4 (AQP4+) e anticorpo contra a glicoproteina da
bainha de mielina do oligodendrécito (MOG+). O dano retiniano também ocorre
nestas doencas e pouco foi descrito sobre a funcéo visual com Eletrorretinograma
(ERG) e sua correlagdo com o dano estrutural observado pela tomografia de
coeréncia oOptica (OCT). Objetivos: Avaliar a funcéo retiniana pelo ERG com
protocolo fotépico estendido em pacientes com NMOSD. Reportar alteracdes
estruturais da retina nesses pacientes observadas na OCT, e investigar eventuais
correlagdes com o ERG; comparar fungédo e estrutura da retina de pacientes com
AQP4+ e MOG+. Casuistica e Métodos: Foram incluidos 40 pacientes, sendo, 25
com AQP4+ (50 olhos) e 15 com MOG+ (30 olhos) que realizaram avaliacdo
oftalmologica completa, OCT e ERG com protocolo estendido. Resultados: Houve
perda na camada de fibra nervosa peripapilar (CFNp) mais acentuada nos olhos com
NO do grupo AQP4+ nos setores superior (p=0,0030) e inferior (p=0,0236) do nervo
optico. Na macula foi observado afinamento nas camadas células ganglionares
(CCG) e plexiforme interna (CPI) dos olhos com NO do grupo AQP4+. A camada
nuclear interna (CNI) apresentou aumento da espessura nos olhos dos dois grupos,
AQP4+ e MOG+. Na avaliacdo pelo ERG, a onda fotopica negativa (PhNR) mostrou
amplitude menor nos olhos com AQP4+, sendo a meédia de - 22,2 uV com DP de +
3,0 pV, enquanto no grupo MOG+ a média foi de -36,0 uV com DP de * 3,8 pVv
(p=0,0179). Houve correlacdo entre afinamento da CFNm e CCG com menor
amplitude da PhNR. No ERG estendido, ndo houve diferenca entre 0os grupos
controle, AQP4+ e MOG+, porém, houve correlacdo do afinamento do complexo
externo da retina (fotorreceptores e epitélio pigmentado) com menor valor do
pardmetro xo da colina fotépica nos olhos com NO do grupo AQP4+. Conclusdes: a
onda PhNR mostrou diferenca entre os grupos, sendo menor a resposta em olhos
com NO por AQP4+. O ERG pelo protocolo estendido ndo se mostrou alterado, nao
havendo indicios de comprometimento de fotorreceptores e camada média da retina
nos olhos de pacientes dos dois sorotipos (AQP4+ e MOG+). Os dados mostraram,
de forma inédita, que o fenbmeno do PH ndo depende da funcdo da retina interna e
externa, mas resulta principalmente da camada média da retina, mais
especificamente das células bipolares.

Palavras-chave: Espectro da neuromielite Optica. Eletrorretinograma. Neurite
Optica.
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Abstract

CARAVELAS, R. A. M. Evaluation of retinal function using a full-field
electroretinogram with an extended photopic protocol in patients with
neuromyelitis optica spectrum. 2023. 97f. Thesis (Doctoral) - Faculdade de
Medicina de Ribeirdao Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

Introduction: Optic neuritis (ON) is one of the most common clinical manifestations
seen in demyelinating diseases of the central nervous system, such as Neuromyelitis
optica spectrum disorder (NMOSD), which encompasses disease with positivity for
antibodies against Aquaporin 4 (AQP4+) and antibodies against myelin sheath
glycoprotein of oligodendrocytes (MOG+). Retinal damage also occurs in these
diseases, and little has been described about visual function with the
electroretinogram (ERG) and its correlation with structural damage observed by
optical coherence tomography (OCT). Objectives: To evaluate retinal function by
ERG with an extended photopic protocol in patients with NMOSD. To report retinal
structural changes in these patients observed on OCT, and to investigate possible
correlations with ERG; to compare retinal function and structure of AQP4+ and
MOG+ patients. Casuistic and Methods: Forty patients were included, 25 with
AQP4+ (50 eyes) and 15 with MOG+ (30 eyes), who underwent complete
ophthalmological evaluation, OCT, and ERG with an extended protocol. All patients
signed an informed consent form. Results: There was a more pronounced loss of the
peripapillary nerve fiber layer (pNFL) in the NO eyes of the AQP4+ group in the
superior (p=0.0030) and inferior (p=0.0236) sectors of the optic nerve. In the macula,
thinning was observed in the ganglion cell (GCC) and inner plexiform (IPL) layers of
the NO eyes of the AQP4+ group. The inner nuclear layer (CNI) showed increased
thickness in the eyes of both groups, AQP4+ and MOG+. In the ERG evaluation, the
negative photopic wave (PhNR) showed lower amplitude in the eyes with AQP4+,
with a mean of -22.2 pVv with a SD of £3.0 pV, while in the MOG+ group the mean
was -36.0 pV with a SD of £3.8 pV (p=0.0179). There was a correlation between
CFNm and GCC thinning and lower PhNR amplitude. In the extended ERG, there
was no difference between the control, AQP4+, and MOG+ groups, however, there
was a correlation between the thinning of the outer retinal complex (photoreceptors
and pigment epithelium) and a lower value of the x0 parameter of the photopic
choline in the NO eyes of the AQP4+ group. Conclusions: The PhNR waveform
showed a difference between groups, with a lower response in NO-deficient eyes by
AQP4+. The ERG by the extended protocol was not altered, with no evidence of
impairment of photoreceptors or the retinal middle layer in the eyes of patients of
both serotypes (AQP4+ and MOG+). The data showed, in an unprecedented way,
that the phenomenon of PH does not depend on the function of the inner and outer
retina, but results mainly from the middle layer of the retina, more specifically from
bipolar cells.

Keywords: Neuromyelitis Optica spectrum disorders. Electroretinogram. Optic
neuritis.
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Neuromielite 6ptica (NMO) foi a denominacgdo usada por Eugéne Devic (1858-
1930) e Fernans Gault (1873-1936) no inicio do século XIX para descrever casos de
perda da visdo associada a paraplegia (DEVIC E, 1894). Anteriormente a doenca
era conhecida por neuromielite dptica aguda, como traducdo do francés de Neuro-
myélite aiglie. A doenga € ainda hoje conhecida por muitos como Doenca de Devic
(JARIUS; WILDEMANN, 2013).

Uma breve descricdo atualizada abordando definicbes, aspectos
epidemioldgicos e clinicos em NMO foi incluida nesta introducdo para facilitar a
compreensao do publico ligado exclusivamente a oftalmologia.

Por muito tempo a NMO foi considerada uma variante de maior gravidade da
esclerose multipla (EM). Atualmente, a classificagdo como “espectro da doenca da
NMO” (NMOSD) tem sido utilizada. Enquadram-se no NMOSD pacientes com
manifestacdes de neurite Optica (NO), mielite, sindromes cerebrais e do tronco
cerebral.

Com a descoberta recente de autoanticorpos do tipo imunoglobulina G foi
possivel elucidar, mesmo que parcialmente, patogéneses de entidades distintas que
compdem o espectro da NMOSD. Pacientes tém sido classificados como
soropositivos para o anticorpo IgG-aquaporina 4 (AQP4+) (WINGERCHUK et al.,
2015) ou anticorpo lgG-glicoproteina da mielina do oligodendrécito (MOG+)
(REINDL; WATERS, 2019), ou soronegativos. O anticorpo contra a AQP4 é
detectado em aproximadamente 70% dos casos de NMOSD, enquanto MOG+ é
positivo em 10 a 30% dos restantes (DINOTO et al., 2022). Com efeito, 10 a 20%
dos pacientes sao duplamente soronegativos (DINOTO et al., 2022; HOR et al.,
2020). Por enquanto, a NMOSD engloba doencas que aparentemente devem
pertencer a outros possiveis subgrupos.

Pacientes positivos para AQP4 tem apresentacdo em faixa etaria muito
variavel entre 15 e 70 anos, idade média de aparecimento por volta dos 40 anos
(HOR et al.,, 2020; WINGERCHUK, 2010) e prevaléncia variavel em diferentes
grupos étnicos. Em caucasianos a prevaléncia € de aproximadamente 1/100.000
habitantes, enquanto em asiaticos e em afrodescendentes a prevaléncia é maior,
3,5/100.000 e 10/100.000 habitantes, respectivamente (HOR et al., 2020; MEALY et
al., 2012; MIYAMOTO et al., 2018). Ha predilecdo pelo sexo feminino, sendo na
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populacdo americana, a proporcdo de géneros de 6,5 mulheres para 1 homem
(MEALY et al.,, 2012) e na brasileira 5:1 (PAPAIS-ALVARENGA et al., 2002). De
maneira interessante, a predominancia de casos no sexo feminino sugere que
horménios sexuais podem influenciar na susceptibilidade a doenca (PEREIRA et al.,
2015).

J& os casos de anticorpo MOG+, ou doenca associada ao MOG (MOGAD) a
proporcao entre os géneros € de 1:1 e também ocorre em todas as faixas etarias,
porém, preferencialmente em adultos jovens (31 — 37 anos). Apesar dos poucos
dados epidemioldgicos disponiveis, ndo ha influéncia do grupo étnico na prevaléncia
da MOGAD (GOSPE; CHEN; BHATTI, 2021; HOR et al., 2020).

A apresentacdo da MOGAD engloba encefalomielite difusa aguda (ADEM),
seguida de NO, mielite transversa e lesGes hiperintensas na fase FLAIR da
ressonancia magnética (RM), associadas com manifestacéo clinica de convulsoes,
chamadas de FLAMES (fluid attenuated inversion recovery). Podem ocorrer
combinagdo destas manifestacdes (GOSPE; CHEN; BHATTI, 2021; JAIN et al.,
2021). A doenga duplo negativa mostra-se heterogénea e certamente devera ser
melhor esclarecida no futuro.

Critérios clinicos e de imagem foram propostos em 2015 para o diagndstico
de NMOSD. Em pacientes APQ4+ é necesséario um episddio de NO, ou mielite
transversa longitudinalmente extensa (LETM); ou sindrome da &rea postrema (SAP)
com solucos, exacerbacdo de nausea e vOmitos, ou sindrome aguda do tronco
cerebral, narcolepsia, ou lesdo tipica cerebral pela RM. Para quadros com AQP4
desconhecido ou n&o positivo, o quadro deve apresentar ao menos duas
caracteristicas clinicas principais, sendo pelo menos uma de: NO, ou LETM ou SAP,
além de disseminacdo no espaco com duas caracteristicas clinicas diferentes e rigor
na avaliacdo da neuroimagem utilizada pela RM com gadolinio (WINGERCHUK et
al.,, 2015). De fato, o MOG+ foi encontrado em uma quantidade consideravel de
pacientes que atendem aos critérios clinicos para NMOSD que sao soronegativos
para AQP4 (DINOTO et al., 2022).

A ocorréncia de NO e LETM simultéaneas ocorre em 10 a 13% dos casos de
AQP4+. A NO isolada ocorre de 42 a 63% (HOR et al., 2020; JARIUS et al., 2012,
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2020) e a LETM em 52% dos casos (JARIUS; WILDEMANN; PAUL, 2014,
WINGERCHUK et al., 2015).

O acometimento medular nos casos AQP4+ tem extensdo de trés ou mais
corpos vertebrais e por isso € chamada de LETM. A inflamacao ocorre ao longo do
canal medular, onde h& maior expressdo de canais de AQP4 (KIM et al., 2015). A
sindrome medular envolve as trés vias neurolégicas: motora, sensorial e autonémica
e resulta em sequelas permanentes, como paraparesia ou quadriparesia, espasmos
tbnicos paroxisticos, disfuncdo da bexiga e perda sensorial a depender do segmento
acometido (PEKCEVIK et al.,, 2016; WINGERCHUK et al., 2015). Na MOGAD, o
envolvimento medular ocorre em 34% dos pacientes e acomete segmentos
inferiores, preferencialmente o segmento toracolombar e cone medular (DUTRA et
al., 2018; SECHlI et al., 2022).

