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Resumo

A incidéncia de Diabetes Mellitus (DM) tem aumentado nos ultimos anos, com
tendéncia para crescer na proxima década. As suas complicagBes, micro e
macrovasculares, emergem como uma das maiores ameacas a saude em todo o mundo,

com grandes custos econdmicos e sociais.

A Retinopatia Diabética (RD) € uma das principais complicacdes da DM. Apesar
de avancos na metodologia de diagndstico, que tém permitido elucidar melhor a sua
fisiopatologia, e na aplicacdo de novas abordagens terapéuticas, a RD continua a ser a
principal causa de cegueira em idade ativa nos paises ocidentais “*. A RD tem sido
classicamente considerada como uma doenca microvascular da retina. No entanto,
evidéncias recentes sugerem que a neurodegeneracdo da retina € um evento precoce na
patogénese da RD e que podera preceder o desenvolvimento das anomalias

microvasculares ©7,

E essencial compreender a fisiopatologia da RD, ndo s6 para a gestdo da
doenca, mas também para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. A
neurodegeneracdo retiniana em pacientes diabéticos € causada por mecanismos
complexos, que incluem fatores oculares e sistémicos provocando altera¢