A NMOSD apresenta incapacidade moderada entre 3 e 4 medida pela escala
Expanded Disability Status Scale (EDSS). Sequelas neuroldgicas caracterizadas por
EDSS > 4,5 predominam em homens (ALVES; SANTOS; DINIZ, 2022). As sequelas
motoras mais graves foram observadas em pacientes com idades mais avancadas
no inicio do quadro (PEREIRA et al., 2015). Se néo tratados adequadamente, em 5
anos aproximadamente 50% dos pacientes AQP4+ se tornam usuarios de cadeira
de rodas, 62% cegos, e um terco pode morrer depois do primeiro ataque,
principalmente por insuficiéncia respiratéria neurogénica (SCHMIDT et al., 2017). Na
MOGAD a EDSS teve média de 2,2 (JURYNCZYK et al., 2017).

A discrepancia entre as apresentacdes clinicas dos quadros de MOGAD e
NMOSD devem estar relacionadas as diferentes fisiopatologias dessas entidades.

A NMOSD ¢é uma doenga astrocitopatica, em que o0 processo de
desmielinizacdo é secundéario ao dano astrocitario (JARIUS; WILDEMANN; PAUL,
2014). O anticorpo AQP4+, é dirigido contra canais de agua do tipo AQP4 presentes
nos poddcitos dos astrécitos, células da glia que participam da estrutura da barreira
hematoencefalica e estdo presentes nos contornos periventriculares do sistema
nervoso central (SNC), nervos oOpticos, medula espinhal e também na retina
(VECINO et al., 2016; FUJIHARA et al., 2012; LENNON et al., 2005; HUDA et al.,
2019). A acdo do anticorpo induziria alteragcdo da homeostase da agua com
consequente necrose tecidual e morte dos astrocitos e oligodendrdcitos. Ja na
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MOGAD, ha indicios de que a lesdo da mielina seria por a¢do dos anticorpos que se
ligam a MOG e levam a inflamagdo por ativacdo do sistema complemento e
citotoxidade. Entdo, provavelmente a auséncia de necrose tecidual nos pacientes
com MOGAD deve ser responsavel pela apresentacao relativamente mais branda da
doenca (HURTUBISE et al., 2023).

1.1 Neurite 6ptica (NO) e a retina

A NO é uma das principais manifestacfes clinicas da NMOSD. Inicialmente
estudada em pacientes com EM, a NO observada nesses pacientes ficou conhecida
como “tipica”. O estudo mais importante para investigacao do tratamento de NO em
EM foi realizado no fim dos anos 80 e foi denominado Optic Neurite Treatment Trial
(ONTT). Nesse trabalho, a NO foi descrita como uma das primeiras manifestacdes
da doenca (BECK, 1992).

De forma geral, o quadro de NO tipica consiste de diminui¢cdo unilateral e
aguda da acuidade visual (AV), com perda de sensibilidade no campo visual central,
discromatopsia e atraso na laténcia do potencial visual evocado (CUYPERS et al.,
1995). Além disso, os pacientes queixam de dor a movimentagdo ocular e
apresentam defeito pupilar aferente relativo (BECK, 1992). A maioria dos olhos com
NO tipica ndo apresenta edema de disco optico e ha realce pds-contraste na porgcao
intraorbitaria do nervo optico afetado na RM. Olhos com NO tipica geralmente tem
bom progndstico visual, com melhora da visdo em 6 a 12 meses. Menos de 10% dos
pacientes ficam com AV igual ou menor que 20/50 (BECK, 1992; NEWMAN, 2020).

A manifestacdo clinica da NO dos pacientes com NMOSD ¢é frequentemente
atipica. Além da faixa etaria e predilecado étnica ja descritas, esses pacientes podem,
por exemplo, apresentar baixa de acuidade visual (BAV) bilateral, auséncia da dor
retro-orbitaria e edema do disco 6ptico. A RM frequentemente mostra acometimento
extenso do nervo éptico, atingindo segmento posterior até o quiasma 6ptico (DUTRA
et al., 2018). Quanto a evolucdo, a recuperacdo visual apos episodio de NO na
NMOSD pode ser parcial e nem sempre €é observada, resultando em BAV
permanente (ABEL; MCCLELLAND; LEE, 2019).
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Na MOGAD, em particular, a NO é frequentemente bilateral, com
acometimento da porgéo anterior do nervo Optico e edema papilar. Sem tratamento
adequado, casos de NO MOG+ apresentam maior indice de recorréncia (CHEN et
al.,, 2020; GOSPE; CHEN; BHATTI, 2021), mas de forma geral, tem evolucéo
benigna em relacéo as outras entidades do NMOSD.

Sabe-se que processos desmielinizantes das vias 6pticas anteriores podem
causar danos retinianos. Na NMOSD, diminuicdo da espessura das camadas de
fibras nervosas (CFN) macular (CFNm) e peripapilar (CFNp), células ganglionares
(CCG) e da plexiforme interna (CPI), foram descritas, sendo as CFNm, CFNp e CPI
mais acometidas na tomografia de coeréncia Optica (OCT) (LEE et al., 2017;
REBOLLEDA; DE DOMPABLO; MUNOZ-NEGRETE, 2015). Na MOGAD, héa
afilamento da espessura retiniana, porém menor que na EM e AQP4+. Somente em
olhos com NO é observado perda no complexo CCG+CPI na MOGAD, o que sugere
lesdo retiniana dependente da ocorréncia de NO nesse sorotipo (OERTEL et al.,
2022). Outras camadas da retina, como nuclear interna (CNI), plexiforme externa
(CPE) e nuclear externa (CNE), ndo foram sistematicamente analisadas em NMOSD
até o momento (FU et al., 2021).

Alteragbes vasculares, como estreitamento arteriolar, hialinizacdo vascular,
infiltracdo de células inflamatoérias perivasculares e deposicdo de imunoglobulina
foram observados em estudo anatomopatoldgico de retina, nervo e quiasma Optico
de pacientes AQP4+, evidenciando que estes achados vasculares podem estar
relacionados a retinopatia associada a doenca (GREEN; CREE, 2009; SOTIRCHOS
et al., 2013).

A presenca de edema macular microcistico (EMM), visualizado pela OCT é
outra alteracao existente em olhos previamente acometidos com NO, tanto na EM,
como NMOSD e MOGAD (JANG et al., 2021). Enquanto na EM a prevaléncia deste
achado é de 5% (GELFAND et al., 2012), na NMOSD ¢é de 33% (SOTIRCHOS et al.,
2013). Processo inflamatério primariamente retiniano com ruptura da barreira
hematorretiniana (GELFAND et al.,, 2012) e degeneracado transinaptica retrograda
(BARBONI et al., 2013), podem estar relacionados a fisiopatologia desta alteracao.
Vale ressaltar que o EMM é inespecifico e pode ser encontrado em olhos com atrofia

Optica e afilamento do complexo de CCG+CPI ocasionados por outras doencas, mas
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pacientes com NMOSD sem episédios de NO raramente apresentaram EMM
(SOTIRCHOS et al., 2013).

A integridade estrutural da retina é avaliada anatomicamente pelo OCT e a
funcdo pode ser avaliada pelos testes psicofisicos, como a medida da AV,
sensibilidade ao contraste e campo visual, ou pelo eletrorretinograma, que consiste
no registro das respostas elétricas geradas pela retina em resposta a estimulos

luminosos.

1.2 Eletrorretinograma

Os fotorreceptores iniciam o processo de percepcdao da luz com a
fototransducdo. De maneira simplificada, fétons sdo absorvidos pelos fotopigmentos
localizados nas membranas externas dos cones e bastonetes desencadeando uma
cascata de reacdes enzimaticas, que proporcionam abertura e fechamento de canais
idbnicos que levam a hiperpolarizagdo dessas células (tornam-se eletricamente
negativas em relacdo ao meio extracelular) (LAMB; PUGH, 2006).

Antes da chegada da luz, o fotorreceptor libera continuamente o
neurotransmissor glutamato em seu terminal sinaptico com a célula bipolar. Com a
sua hiperpolarizacdo h& diminuicdo da liberacdo do neurotransmissor na fenda
sindptica, que induz a despolarizacdo das células bipolares (tornam se eletricamente
positivas) (LAMB; PUGH, 2006). Assim, se o0 potencial elétrico total gerado pela
retina apds a exposicado luminosa fosse medido em um ponto externo, ele seria
composto por uma fase inicial negativa causada pela hiperpolarizagcdo dos
fotorreceptores, seguida por uma fase positiva devido a despolarizagdo das células
bipolares. De fato, tal medida € conhecida por eletrorretinograma (ERG), que é
utilizado como avaliacéo objetiva da funcao retiniana (GRANIT, 1933).

O ERG é usado, principalmente, em diagnésticos clinicos de doencas
retinianas degenerativas, reacfes toxicas e avaliacdo funcional da retina em
modelos animais. Consiste basicamente no registro das alteracbes de potenciais
elétricos na retina quando excitada pela luz (ROBSON et al., 2018). No ERG de
campo total a retina € estimulada de forma uniforme e homogénea. O equipamento

utiliza uma cupula chamada de “Ganzfeld” (do alemdo campo inteiro) que possui
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diodos emissores de luz (LEDS -Light-emitting diodes) integrados em seu interior
gue podem ser programados para emitirem flashes de diferentes intensidades
luminosas (McCULLOCH et al., 2019).

Seguindo o protocolo da ISCEV (Sociedade Internacional de Eletrofisiologia
Clinica da Visdo - ISCEV, International Society for Clinical Electrophysiology of
Vision), o exame é realizado em duas etapas, sendo a primeira fase realizada ap6s
adaptacao ao escuro durante 20 minutos, quando as respostas servem para avaliar
a funcdo dos bastonetes (estimulos de baixa intensidade) e sua interagdo com 0s
cones (estimulos de alta intensidade), enquanto apos adaptacdo a luz por 10
minutos, ocorre a fase fotopica com estimulacdo de cones. O protocolo padrao
minimo para o ERG recomenda o registro da resposta retiniana em cinco etapas,
das quais trés sdo realizadas em estado de adaptacdo ao escuro e duas apoés
adaptacao a luz: flash de 3.0 cd.s/m? que gera uma resposta rapida, com pequena
onda a, seguida por onda b e estimulo flicker com frequéncia de 30Hz, que gera
respostas exclusivas da via dos cones, pois estdo acima da frequéncia de trabalho
da via dos bastonetes (ROBSON et al., 2022).

Os principais componentes do ERG utilizados clinicamente para a avaliacao
de doencas retinianas sdo onda a, onda b e os potenciais oscilatérios. A grosso
modo, a onda a é a variagdo negativa do potencial elétrico da cornea gerada pela
hiperpolarizacdo dos fotorreceptores que ocorre apos o inicio da exposicdo da retina
a luz, e a onda b, a variacéo positiva desse potencial resultante da despolarizacao
das células bipolares (Figura 1). Entre as ondas a e b ha uma oscilacdo conhecida
como potenciais oscilatorios (PO) que séo variagfes rapidas, ou de alta frequéncia,
no potencial elétrico sobrepondo a onda b originados principalmente das células

amacrinas presentes na retina interna (ROBSON et al., 2022).
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Figura 1 - Exemplo de resposta elétrica medida no ERG de campo total apds estimulagéo
da retina de animal (rato) adaptado ao escuro por 12 horas. Apos a estimulacéo
com flash de luz de 10 cd.s/m? por 4 ms, observa-se a onda a gerada pela
hiperpolarizagdo dos fotorreceptores, seguida pela onda b resultado da
despolarizagéo das células bipolares. Sobrepondo a onda b, ocorrem variacfes
rapidas do potencial elétrico, que sdo os PO, originados na retina interna,
principalmente pelas células amacrinas

PO
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Fonte: llustracdo cedida do acervo préprio do Prof. Dr. André Messias.

Outros componentes relevantes do ERG sdo a onda d e onda i. A onda d
representa a resposta das células bipolares OFF que responde ao estimulo gerado
pelo cone quando a luz diminui. Obviamente, para o registro da onda d, sdo
necessarios estimulos luminosos de duracéo longa, geralmente maior que 100 ms,
caso contrario tanto as respostas das células ON quanto OFF sdo gravadas
concomitantemente em somatéria no ERG fotopico (SIEVING, 1993, XU;
KARWOSKI, 1995). J4 a onda i consiste da deflexdo positiva registrada na fase
fotdpica do ERG que ocorre aproximadamente aos 50 ms apds o inicio do estimulo e
20 ms apos o pico da onda b. Apesar de controversa, sua origem tem sido
relacionada a acédo das células bipolares OFF em resposta ao cessar do estimulo
luminoso (VISWANATHAN et al.,1999). As respostas da onda d e onda i ndo foram
avaliadas nesse estudo.

A grosso modo, o ERG realizado seguindo o padrdo da ISCEV tem aplicacao

guase exclusiva para detectar alteragcdes na funcdo dos fotorreceptores e células
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bipolares, ou em menor escala, das células amaéacrinas ou horizontais.
Recentemente, outros protocolos tem sido propostos para estender essa avaliagao
principalmente na tentativa de avaliar respostas geradas por outras células da retina,
como as células ganglionares, que séo tecnicamente desafiadoras para serem
avaliadas, por gerarem potenciais de acdo que ndo tem relacdo com a intensidade
do estimulo (PORCIATTI, 2015).

Nesse contexto, outros testes tem sido sugeridos para avaliar a funcdo das
células localizadas nas camadas mais internas da retina, como a onda fot6pica
negativa (PhNR) (FRISHMAN et al., 2018), que se trata de potencial negativo
observado apés a onda b (Figura 2), e o eletrorretinograma padréo (PERG) que é a
resposta a estimulo em tabuleiro de xadrez alternante com luminancia total
constante (BACH et al., 2013).

Figura 2 - Registro de onda ilustrando a medicdo da amplitude da PhNR desde a linha de
base até o vale da PhNR. Exemplo de registro de paciente incluso no estudo

v Linha de basé

A PhNR e o PERG tém sido sugeridos como medidas da funcdo de células
ganglionares por terem resultados reduzidos em doencas que afetam a funcédo

dessas células, como glaucoma e outras neuropatias opticas (CVENKEL; SUSTAR,;
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PEROVSEK, 2022; KARANJIA et al., 2017). Todavia, apesar de haver nimero
consideravel de artigos descrevendo o potencial da PhNR e do PERG para avaliar a
funcdo nessas doencas, a aplicacdo clinica dessas duas técnicas ainda €
extremamente limitada.

Os principais motivos que justificam as dificuldades técnicas encontradas na
realizacdo do registro da PhNR e PERG estdo associados a baixa relagéo
sinal/ruido: respostas com amplitudes reduzidas — dificeis de serem separadas de
ruidos e artefatos, variabilidade individual, com consequente auséncia de limites da
normalidade e alta probabilidade de falsos positivos ou negativos.

Ha algumas estratégias metodoldgicas para melhorar a reprodutibilidade de
sinais bioldgicos de baixa intensidade, como por exemplo, repeticdo dos estimulos
em alta frequéncia em steady-steate, que possibilita a exclusdo de artefatos e
melhora a relacdo sinal/ruido, ou a avaliacdo de possivel interacdo entre a
intensidade do estimulo e a magnitude da resposta.

Vérias vantagens sao associadas ao uso de série de estimulos, em
detrimento aos estimulos Unicos (single flash), como por exemplo, detectar
respostas nao coerentes, ou seja, que ndo estejam sendo geradas pela retina, que
podem ser advindas de artefatos e investigar correlagcbes entre a intensidade
luminosa e a amplitude ou laténcia das respostas, para determinagcéo de parametros
gue descrevam essas relacbes e possam ser usados para melhor compreensao da
funcao da retina.

Uma esperanca para avaliar a funcédo da retina interna de forma reprodutivel
seria a aplicagdo de estimulos com flashes progressivamente mais intensos na fase
adaptada ao claro (CHAPLIN et al., 2009). Nessas condi¢cdes, para onda a, observa-
se aumento inicial progressivo da amplitude com o aumento da luminancia, seguido
por saturacdo. Enquanto para a onda b, ha aumento da amplitude a medida que a
intensidade luminosa € aumentada, atingindo uma primeira saturacdo, chamada de
amplitude méxima (h). No entanto, em intensidades de estimulo de maior
intensidade, a amplitude diminui paradoxalmente, atingindo um segundo platé.
Como o grafico da amplitude da onda b em funcdo da intensidade do estimulo tem

um formato de U invertido (Figura 3) esse fenbmeno foi chamado de "colina
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fotépica”, ou em inglés photopic hill (PH) (PEACHEY et al., 1989; UENO et al., 2004,

WALI; LEGUIRE, 1992).

Figura 3 - Representacdo grafica da photopic hill, onda formada pela plotagem das
amplitudes das ondas b, em microvolts (uV), obtidas como resposta a
intensidade do estimulo em candelas por segundo por area (cd.s/m?). Exemplo
de registro de paciente incluso no estudo. A altura da colina corresponde a
maior amplitude da onda b (h) em microvolts, a intensidade de estimulagéo
necessaria para gerar uma onda b com 50% da amplitude h na parte
ascendente da colina fotdpica corresponde a Xo, em microvolts e w que
corresponde a largura da Gaussiana, ou abertura do sino.
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por uma curva gaussiana, ja o segundo platd € descrito por uma logistica

semelhante a outras propostas para inUmeros sistemas biolégicos com padrdo
semelhante de saturacao (PEACHEY et al., 1992; WALI; LEGUIRE, 1992). Aqui vale

observar que desde os anos 60 um modelo matematico conhecido como equacao de

Naka-Rushton tem sido usado para descrever a funcdo de crescimento logistico da
onda b em retinas adaptadas ao escuro (NAKA-RUSHTON, 1968), e essa mesma

funcéo € a utilizada para descrever a segunda fase da colina fotopica.
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Essa relacdo entre amplitude da onda b adaptada ao claro e a intensidade
luminosa se apresentou inicialmente promissora para possivel avanco da utilizagédo
do ERG para medir a funcdo de células localizadas em camadas mais internas da
retina (CHAPLIN et al.,, 2009), mas ha controversas, uma vez que estudo
experimental indicou que essa relacdo também exprime primariamente o
funcionamento das células bipolares, ON e OFF, e, portanto, indiretamente

fotorreceptores — nesse caso dos cones (UENO et al., 2004).

1.3 Eletrorretinograma em doencas desmielinizantes

Até a data atual, poucos foram os estudos da fungéo retiniana em doencas
desmielinizantes realizados com ERG, sendo a grande maioria em pacientes com
EM. Nesses, os achados revelaram atraso significativo da onda b do ERG gerado
pelos cones em olhos com afinamento da CFNp e CCG (SRIRAM et al., 2014) ou
reducao na amplitude dos POs (FOROOGHIAN et al., 2006), indicando disfungcéo em
varias camadas da retina. Como a principal célula a ser acometida pela NO seria a
célula ganglionar, esses autores sugerem que essas alteracbes encontradas no
ERG podem estar relacionadas a degeneracdo transinaptica retrégrada das
camadas da retina secundaria a atrofia Optica. Todavia, mais tarde, achados
funcionais em olhos com ou sem NO prévia indicaram que 0s danos retinianos que
causam as alteracdes funcionais em NO devem ser primarios (HANSON et al.,
2018).

Os estudos com eletrofisiologia visual em NMOSD séo ainda mais escassos.
Em coorte brasileira, o ERG multifocal (mfERG) n&o mostrou alteracées nos
registros das ondas negativa (N1) ou positiva (P1) (FILGUEIRAS et al., 2019), em
paralelo direto com o ERG de campo total gerado pelos cones (ambiente adaptado
ao claro), no mfERG a N1 é atribuida a hiperpolarizacdo dos fotorreceptores e
células bipolares-OFF, enquanto a P1 é gerada pela despolarizacdo das células
bipolares-ON (HOOD et al., 2003).

Somente um estudo foi realizado em AQP4+ e ERG de campo total no qual os
autores observaram uma reducdo da amplitude da onda b nas fases escotépicas.

Esse estudo avaliou retinas de pacientes com AQP4+ vivos e post-mortem. Os
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autores associaram esse achado a disfuncdo nas células de Miiller, justificando que,
tanto os dados funcionais quanto estruturais da retina, afinamento e distribuicdo das
células de Muller, eram correspondentes (YOU et al., 2019). Todavia, ainda ha
controvérsias sobre o papel das células de Miller na geracdo da onda b do ERG, o
gue torna a extrapolacdo desses achados para justificar achados funcionais em
retinas de pacientes com AQP4+ especulativa (LINN et al., 1998; NILSSON, 1971,
REICHELT; PANNICKE, 1993).

Sendo assim, apesar dos indicios de que as células ganglionares e outras
localizadas na retina interna devam ser as principais acometidas em olhos com NO,
nesse trabalho ndo ha pretensdo de indicar exatamente o tipo celular acometido nos
pacientes examinados, mas sim tentar encontrar as correlagdes entre os achados
funcionais e estruturais da retina com melhor potencial de aplicacdo clinica na

oftalmologia.

1.4 Justificativa

Considerando que a avaliacdo oftalmologica auxilia no manejo de pacientes
com NMOSD, principalmente para documentar medidas da fun¢éo da retina e nervo
optico; a avaliacao funcional da retina do paciente com NO é importante adjuvante
para a compreensdo do mecanismo responsavel pelo dano celular e alteracdo da
funcdo visual na NMOSD e MOGAD; os protocolos atualmente usados para
avaliacdo da funcédo das células ganglionares sdo de baixa reprodutibilidade, e,
portanto, de pouca aplicacdo clinica; ha possivel aplicagdo do protocolo conhecido
como “photopic hill” para avaliar a fungéo da retina interna de forma mais robusta; o
presente estudo foi delineado para investigar a utilizacdo do ERG com protocolo
esse fotdpico estendido poderia ser usado como marcador funcional objetivo em

pacientes com NMOSD.



2. Objetivos
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2.1 Objetivo primario

Avaliar a funcéo retiniana pelo ERG com protocolo fotépico estendido em

pacientes com NMOSD.

2.2 Objetivos secundarios

1. Reportar altera¢gBes estruturais da retina nesses pacientes observadas na

OCT, e investigar eventuais correlacées com o ERG;

2. Comparar funcéo e estrutura da retina de pacientes com AQP4+ e MOG+.



3. Casuistica e Metodos
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3.1 Consideragdes éticas

Foi realizado estudo transversal, realizado respeitando-se a Resolugao
196/96 que é baseada na declaracdo de Helsinki e foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto da Universidade de Sao Paulo, Parece n° 8863/2010 (Anexo). Todos os
pacientes assinaram o0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Apéndice A), foi assinado pelo paciente e quando menores de idade o0 mesmo foi

assinado pelo responsavel legal.

3.2 Casuistica

Os pacientes incluidos sdo seguidos no ambulatorio de Neuroftalmologia do
Departamento de Oftalmologia, Otorrinolaringologia e Cirurgia da Cabeca e Pescoco
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo e
apresentaram teste soroldgico positivo para AQP4:. CBA (cell based assay)
(Euroimmun AG®, Luebck, Alemanha), ou MOG de células fixas, ambos
comercialmente disponiveis.

Seguindo a recomendacao do fabricante, foi utilizada uma diluicdo de ensaio
de 1:10 para os testes MOG+ e AQP4+, e a observacgao visual foi efetuada por uma
assistente de laboratorio experiente. Todos os pacientes incluidos no grupo MOG
foram negativos para AQP4. Nenhum dos pacientes inclusos preencheram critérios
para EM propostos por McDonalds (THOMPSON et al., 2018).

Individuos sem doencas oculares ou neurologicas foram avaliados com o
mesmo protocolo de pesquisa para servir como grupo controle e permitir
comparacado dos achados. Todos esses presentavam acuidade visual 20/20 ou

melhor e tinham refragéo para longe com magnitude menor que 5 dioptrias (D).

3.3 Grupos do espectro da neuromielite 6ptica (NMOSD)

Achados de pacientes com e sem neurite foram comparados e os dados

foram ainda agrupados de acordo com a positividade para AQP4 ou MOG.
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3.3.1 Critérios de incluséo

e Diagnéstico de NMOSD, seguindo critérios de lesdo em SNC
(WINGERCHUK et al., 2015), com sorologias positivas para AQP4 ou
MOG;

e Sem atividade da doenca ha seis meses;

e Auséncia de outra afec¢do ocular, se néo vicios de refracédo entre 5 D.

3.3.2 Critérios de exclusao

e Diagnostico de glaucoma ou doenga retiniana de acometimento macular ou
periférico;

¢ Presenca de edema de disco 0Optico;

¢ Historia de abuso de &lcool e drogas;

e Doengas infecciosas do SNC;

o Alteracdes radiologicas em SNC diferente dos estabelecidos nos critérios
diagnosticos de NMOSD;

e Condi¢cdes meédicas que impedissem o fim da avaliagdo e assinatura do
TCLE (pacientes acamados).

3.4 Escala expandida do estado de incapacidade (EDSS)

A EDSS foi aplicada para quantificar o grau (de 0,0 a 9,0) de incapacidade e
déficits neurolégicos dos pacientes inclusos. Ela foi aplicada por um examinador
experiente, no momento da inclusdo no estudo.

3.5 Exame oftalmoldgico
Os integrantes foram submetidos a exame oftalmolégico com avaliacdo das

respostas pupilares e da motilidade extrinseca ocular, biomicroscopia, tonometria de

aplanacéo, fundoscopia e tomografia de coeréncia éptica.
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3.6 Medida da acuidade visual

A medida da AV foi feita monocularmente, com a melhor correcdo Optica, de
acordo com o padrdo proposto pelo Early Treatment Diabetic Retinopathy Study
(ETDRS). A tabela de alto contraste de optotipos ETDRS foi posicionada a quatro

metros.

3.7 Eletrorretinograma de campo total (ERG)

O ERG com protocolo fotépico estendido foi realizado segundo o protocolo
proposto pela ISCEV. O exame foi realizado apés a avaliagcdo oftalmoldgica. O ERG
foi realizado simultaneamente em ambos os olhos ap6s midriase farmacoldgica
realizada com instilacdo de colirio de tropicamida 1% e fenilefrina a 10%.
Oxibuprocaina topica a 0,4% foi instilada antes do posicionamento dos eletrodos do
tipo DTL (DAWSON WW; TRICK GL; LITZKOW CA, 1979), com fio de prata,
confeccionados pelos examinadores, de uso Unico, com observacdo a impedancia
registrada abaixo de 5 kQ pelo equipamento. As respostas foram registradas pelo
sistema Espion (Diagnosys LLC). O filtro de frequéncia “passa-faixa” utilizado foi de
0,3-300 Hz, e os sinais foram digitalizados com uma taxa de amostragem de 2 kHz.
Todos os exames foram realizados por dois operadores experientes. No total os
estimulos utilizados para medida foram baseados em 3 protocolos: (1) O padrdo da
ISCEV minimo (ROBSON et al., 2022), combinado com o (2) protocolo estendido
para avaliar a relacéo entre amplitude da onda b adaptada ao claro e a intensidade
luminosa (McCULLOCH et al.,, 2019) e a avaliacdo da resposta fotdpica negativa
(FRISHMAN et al., 2018).

3.7.1 Protocolo padrao
Apos 20 minutos de adaptacdo ao escuro (fase escotdpica), os estimulos

realizados foram:

e Resposta de bastonetes 0.01 cd.s/m? (Rod response 0.01 ERG);
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e Resposta combinada 3.0 cd.s/m2 (combined response, dark-adapted 3.0
ERG);

e Resposta combinada 10.0 cd.s/m? (high intensity response, dark-adapted
10.0 ERG);

e Potenciais oscilatérios (oscillatory potentials).

Adaptacéo ao claro por 10 minutos com luz branca a 30 cd/m?2.
e Flicker de 30Hz;

e Resposta de cones 3.0 cd.s/m?.

Os dados do ERG escotépico ndo foram analisados neste estudo, mas

poderdo ser objeto de investigacao futura.

3.7.2 Protocolo fotépico estendido

Os estimulos do protocolo estendido foram incluidos no protocolo da fase
fotopica. Flashes com intensidade de 0.1 a 30 cd.s/m? com incremento de 0.5 log
cd.s/m? foram utilizados (total de 8 estimulos) possibilitando reportar a colina
fotopica descrita como “curta® (McCCULLOCH et al., 2019). O intervalo de tempo
entre estimulos foi de 0,5 segundos e a duracéo do flash foi de 0,4 milissegundos.
Cada estimulo de baixa intensidade foi repetido 10 vezes, enquanto os de alta
intensidade trés vezes, para composicdo da média e remocdo de artefatos,

melhorando a relacao sinal/ruido.

3.7.3 Resposta da onda fotopica negativa (PhNR)

O estimulo preconizado para investigar essa resposta consiste de breve flash
vermelho (660 nm) de 3.0 cd.s/m? contra fundo azul (460 nm). A amplitude da PhNR
foi medida entre linha de base e o ponto minimo no vale (Figura 4), entre 65 a 75 ms
apos o flash (FRISHMAN et al., 2018). Respostas com suspeita de deflexdes

causadas por artefatos foram descartadas.
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Figura 4 - Registro da PhNR com amplitude medida em microvolts, da linha de base até o
vale da PhNR ap6s a onda b, com laténcia entre 65 a 75 milissegundos apds o
flash luminoso vermelho. Exemplo de registro de paciente incluso no estudo
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3.8 Tomografia de Coeréncia Optica (OCT)

A OCT utilizada foi o Spectralis OCT (Heildelberg Engineering, Heildelberg,
Alemanha) seguindo os critérios do protocolo OSCAR-IB (TEWARIE et al., 2012).

Para a avaliacdo peripapilar, uma varredura circular de 3,5 mm de diametro
com 1536 pontos A-scan, a 40.000 scans por segundo, atingindo resolucéo axial de
4 - 6 um foi realizada com ponto inicial a margem temporal do disco 6ptico, intitulado
de ponto 0°. A partir desse ponto a medida da espessura da CFNp foi realizada
dividindo em quatro setores: superior, dos 46 - 135°, nasal, dos 136 - 225°, inferior
dos 226 - 315° e temporal, dos 316 - 45°, no sentido horario no olho direito e anti-
horario no olho esquerdo.

As medidas da espessura macular foram obtidas por meio de OCT utilizando
o protocolo padrdo de escaneamento em varredura da regido central da macula com
19 seccbes horizontais (com intervalo de 236 um entre cada seccao), abrangendo
uma area de 20° x 15° do campo visual (5,7 mm por 4,3 mm). Ao fim do processo de

avaliagdo por OCT, o aparelho informa, automaticamente, a espessura da macula,
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definida pela média da espessura retiniana obtida a partir de todos os A-scans em
uma érea de 1000 um de didmetro centrada na regido foveolar de cada paciente.

O equipamento delimita os limites das camadas retinianas respeitando 0s
limites interno e externo da retina neurossensorial gerada pelo software integrado da
OCT para cada uma das A-scans. A delimitacdo foi verificada novamente e
reposicionada, quando necessario. A regido macular foi analisada segundo o
protocolo ETDRS que divide a macula em nove setores (Figura 5), sendo o central
na regido foveolar (CO) e oito subsetores periféricos, nos setores temporal (T1 e T2),
nasal (N1 e N2), inferior (11 el2) e superior (S1 e S2).

O estudo das espessuras das camadas retinianas foi realizado com medida
em micras em todos os setores e as camadas medidas foram CFNm, CCG, CPI,
CNI, CPE, CNE e complexo de fotorreceptores e epitélio pigmentado da retina
(CFEPR).

Figura 5 - llustracdo esquematica pelo ETDRS dos setores da &rea macular. A regido da
fovéola (CO) representa a espessura retiniana do subcampo central dentro de 1
mm de didmetro, enquanto que externamente ao subcampo central localiza-se a
espessura retiniana dos subsetores extra centrais (superior Sl/inferior
I1/temporal T1l/nasal N1) internos aos 3 mm de diametro, além da espessura
retiniana dos subsetores extra centrais (superior S2/inferior 12/temporal T2/nasal
N2), externos aos 3 mm de didmetro nos limites do didmetro de 6 mm
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3.9 Analise estatistica

O modelamento matematico da relacdo entre a amplitude da onda b e a
intensidade luminosa foi feito com método classico de minimos quadrados, utilizando
a equacdo gaussiana (Equacdo 1) com a intensidade luminosa em cd.s/m?

transformada pelo seu logaritmo neperiano (para adequar sua distribui¢cao).

Equacéo 1 - Funcdo gaussiana usada para o modelo matematico da relacédo entre onda b e
intensidade luminosa (1): onde h é a amplitude de saturacao, Xo € a intensidade
luminosa necessaria para atingir 50% de h e w € a abertura da curva (largura
do sino), que indica a variagdo entre o inicio da sensibilidade da retina a luz e a
luminancia necesséria para a diminuicdo da amplitude da resposta

—(I —x4)?
h=h- E(WJ

As comparagfes entre 0s grupos para variaveis continuas foram feitas com
analise de variancia (ANOVA), enquanto variaveis categoricas foram comparadas
com teste do qui-quadrado de Pearson. As correlacdes foram investigadas
calculando-se o coeficiente de Pearson ou Spearman (quando adequado). Todos os

célculos foram realizados utilizando-se o programa JMP (SAS - Sao Francisco).



4. Resultados
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4.1 Resultados demograficos

No presente estudo foram incluidos 40 pacientes, sendo, 25 com AQP4+ (50
olhos) e 15 com MOG+ (30 olhos). No grupo AQP4+ houve, proporcionalmente, mais
mulheres 23 (92%) do que no grupo MOG+ (47%) (p=0,0013). Houve diferenca entre
0s grupos com relagéo a idade no momento da inclusdo no estudo: 42 + 2 anos para
0 grupo AQP4+ e 32 + 3 para o grupo MOG+ (p=0,0154), e os pacientes do grupo
AQ4+ também eram mais velhos no momento do diagndstico: 38 + 2 anos, contra 31
+ 3 para o grupo MOG+ (p=0,0361) (Tabela 1). O grupo controle foi composto de 35
sujeitos com género e idade de distribuicdo semelhante a amostra do grupo AQP4+.

Tabela 1 - Caracteristicas demograficas dos pacientes incluidos

AQP4 MOG Valor de p
N° de Pacientes 25 15
N° de Olhos 50 30
Sexo Feminino (%) 23 (92%) 7 (47%) 0,0013
Idade de incluséo = DP 42 +2 32+3 0,0154
Idade do diagnostico + DP 38+2 31+£3 0,0361

O tempo de doenca teve média maior na NMOSD que na MOGAD, sendo a
média de 15 + 2 meses para a NMOSD, enquanto nos MOGAD positivos, a média foi
de 5 = 2 meses (p=0,0009). Quanto a etnia, ndo houve diferenca entre os grupos. No
grupo AQP4+ houve 15 pacientes brancos (60%), um negro (4%) e nove pardos
(36%), enquanto no grupo MOG+ foram nove brancos (60%), um negro (7%) e cinco
pardos (33%) (p=0,8587) (Tabela 2).



Resultados | S1

Tabela 2 - Etnias dos pacientes inclusos

Grupo Branca  Negra Parda
AQP4 (%) 15(60)  1(4) 9 (36)
MOG (%) 9 (60) 1(7)  5(33)
Total (%) 24 (60) 2(5) 14 (35)

No grupo AQP4+, 17 pacientes (68%) tiveram episddios de NO e mielite

concomitantes ou em sequéncia, quatro pacientes (16%) apresentaram LETM e

somente NO também quatro (16%) pacientes (Tabela 3).

Tabela 3 - Manifestacfes clinicas dos pacientes com AQP4+

Manifestacdes clinicas dos pacientes com AQP4+

Neurite e Mielite (%) 17 (68)
Neurite (%) 4 (16)
Mielite (%) 4 (16)

Total 25

N&o houve diferenca entre os grupos em relacdo ao numero de episédios de

NO (Tabela 4). A maioria dos olhos nos dois grupos apresentaram um episédio de
NO: 20 (41%) no grupo AQP4+ e 14 (47%) no grupo MOG+ (p=0,5011).

Tabela 4 - Namero de episédios e porcentagem de NO por grupo

Numero de Neurites AQP4+ MOG+
0 17 (35%) 7 (23%)
1 20 (41%) 14 (47%)
2 6 (12%) 3 (10%)
3 5 (10%) 3 (10%)
>3 1 (2%) 3 (10%)
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A apresentacdo mais comum na MOGAD foi a NO isolada, manifesta em 9
pacientes (15 olhos) presente em todas as faixas etarias, porém oito olhos com NO
se apresentaram com outras manifestacdes (Tabela 5). A mielite e a ADEM foram
manifestacdes presentes em trés casos, cada uma. Em um caso a apresentacdo da
MOGAD foi de e mielite concomitantes e, houve ainda, um caso de FLAMES. Casos

de ADEM ocorreram, como esperado, em pacientes jovens.

Tabela 5 - Apresentacdo clinica e faixa etaria da MOGAD no momento da inclusdo do
paciente no estudo

Idade (anos) NO+Mielite NO Mielite ADEM FLAMES

<10 0 1 0 2 0
11a20 0 2 1 0 0
21a30 0 1 0 0 1

=31 1 5 1 0 0

Total de casos 1 9 2 2 1

Como o esperado, houve diferenca entre o numero de mielites observados
nos dois grupos. No grupo AQP4+ houve maior nimero de casos com mielite e a
maioria apresentou um episédio (40%), enquanto a grande parte dos pacientes com
MOG+ néo tiveram essa manifestacao (73%) (p=0,0050) (Tabela 6).

Tabela 6 - NUmero de episédios de Mielites por grupo

Numero de Mielites AQP4+ MOG+
0 4 (16%) 11 (73%)
1 10 (40%) 2 (13%)
2 2 (8%) 1 (7%)
3 7 (28%) 1 (7%)

>3 2 (8%) 0
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O grupo AQP4+ apresentou maior pontuacdo na escala de estado de
incapacidade (EDSS) do que os MOGAD (Figura 6). O grafico mostra a distribuicdo
de pacientes pelas suas pontuagbes de EDSS. Pacientes do grupo AQP4+
apresentam EDSS entre zero e 8, enquanto henhum do grupo MOG+ tem pontuacgao

maior do que trés.

Figura 6 - Representacdo grafica da pontuacdo na escala de EDSS para cada um dos
grupos e numero de pacientes por pontuagdo. Em vermelho pacientes do grupo
AQP4+ e em azul, pacientes do grupo MOG+
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pontuacao EDSS

Observou-se ainda correlacdo significativa entre o niumero de episédios de
mielite e pontuacdo na EDSS (p<0,0001) para AQP4+, mas nao para MOG+
(p=0,2725) (Figura 7).
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Figura 7 - Correlagdo entre pontuacdo na escala EDSS e numero de mielites. Pontos
vermelhos representam dados de pacientes do grupo APQA4+, enquanto os
azuis sdo dos casos no grupo MOG+. Houve correlacdo significativa para o
grupo AQP4+ (r=0.55; p=0,0001), mas nao para MOG+ (r=-0.20; p=0,2725)
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4.2 Tomografia de coeréncia do nervo éptico

Como esperado, olhos que manifestaram NO apresentam reducdo da
espessura da camada de fibras nervosa em todos os quadrantes do nervo Optico,
com maior perda nos setores superior e inferior em nervos de pacientes do grupo
AQP4+. A seguir, os resultados das comparacoes da CFNp entre os dois grupos e

0s controles serdo mostrados por setor do nervo.
4.2.1 Global

N&o houve diferenca significativa entre os grupos controle e olhos sem NO
para espessura da CFNp, tanto para o grupo AQP4+ ou MOG+ (p>0,05). Também
n&o houve diferenga entre os grupos nos olhos com NO (p=0,0546) (Figura 8).
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Figura 8 - Distribuicdo das medidas das espessuras das CFNp em olhos sem NO ou com
NO para os dois grupos e controles. As linhas centrais dos diamantes sédo as
médias, enquanto as linhas paralelas superiores e inferiores representam os
intervalos de confianca de 95%
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4.2.2 Setores temporal e nasal

Nos setores temporal e nasal do nervo 6ptico, ndo houve diferenca entre os
grupos controle e olhos sem NO para espessura da CFNp, tanto para o grupo
AQP4+ ou MOG+ (p >0,05). Também n&o houve diferenca entre os grupos em olhos

com NO nos setores temporal (p=0,9997) e nasal (p=0,8352) (Figura 9).
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Figura 9 - Distribuicdo das medidas das espessuras das CFNp em olhos sem NO ou com
NO para os dois grupos e controles. As linhas centrais dos diamantes sédo as
médias, enquanto as linhas paralelas superiores e inferiores representam o0s
intervalos de confianca de 95%. (A) Medidas da CFNp setor temporal.
(B) Medidas da CFNp setor nasal
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4.2.3 Setores superior e inferior

A espessura da CFNp nao apresentou diferenca nos setores superior e
inferior do nervo optico, em olhos sem NO dos grupos AQP4+ ou MOG+ (p>0,05). J&
em olhos com NO, ocorreu maior perda na CFNp do grupo AQP4+, nos setores
superior (p=0,0030) e inferior (p=0,0236) (Figura 10).
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Figura 10 - Distribuicdo das medidas das espessuras das CFNp em olhos sem NO ou com
NO para os dois grupos e controles. As linhas centrais dos diamantes sédo as
médias, enquanto as linhas paralelas superiores e inferiores representam 0s
intervalos de confianca de 95%. (A) Medidas da CFNp setor superior.
(B) Medidas da CFNp setor inferior
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Os valores das médias de espessura da CFNp, em todos os setores do nervo
optico de olhos sem e com NO, nos grupos AQP4+ e MOG+ mostram a diminui¢ao

na espessura em relacdo aos olhos controles (Tabela 7).
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Tabela 7 - Valores de média e desvio padrdo (DP) da espessura da CFNp nos setores
global, temporal, nasal, superior e inferior, do nervo dptico em olhos dos grupos
controle, AQP4+ e MOG+ sem e com NO (21NO)

Controles AQP4sem NO MOGsem NO AQP4z1NO MOG 2 1NO

Setor Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP

Global 100,3 10,9 98,0 16,5 81,6 14,2 55,0 4,4 69,0 53
Temporal 73,2 16,0 67,3 15,0 49,3 2,0 41,4 2,8 44,3 3.4
Nasal 67,0 16,3 72,3 22,0 54,0 18,2 39,4 3,6 50,0 4,2
Superior 131,2 15,2 1274 24,4 118,0 16,0 64,0 6,5 96,0 7,7
Inferior 1330 174 1318 21,4 1053 205 66,0 54 86,0 6,5

No grupo MOG+ os protocolos de varredura macular e peripapilar foram
realizados em 28 olhos. Em um paciente (dois olhos), o OCT foi inadvertidamente
realizada a estratégia com EDI (Enhanced depth Imaging), inviabilizando a analise

das espessuras das camadas retinianas nesse caso.
4.3 Tomografia de coeréncia Optica da macula
Apesar da segmentacdo macular geralmente dividir a retina em nove setores

(Figura 11), somente os dados dos setores chamados 2 serdo avaliados nesse
trabalho (T2, S2, N2 e 12).
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Figura 11 - (A) llustracdo da grade macular do protocolo ETDRS com segmentag&o macular
com nove setores. (B) Setores temporal (T2), superior (S2), nasal (N2) e inferior
(12) avaliados
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O setor central e os subsetores 1 (T1, S1, N1 e I1) sdo correspondentes a
area foveal ou estdo muito proximos dela, e por consequéncia, as camadas internas
da retina nessa regiao sofrem as distorcbes na sua espessura pela disposicédo das
fibras de Henle. Além disso, observou-se que ndao ha contribuicdo das andlises das
espessuras das camadas da retina nesses subsetores para a compreensao dos
resultados do presente estudo. Para os segmentos 2 (T2, S2, N2 e 12), ndo houve
diferenca nas espessuras das camadas maculares (p>0,05) em nenhum setor nos
olhos sem histéria de NO, tanto na comparacdo com olhos controles como entre 0s
grupos AQP4+ e MOG+. Os valores de p encontrados estdo no Apéndice B. Por
outro lado, foram encontradas diferencas entre as espessuras das camadas
retinianas de olhos com NO. De forma esperada, olhos com NO do grupo AQP4+
apresentaram maior perda de espessura, havendo afinamento na CCG nos
subsetores temporal, superior e inferior da méacula. A CPIl apresentou perda em
todos subsetores (Tabela 8). As demais camadas ndo apresentaram diferenca
significativa, com valores de p>0,05, os valores encontrados estdo inclusos no

Apéndice B.
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Tabela 8 - Valores de média e desvio padrao (DP) da espessura das camadas retinianas
por setores em olhos com uma ou mais NO nos grupos AQP4+ e MOG+ com

valores de p
Média da Média da Sianificado
Camada Setor espessuracom DP espessuracom DP robgbilistico ()
em AQP4 em MOG P P
CCG Temporal 25,0+9,7 36,7 £10,2 0,0009
CCG Superior 26,1+8,8 36,8 £8,7 0,0004
CCG Inferior 26,8 +£9,3 36,4+6,5 0,0009
CPI Temporal 25,8+£6,0 32,7+6,5 0,0012
CPI Nasal 271+73 33,659 0,0030
CPI Superior 258+5,8 31,755 0,0016
CPI Inferior 26,0+5,2 30,9+5,0 0,0044

Na comparag¢do com grupo controle, a CNI apresentou aumento da espessura
em todos setores maculares nos dois grupos, AQP4+ e MOG+ (Figura 12).

Figura 12 - Colunas representam a porcentagem da espessura das camadas por
subsetores maculares em relacdo ao grupo controle. Barras de erro sao

intervalos de 95% da média
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Devido a baixa visdo e auséncia de fixacao, ndo foi possivel realizar o OCT
macular em 15 olhos do grupo AQP4+ com NO, e em sete desses também né&o foi
possivel realizar a avaliacdo do scan peripapilar para exame da CFNp.

Todos os valores das espessuras encontradas nos subsetores maculares da
grade ETDRS sao mostrados no Apéndice B. Nos OCTs maculares, trés olhos
apresentaram EMM e membrana epirretiniana (MER) no grupo AQP4+. Nos olhos de
pacientes do grupo MOG+ dois olhos apresentaram EMM e descolamento do epitélio
pigmentado (DEP) em dois olhos (Tabela 9). Todos esses olhos com alteracdes
haviam apresentado NO. A espessura das camadas maculares desses olhos nao

foram incluidas no estudo.

Tabela 9 - Achados observados no OCT macular de pacientes dos dois grupos.

Anticorpo Edema Macular Descolamento do Membrana
presente Microcistico Epitélio Pigmentado  Epirretiniana
AQP4 3 0 2
MOG 2 2 0

4.4 Acuidade visual (AV)

De forma geral os olhos sem NO apresentaram boa AV com correcéo (todos >
0,23 logMAR — 20/33), e ndo houve diferenca na AV entre os grupos AQP4+ e
MOG+ (p=0,7567) (Figura 13).



Resultados | 62

Figura 13 - AV com melhor corregcdo em logMAR em olhos sem histéria de NO nos grupos
de pacientes com AQP4+ e MOG+
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Ja nos pacientes que apresentaram NO, a AV foi pior no grupo AQP4+
(p=0,0069), com média de 0,67 + 0,11 logMAR (20/93), desconsiderando sete olhos
gue nao apresentavam percepcao luminosa, e convertendo a acuidade registradas
em trés olhos com AV conta dedos (CD) para 1,98 logMAR de acordo com (LANGE
et al., 2009). No grupo MOG+, a AV média foi de 0,20 + 0,11 logMAR. Importante
observar que n&do houve olhos no grupo MOG+ com AV pior que 0,8 logMAR
(20/126) (Figura 14).
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Figura 14 - AV com melhor corre¢cdo em logMAR nos pacientes AQP4+ e MOG+ com uma
ou mais NO (CD: conta dedos)
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4.5 Eletrorretinograma (ERG)

4.5.1 Protocolo padréao

O protocolo padréo da ISCEV foi usado nesse estudo, mas somente os dados
da avaliacdo fotopica estendida serdo apresentados.

4.5.2 Protocolo fotépico estendido

A funcédo retiniana de olhos com AQP4+ e MOG+ apresentaram funcgéo
retiniana similar, mesmo em olhos com NO prévia. Pelo protocolo fotépico estendido,
as ondas a tiveram valores de tempo implicito e amplitude dentro da faixa de
normalidade, sem diferenca entre os grupos AQP4+ e MOG+, em relacdo ao grupo
controle, tanto para olhos com e sem histéria prévia de NO. Na avaliacdo da
amplitude (Figura 15) e do tempo implicito da onda b (Figura 16), ndo houve
diferencga entre os grupos AQP4+, MOG+ e controle em olhos com NO (p>0,05). Em

cinco olhos com NO do grupo AQP4+, o tempo implicito da onda b foi acima do
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normal (Figura 17). Olhos sem histéria de NO ndo apresentaram diferencas e

correlacdes nas analises dos parametros da onda b.

Figura 15 - Amplitude da onda b encontrada em olhos com NO dos grupos AQP4+ e MOG+
comparados com grupo controle. Nao houve diferenca entre os grupos
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Figura 16 - Tempo implicito da onda b encontrada em olhos com NO dos grupos AQP4+ e
MOG+ comparados com grupo controle. Nao houve diferenca entre os grupos
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Os parametros analisados para o estudo das colinas fotopicas (Figura 17) dos
olhos com NO n&o mostraram diferenga entre os grupos AQP4+ e MOG+ (p=0,3048)

para a altura da colina fotépica (h) (Figura 18).

Figura 17 - Exemplo de colina fotépica com parédmetros analisados. H corresponde a altura
da colina, em microvolts, Xo, corresponde a intensidade de estimulacao
necessaria para gerar uma onda b com 50% da amplitude h na parte
ascendente da colina fotépica, em microvolts e w que corresponde a largura da

Gaussiana, ou abertura do sino
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Figura 18 - H da amplitude da onda b encontrada em olhos AQP4+ e MOG+ com NO. N&o
houve diferenca entre os grupos. H corresponde a barra verde no grafico da
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O estudo de xo, que corresponde a intensidade de estimulacdo necessaria
para gerar uma onda b com 50% da amplitude de h, também n&o mostrou diferenga
entre os grupos AQP4+ e MOG+ (p=0,0991) (Figura 19).

Figura 19 - Comparacdo do paradmetro xo do PH para os grupos. Ndo houve diferenca entre
0s grupos AQP4+ e MOG+. X, corresponde a barra vermelha no gréfico
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Também n&o houve diferenca entre 0s grupos para o parametro w que mostra
a abertura do sino da colina fotopica (p=0,1163) (Figura 20).

Figura 20 - Comparacéo do parametro w do PH para os grupos. Nao houve diferenca entre
0s grupos AQP4+ e MOG+
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No estudo de correlagdes entre estrutura retiniana, por meio das espessuras
das camadas maculares e funcao retiniana, a CPl no subsetor nasal, apresentou
correlagdo com o valor de h da PH e no subcampo inferior da CPI, houve correlacao
com o valor de xo. De forma ndo esperada, houve correlacdo entre a espessura das
camadas externas da retina e parametros do PH. Todos subcampos maculares do
CFEPR apresentaram correlagdo com xo (Tabela 10).

Tabela 10 - Correlagbes entre espessura das camadas retinianas nos subsetores maculares
e parametros avaliados no PH em olhos com NO do grupo AQP4 positivo
(AQP4+)

Relacdo das Espessuras Retinianas com Parametros do PH Em AQP4+ com 21 NO

Camada Setor y Correlacéo (r) Significado Probabilistico (p)
CPI NASAL h -0,50 0,0052

CFEPR TEMPORAL Xo -0,46 0,0123

CFEPR INFERIOR Xo -0,46 0,0146

CFEPR SUPERIOR Xo -0,45 0,0171

CFEPR NASAL Xo -0,44 0,0160
CNI INFERIOR Xo -0,41 0,0274

A correlacdo entre a espessura do complexo externo da retina e Xo evidencia
gue quanto menor a espessura deste complexo, maior deve ser a intensidade
luminosa para atingir 50% de h, ou pico da colina fotépica em olhos com NO do
grupo AQP4+ (Figura 21).
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Figura 21 - Correlacdo existente entre Xo e espessura do complexo externo formado por

fotorreceptores e epitélio pigmentado da retina (CFEPR) em olhos com NO do
grupo AQP4+
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Em olhos com NO e MOG+, ndo houve correlagdo entre as espessuras das
camadas retinianas e dados da colina fot6pica.

4.5.3 Resposta da onda fotépica negativa (PhNR)

Olhos com NO do grupo AQP4+ apresentaram amplitude menor na onda
PhNR que olhos do grupo MOG+ (Figura 22) com média de - 22,2 uV com DP de +
3,0 pV na amplitude da onda, enquanto no grupo MOG+ a média foi de -36,0 pV
com DP de * 3,8 pV (p=0,0179). Mesmo apresentando menor amplitude, 55% das

respostas obtidas no grupo AQP4+ estavam dentro da faixa de normalidade,
enguanto no grupo MOG+ esse valor foi de 73%.
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Figura 22 - Amplitude das respostas fotopicas negativas (PhNR) em microvolts nos grupos
controle, AQP4+ e MOG+ de olhos com NO
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Na correlacéo entre espessuras das camadas retinianas obtidas pelo OCT e a
PhNR, foi observado que em olhos com AQP4+, houve correlacdo entre afinamento
da CFNm nos setores superior e inferior (Tabela 11). Na CCG houve correlacao
entre perda na espessura e diminuicdo da amplitude da PhNR em todos os setores
(Figura 23) e na CPI no setor inferior (Tabela 11). Nas demais camadas e
subsetores maculares ndo houve correlacdo e diferencas. No grupo MOG+ nao

foram encontradas correlagdes.

Tabela 11 - Valores de correlacdo e p entre espessura das camadas retinianas e amplitude
da onda PhNR em olhos com uma ou mais NO no grupo AQP4+ positivo
(AQP4+)

Relac&o da PhNR cCom Espessuras Retinianas com 21 NO em AQP4+

Camada Setor Correlacéo (r) Significado Probabilistico (p)
CFNm Inferior -0,57 0,0004
CFNm Superior -0,54 0,0010
CCG Inferior -0,64 0,0004
CCG Temporal -0,54 0,0032
CCG Nasal -0,54 0,0028
CCG Superior -0,55 0,0032

CPI Inferior -0,57 0,0018
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A correlagdo da PhNR em olhos AQP4+ com NO e espessura da CCG
evidencia que, quanto mais delgada a CCG menor a amplitude da onda PhNR

(Figura 23).

Figura 23 - Correlacédo da amplitude da onda PhNR e espessura da CCG em pacientes com
uma ou mais NO do grupo AQP4+
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5. Discussao
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Neste estudo avaliou-se a funcdo retiniana pelo ERG protocolo fotdpico
estendido correlacionando com a anatomia da retina em 40 pacientes que foram
examinados apos seis meses do Ultimo surto da doenca. Os achados deste estudo,
portanto, mostram um retrato de um ponto da evolucado clinica de cada paciente,
sem pretensao de avaliar alteracdes longitudinais. Para demonstrar que a presente
amostra corresponde aos achados na literatura, faremos uma breve discussao sobre
os resultados gerais.

Durante o periodo do estudo, incluimos, conforme demanda, 25 pacientes
(62,5%) no grupo AQP4+ e 15 pacientes no grupo MOG+ (37,5%), proporcao esta
gue se apresenta discretamente aumentada para o numero de casos de MOGAD em
relacdo a anteriormente descrita na literatura (entre 10 a 30%) (DINOTO et al., 2022;
JARIUS et al., 2016; SECHI et al., 2022) que pode estar relacionada com o maior
namero de diagndésticos realizados por se tratar de um servico de saude nivel
terciario.

Demograficamente, houve predominancia de pacientes do sexo feminino no
grupo AQP4+, com relacdo de 23 mulheres para dois homens (11,5:1), constituindo
uma relacdo maior de pacientes acometidas do sexo feminino do que as ja descritas
de 9:1 (HOR et al., 2020), 6,5:1 (MEALY et al., 2012) e 5:1 (PAPAIS-ALVARENGA et
al., 2002). Na MOGAD, foram incluidas sete pacientes do sexo feminino e oito
pacientes do sexo masculino, o que leva a uma relacdo de 7:8, muito préximo de
descrito de 1:1 na literatura (CIOTTI et al., 2020; COBO-CALVO et al., 2018;
MARIGNIER et al., 2021). No entanto, ao se avaliar os menores de 18 anos do
grupo MOG+, a propor¢cao foi de 4:1, sendo quatro do sexo feminino (80%) e
somente um do sexo masculino (20%).

A idade de inclusédo dos pacientes AQP4+ foi de 42 + 2 anos, com idade de
inicio da doenca de 38 £+ 2 anos, coerente com trabalhos prévios (WINGERCHUK,
2009, 2010). Para o grupo de MOG+, a idade de apresentacao da doenca foi de 33 +
3 anos, uma década mais cedo que a da NMOSD. A idade média de diagndstico no
grupo MOG+ foi de 30 = 3 anos, coerente com a literatura (JURYNCZYK et al., 2017;
LEITE; SATO, 2020).

Houve predominancia de pacientes brancos (60%) nos inclusos, tanto no

grupo AQP4+ (15 pacientes) quanto no grupo MOG+ (nove pacientes), 37% eram
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pardos (nove pacientes) nos AQP4+ e 33% (cinco pacientes) nos MOG+. Houve
somente um paciente negro em cada grupo, correspondendo a 4% na AQP4+ e 7%
na MOGAD. Para os pacientes MOG+, a predominancia de brancos esta de acordo
com os achados de outros estudos (GOSPE; CHEN; BHATTI, 2021; SUTTON et al.,
2022). A maior prevaléncia de brancos ou caucasianos para o grupo AQP4+ mostra,
no entanto, discordancia com trabalhos realizados em coorte americana (MEALY et
al., 2012), japonesa (MIYAMOTO et al.,, 2018) e até mesmo brasileira (PAPAIS-
ALVARENGA et al, 2002) que mostraram predominancia da doenca em
afrodescendentes e asiaticos. E importante ressaltar que, no Brasil, mediante o alto
grau de miscigenacédo da populacéo, pode ser dificil determinar quem € considerado
"caucasiano” podendo estes pacientes possuirem influéncia genética de outras
etnias.

Ao serem inseridos no estudo, 68% dos pacientes (17 pacientes) com AQP4+
haviam apresentado NO associada a LETM, 16% (quatro pacientes) somente com
NO e 16% (quatro pacientes) somente com LETM.

Na apresentacdo da NO na AQP4+, 40% (20 olhos) tiveram NO monofésica,
14% (sete olhos) duas NOs e 12% (seis olhos) trés ou mais NOs. Em 17 olhos (34%)
nédo ocorreu NO. Somando o numero de olhos com duas neurites, ou mais, tivemos
recorréncia em 26% (13 olhos). O registro de recorréncias de NO na NMOSD é
frequente e foi observada de 67 a 90% dos casos, em estudos prévios (JARIUS et
al., 2012; JIAO et al., 2013). A porcentagem de recorréncia inferior a descrita na
literatura pode estar relacionada ao controle da doenca por terapia
Imunossupressora utilizada pela maioria dos pacientes do presente estudo.

Quanto a mielite, o estudo radiolégico evidenciou LETM em 21 pacientes com
AQP4+, sendo que 10 pacientes (40%) apresentaram somente um episodio de
desmielinizacdo medular, dois (8%) apresentaram uma recorréncia e nove pacientes
(36%) apresentaram duas ou mais recorréncias. Houve correlacéo entre pior score
na EDSS e numero de mielites na NMOSD, correlacdo ndo observada nos pacientes
com mielite do grupo MOGAD.

Na MOGAD verificou-se variacdo nas manifestacées iniciais da doenca. A NO
isolada foi a mais comum com 15 casos e presente em todas as faixas etarias,

sendo monofasica em quatro pacientes e recorrente em seis. A ADEM foi a forma
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inicial presente em trés pacientes, duas com nove anos e uma com 15 anos de
idade. A literatura descreve que a ADEM é comum nessa faixa etaria e parece
ocorrer mais comumente apos vacinacdo ou quadro infeccioso (GOSPE; CHEN;
BHATTI, 2021, KONUSKAN et al., 2018).

Como bem descrito, nos dois grupos de doencas a NO foi presente em 33
olhos no grupo AQP4+ e em 23 olhos no MOG+. Como o dano na CFNp e retina
ocorre ja apds o primeiro episédio de NO, optou-se por avaliar em um Unico grupo os
olhos que ja haviam apresentado uma ou mais NO.

Na avaliacdo anatébmica, no grupo AQP4+ encontrou-se afinamento nas
CFNp, CFNm, CCG e CPI, corroborando o que ja foi descrito anteriormente (FU et
al., 2021; NAISMITH et al., 2009; OERTEL et al., 2018; RATCHFORD et al., 2009). A
maior perda na CFNp nesse grupo ocorreu nos setores inferior e superior do nervo
Optico, dado ja bem abordado na literatura, que descreve comprometimento
predominantemente nestes setores da CFNp em casos de NMOSD enquanto que na
EM o acometimento tende a ser no setor temporal do nervo (BENNETT et al., 2015).
O espessamento da CNI encontrado também ja foi relatado em olhos apés
acometimento do nervo Optico na NMOSD (FU et al., 2021).

Quando comparadas com a espessura de retinas entre 0s grupos e com o
controle, olhos sem NO, ndo apresentaram perdas e diferencas. Este achado mostra
gue nao houve perda subclinica nos olhos acometidos com NO. Apesar de relatadas
perdas em olhos de pacientes sem NO com AQP4+ (FU et al., 2021), em olhos com
MOG+, até o momento, ndo foram descritas evidéncias de degeneracdo neuronal
progressiva subclinica ou de degeneracdo retrégrada retiniana (OERTEL et al.,
2018, 2022).

Foram excluidos do estudo das espessuras das camadas retinianas, olhos
gue apresentaram EMM, MER e DEP, para que ndo ocorressem medidas incorretas
das camadas. Estas alteracdes ja foram observadas em outros estudos e reforcam o
argumento de dano retiniano primario coexistente com a essas doencas
desmielinizantes (OERTEL et al., 2022; YU et al., 2021). Na avaliacdo funcional,
estes olhos realizaram o ERG e tiveram as respostas criteriosamente analisadas,

nao sendo observado discrepancias.
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Quanto a avaliacao funcional psicofisica, a AV foi pior nos olhos com NO do
grupo com AQP4+. Sete destes olhos apresentaram acometimento severo, ficando
sem percepcao luminosa apés a NO, o que evidencia o carater incapacitante desta
doenca. Olhos com NO do grupo MOG+ mostraram boa AV. Essa diferenca
observada na AV final, apds o evento desmielinizante nas duas doencas, NMOSD e
MOGAD, ja foi encontrada em varios trabalhos (DAUBY et al., 2022; LEITE; SATO,
2020). No entanto, o estudo eletrofisiolégico pelo ERG, mostrou pouca distincdo nas
respostas registradas entre os dois grupos AQP4+ e MOG+.

A menor amplitude para a onda PhNR encontrada em olhos com histéria de
NO do grupo AQP4+ era esperada, ja que esta resposta fornece informacdes sobre
a funcéo das células ganglionares da retina e seus axénios (VISWANATHAN et al.,
1999) e pode estar reduzida em disturbios que afetem a parte mais interna da retina,
incluindo o glaucoma e outras formas de neuropatias Opticas (MARMOY;
VISWANATHAN, 2021; VISWANATHAN et al., 1999; YAMASHITA et al., 2022).

Em menor proporgéo, a PhNR também apresentou redu¢do em olhos com NO
do grupo MOG+, porém, ndo houve diferenca entre a amplitude registrada nesses
olhos versus controles, evidenciando dano mais brando na CCG de MOG+ e
recuperacao benigna destes casos em relagcdo aos olhos com NO por AQP4+. A
PhNR tem demonstrado ser uma ferramenta util no diagnostico e seguimento de
distirbios do nervo 6ptico (CVENKEL; SUSTAR; PEROVSEK, 2022; SENGER et al.,
2020) . Nao ha até atual data trabalhos publicados da PhNR em olhos com NO por
AQP4+ e MOG+.

Quanto aos dados registrados pelo protocolo fotopico estendido do ERG, os
dados analisados ndo compreenderam somente os parametros analisados para
pesquisa da colina fotépica. Foram analisadas as ondas a e os valores encontrados
estavam dentro da normalidade, sem atraso no tempo implicito (laténcia) e sem
diminuicdo da amplitude dessas ondas. A avaliacdo da funcéo retiniana também foi
composta pelas respostas escotopicas, porém estas ndo foram analisadas neste
trabalho, que priorizou pelas analises fotépicas. Futuramente, sera possivel realizar
a analise destes dados e suas correlacées.

Como esperado, na analise dos dados obtidos pelo protocolo fotopico
estendido do ERG, a amplitude e tempo implicito da onda b encontraram-se dentro
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da normalidade, sem diferencas entre os grupos AQP4+ e MOG+. Entre 0s grupos,
também ndo houve diferencas nos parametros do PH, ou seja, as colinas fotépicas
construidas a partir do ERG foram similares, ndo havendo deslocamento das a
direita ou diminuicdo da amplitude (h).

Ainda ndo é bem elucidada a origem e mecanismos exatos do fenémeno do
PH, embora vérias hip6teses tenham sido propostas: soma da onda a e das ondas b
(WALI; LEGUIRE, 1992), branqueamento de pigmentos dos cones ou adaptacao
celular em resposta a iluminacdo de fundo (VALETON; VAN NORREN, 1983) e
reducdo da resposta OFF (onda d) apés estimulagcdo com intensidades de estimulo
mais altas (KONDO, 2000).

A fim de se excluir a possivel interferéncia da retina interna na génese da
colina fotdpica, olhos com neuropatia optica podem ser considerados modelos Uteis
para o estudo da génese do PH, pois, apresentam perdas nas CCG e CFN ao
mesmo tempo que permitem avaliacdo precisa da funcédo pds-fototransducéao e do
sistema de cones (CHAPLIN et al., 2009).

Em humanos, ao se avaliar 27 olhos com hipoplasia do nervo éptico, e por
conseguinte comprometimento de células ganglionares e CFN, os registros dos
ERGs fotopicos pelo protocolo estendido apresentaram morfologia esperada em
todos os olhos com malformagé&o no nervo 6ptico (CHAPLIN et al., 2009).

Anteriormente, em avaliacdo de registros de ERGs em olhos de macacos, que
apresentam respostas no ERG similares aos humanos, o bloqueio farmacoldgico de
neurbnios de terceira ordem da retina, ndo induziu alteracdo nas respostas
registradas para a formacéo da colina fotopica (UENO et al., 2004).

Ainda nesse estudo, foi possivel avaliar que com o blogueio das células
bipolares ON, o padrédo de diminuicdo da amplitude da onda b com o incremento da
intensidade luminosa do estimulo se manteve e, a onda a ndo se alterou, mesmo
com o bloqueio conjunto das bipolares ON e OFF. Com isso, foi possivel estabelecer
gue o atraso no pico da onda b observado na colina fotépica com o aumento da
intensidade luminosa, era atribuido as células bipolares OFF, sem a participacdo dos
fotorreceptores, no caso cones, na génese do fenébmeno PH (UENO et al., 2004).

No presente estudo, os dados encontrados mostraram que o afinamento das

CFN, CCG e CPI, em olhos com NO, ndo causaram alteracfes na colina fotopica,
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mesmo no grupo AQP4+ em que o dano nessas camadas foi maior. Se entdo, ndo
foram observadas alteracdes com o comprometimento da retina interna, tais
achados nos levam sugerir que ndo h& participacdo da retina interna na génese do
fendbmeno PH.

Porém, de forma inesperada, a correlacdo encontrada entre o parametro xo do
PH com o complexo externo da retina de olhos de pacientes com NO do grupo
AQP4+ mostrou que em olhos com afinamento deste complexo retiniano, foram
necessarios estimulos luminosos mais intensos para se atingir o pico da amplitude
da colina fotépica. Ou seja, observou-se que em olhos com NO do grupo AQP4+ a
contribuicdo dos neurdnios internos da retina para o fendbmeno PH é pequena ou
nula, e, de alguma forma, a fungcdo de cones pode se relacionar direta ou
indiretamente na génese da colina fotépica.

Como, no entanto, ndo foram observadas alteracbes na amplitude e tempo
implicito da onda a no ERG fotopico estendido, fica evidente que ndo ha alteracéo
funcional nos cones nos olhos em estudo.

Portanto, aliando estes dados aos ja foi descritos na literatura (CHAPLIN et
al., 2009; UENO et al., 2004), é possivel concluir que em olhos com dano nas
camadas internas (CFN, CCG e CPI) ndo ha alteracédo da colina fotopica e, diante da
funcdo de cones dentro da normalidade, a correlagdo encontrada entre o complexo
externo da retina e xo, pode ser atribuida diretamente com segmento pos-
fototransducdo da retina, mais especificamente com a camada média da retina
composta de células bipolares.

A diminuicdo da amplitude da onda b com o aumento da intensidade do
estimulo luminoso, seria atribuida a diminuicdo das respostas das células bipolares
ON e interacdo negativa entre as respostas geradas por essas células e as bipolares
OFF, levando a atraso do pico resultante (HAMILTON et al., 2007). Por isso, haveria
diminuicdo da amplitude da onda b apés o pico ser atingido (h) a cada aumento na

intensidade de estimulo utilizada levando a conformacédo da colina fotopica.



6. Conclusoes
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Com base nos resultados obtidos, concluiu-seque na presente amostra a NO
foi uma manifestacao central nas doencas do NMOSD, sendo maior o dano na CFNp
e camadas internas da retina nos pacientes com NO por AQP4+ que no MOG+.

Na avaliacdo funcional pelo ERG, somente a onda PhNR mostrou diferenca
entre 0s grupos, sendo menor a resposta em olhos com NO por AQP4+. O ERG pelo
protocolo estendido ndo se mostrou um exame sensivel para avaliagcdo do
acometimento retiniano em olhos com ou sem NO prévia, sem indicios de
comprometimento de fotorreceptores e camada média da retina nos olhos de
pacientes dos dois sorotipos (AQP4+ e MOG+).

Apesar do ERG de protocolo estendido nédo ter mostrado alteracbes
funcionais nas retinas de olhos com NO, os dados mostraram, de forma inédita, que
o fendbmeno do PH nédo depende da funcdo da retina interna e externa, mas resulta
principalmente da camada média da retina, mais especificamente das células

bipolares.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
FUNCAO VISUAL EM NEUROMIELITE OPTICA (NMO)

O senhor(a) tem um tipo de doenca denominada Neuromielite Optica, e € por
meio deste, convidado (a) a participar do estudo intitulado FUNCAO VISUAL EM
NEUROMIELITE OPTICA (Esclerose multipla, Neuromielite e Spectro da
Neuromielite éptica)

Caso o Sr. (a) participe da pesquisa, sera necessaria a realizacdo de
consultas oftalmolégicas direcionadas, que jA fazem parte da avaliacdo médica
necessaria para o correto seguimento clinico do(a) Sr.(a), com 0s seguintes
exames: medida da acuidade visual, medida da pressao intra-ocular, biomicroscopia
(avaliagdo da porcdo anterior e posterior do olho com lampada de fenda),
mapeamento de retina, de tomografia Optica computadorizada, campimetria,
potencial evocado visual e eletrorretinografia.

Os beneficios esperados estdo relacionados a mais precisa e mais rapida
deteccao de alteragfes visuais que possam estar acometendo a via visual do senhor
(a), paciente com NMO, que mereca atencdo ou até reprogramacao de tratamento.

Para que o estudo tenha sucesso, 0 senhor (a) devera comparecer ao
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (HCFMRP) para
as consultas no ambulatério de neuroftalmologia do HCFMRP, como ocorre de rotina
com os pacientes com problemas semelhantes.

O médico André Messias pode ser contatado todos os dias da semana
através dos seguintes telefones (16) 3602-2523 ou (16) 3602-2323 e no endereco
Divisao de Oftalmologia, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Avenida
Bandeirantes, 3900, Ribeirdo Preto — Sao Paulo — Brasil, sendo o responséavel pelo
seu tratamento e far4 o seu acompanhamento conforme consta no padrdo Etico e
Vigente no Brasil.

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

A sua participacdo neste estudo é voluntaria, tendo a liberdade de recusar

participar. Caso o Sr. (a) aceite participar, podera retirar seu consentimento a
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gualguer momento. Este fato ndo implicara na interrup¢ao de seu atendimento nesse
servico, que esta assegurado.

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

Pela sua participagdo no estudo, o Sr. (a) ndo receberd qualquer valor em
dinheiro. O Sr. (a) terd a garantia de que qualquer problema decorrente do estudo
sera tratado no proprio Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina Ribeirdo
Preto.

Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera seu nome, € sim um

cbdigo.

Eu, li o
texto acima e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual fui convidado a
participar. A explicacdo que recebi menciona os riscos e beneficios do estudo. Eu
entendi que sou livre para interromper minha participacdo no estudo a qualquer
momento sem justificar minha deciséo e sem que esta decisdo afete meu tratamento
com o0 meu médico. Eu entendi o que ndo posso fazer durante o tratamento e sei
gue qualquer problema relacionado ao tratamento serd tratado sem custos para
mim.
Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Ribeirao Preto,

Assinatura do paciente Nome do pesquisador
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APENDICE B

Tabela 1 - Média e desvio padrdao das espessuras retinianas em olhos de pacientes com
AQP4+ positivo, sem NO.

ESPESSURAS DAS CAMADAS RETINIANAS EM PACIENTES AQP4+ POSITIVO SEM NEURITE

Msaectlj’l';r CFNm CCG CPI CNI CPE CNE CFEPR
co 10,7+17 125+30 188%20 153%28 233%65 915+94  92,3+36
T1 169+15 415+55 380%26 350+50 326+52 761+116 84,036
T2 262+58 501+7,9 388%59 386+42 31,8+33  667+84 782+23
N1 16,1+15 40,7+45 371+27 330+33 331+48 732:114 825%32
N2 172+1,8 462+6,6 395+42 372+30 299+46 650+92 77,4%25
s1 183+22 459+51 382%28 390+76 381%107 680+164 80,629
S2 295+55 473+6,1 367%49 401+82 32371 640+114 785%24
11 19.0£29 470%51 384%19 375+52 324+69 722+109 80,730
12 312+43 463+6,6 37,1+47 380+35 304+40 607+80 772+26

Tabela 2 - Média e desvio padrdao das espessuras retinianas em olhos de pacientes com
MOG+ positivo, sem NO.

ESPESSURAS DAS CAMADAS RETINIANAS EM PACIENTES MOG+ POSITIVO SEM NEURITE

Msaitlﬁ;r CFNm cce CPI CNI CPE CNE CFEPR
Co 102+2,6 10,7+35 182+4,7 145+57 22,7+49 87,0+77 90,2+28
T1 167+15 41,7471 400%52 33,2+33 33,0£46 775+77 85037
T2 23,7+2,7 595+12 47,0:08 402+34 335+34 687+43 805+1,7
N1 170+1,1 43,2+45 40,7+28 340+14 31,7+32 735+42 83222
N2 180+0,8 502+20 462+15 362+09 31,2+23 660+31 790+08
s1 185+12 52,7+42 432+15 400+18 482+228 537+1909 822+22
s2 30,5£05 535+05 420+14 437+62 390+87 55+137  795+17
11 18,5+1,2 51,5+4,6 42,7+42 352+17 267+33 797+65 810+16
12 34,0£86 53,7+1,7 430+14 362+28 27,7+30 690+45 77,0£08
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Tabela 3 - Média e desvio padrdo das espessuras retinianas em olhos de pacientes com
AQP4+ positivo, com uma ou mais (=1) NO.

ESPESSURAS DAS CAMADAS RETINIANAS EM PACIENTES AQP4+ POSITIVO COM 21 NEURITE

Setor CFN

Macular Macular CCG CPI CNI CPE CNE CFEPR
Cco 59+3.2 8,023 145+26 143+6,8 18,2+45 88,0+120 90,0+4,6
T1 15,3+2,9 25,097 240+6,7 373777 30,0+4,0 77,0+ 8,6 85,0+3,7
T2 19,0+3,5 25+10,3 258+6,0 43,3+6,7 31+34 66,3+7,0 81,0+24
N1 15,0+3,0 17,3+8,8 233+x75 33,054 290+52 77,7+105 835+3,7
N2 18,0+ 2,6 23,7+x9,7 27,1+73 40,3+48 31,7+7,6 66,2 +6,0 80,0+2,5
S1 15,3+2,3 21,6 +9,8 245+74 418=%7.2 31,7+£5,0 72,5+6,8 83,0+3,2
S2 19,3+4,0 26,1+8,8 258+58 43,173 31,8+4,0 64,3 +8,0 80,025
11 158+3,3 216+108 240%x7,1 403+7,0 30,0+4,2 74,0+7,5 82,0+3,0
12 20,6 £5,6 26,8 £9,3 26,0+£5,2 43,680 315+45 60,8 £ 6,7 79,0+2,8

Tabela 4 - Média e desvio padrdo das espessuras retinianas em olhos de pacientes com
MOG+ positivo, com uma ou mais (=1) NO.

ESPESSURAS DAS CAMADAS RETINIANAS EM PACIENTES MOG+ POSITIVO COM 21 NEURITE

Setor
Macular CFNm CCG CPI CNI CPE CNE CFEPR
co 8,0+2,7 9,2+3,0 16,6 +2,9 13,3+2,9 19,3+3,4 925+12,4 922+2,6

T1 16,8+2,4 235+10,1 30,1+58 37,2+51 29.8+48 80,2+9,8 86,3+2,0
T2 18,8+3,9 36,7+10,2 327+65 418+83 308+29 69,6+74 81,2+25
N1 16,2+1,6 26,0+10,6 30,7+6,0 355+29 31,2+27  77,8%6,0 852+24
N2 16,7+22 336+103 336+59 408+42 318+37 682+53  806%25
S1 17,1+#22 313+120 305+7,1 422+59 356+10,6 722+10,7 837%25
S2 204+54 368+87 31,7+55 441+78 334+62 668+73 812+20
11 16,6 +2,2 295+100 295+57 417+62 310+37 775+86  830%24

12 20,2+6,5 36,4+6,5 30,9+50 455+7;3 30,8+3,3 65,8 £6,7 795+2,6
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Tabela 5 - Valores de p encontrados na comparacdo das espessuras das camadas
retinianas por subcampo macular entre olhos controles e AQP4+ positivos,
sem NO.

CONTROLES x AQP4 SEM NEURITE (valores de p)

Setor Macular CFNm CCG CPI CNI CPE CNE CFEPR
Co 0.5877 0.9580 0.6492 0.9923 0.9931 0.4849 0.9556
T1 0.9273 0.7847 0.2455 0.8362 0.9810 0.9360 0.7315
T2 0.7312 0.6744 0.0744 0.7573 1.0000 0.1987 0.3484
N1 0.9308 0.7297 0.2863 0.6231 0.9932 0.9999 0.9153
N2 0.9999 0.9502 0.4247 0.9842 0.9152 0.7557 0.7894
S1 1.0000 0.5865 0.4801 0.8922 0.9809 1.0000 0.8596
S2 0.5998 0.8318 0.4765 0.9618 0.9707 0.9884 0.9954
11 0.7940 0.7557 0.2949 0.7338 0.9997 0.9417 0.9432
12 1.0000 0.7394 0.4492 0.9953 0.9659 0.0387 0.9998

Na comparagdo da espessura das camadas retinianas dos pacientes com o

grupo controle com grupo MOG+ positivos, ndo foram encontradas diferencas

significativas (Tabelas 6 a 8).

Tabela 6 - Valores de p encontrados na comparacdo das espessuras das camadas
retinianas por subcampo macular entre olhos controles e MOG+ positivos, sem

NO.

CONTROLES x MOG SEM NEURITE (valores de p)

Setor Macular CFNm CCG CPI CNI CPE CNE CFEPR
co 0.7728 0.6574 0.7804 0.9931 1.0000 0.9696 1.0000
Tl 0.7312 0.9623 0.9429 0.9248 0.9260 1.0000 1.0000
T2 0.9579 0.9467 0.9817 1.0000 0.6210 0.9626 0.9973
N1 1.0000 0.9968 0.9998 0.9991 1.0000 0.9999 1.0000
N2 0.9976 1.0000 0.9085 0.9810 0.9932 0.9974 0.9973
S1 0.9989 0.9991 0.9938 0.9964 1.0000 0.3290 .09904
S2 0.9591 0.9890 0.9894 0.8296 0.4107 0.1614 0.9932
11 0.8330 1.0000 1.0000 0.8506 0.9995 0.6778 1.0000
12 0.9648 0.9391 0.9326 0.9620 0.9991 0.9504 0.9999
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Tabela 7 - Valores de p encontrados na comparagcdo das espessuras das camadas
retinianas por subcampo macular entre olhos AQP4+ e MOG+, sem NO. *valor
de p com diferenca estatisticamente relevante.

COMPARACAO DAS ESPESSURAS RETINIANAS POR SUBCAMPO MACULAR ENTRE
OLHOS AQP4+ E MOG+ SEM NEURITE (valores de p)

Setor

Macular CFNm CCG CPI CNI CPE CNE CFEPR
Co 0.7915 0.4125 0.4610 0.2704 0.9123 0.7966 0.1726
T1 0.6789 0.2885 0.0603* 0.5738 0.9273 0.6421 0.6740
T2 0.6221 0.0095*  0.0049* 0.2016 0.3767 0.5830 0.0856
N1 0.4014 0.0895 0.0065* 0.1472 0.4202 0.7702 0.5694
N2 0.5174 0.1159 0.0020* 0.9926 0.6335 0.7944 0.1583
S1 0.8190 0.0048*  0.0008* 0.4962 0.4226 0.3645 0.2876
S2 0.5661 0.0238*  0.0248* 0.3493 0.3338 0.3501 0.2108
11 1.0000 0.0280*  0.0016* 0.8834 0.3097 0.3138 0.7748
12 0.3580 0.0181*  0.0066* 0.9926 0.5743 0.2007 0.8810

Tabela

8 - Valores de p encontrados na comparacdo das espessuras das camadas
retinianas por subcampo macular entre olhos AQP4+ e MOG+ positivos, com
uma ou mais NO. *valor de p com diferenca estatisticamente relevante.

COMPARA(;AO DAS ESPESSURAS RETINIANAS POR SUBCAMPO MACULAR ENTRE
OLHOS AQP4+ E MOG+ COM 21 NEURITE (valores de p)

Setor

Macular CFNm CCG CPI CNI CPE CNE CFEPR
co 0.0203* 0.1101  0.0143* 0.9786 0.4167 0.4837 0.5273
Tl 0.0941 0.0374*  0.0025* 0.8460 0.9415 0.3560 0.4396
T2 0.9297 0.0009*  0.0012* 0.3755 0.9611 0.2033 0.7000
N1 0.0757 0.0146* 0.0011* 0.1275 0.3112 0.7747 0.1585
N2 0.2921 0.0066* 0.0030* 0.8268 0.8481 0.2446 0.4393
S1 0.0180 0.0066* 0.0071* 0.7672 0.0982 0.7610 0.8342
S2 0.4181 0.0004* 0.0016* 0.8815 0.2507 0.3934 0.3597

11 0.3045 0.0211* 0.0066* 0.2824 0.6317 0.1284 0.4821
12 0.9695 0.0009* 0.0044*  0.4927 0.5646 0.0287 0.6484




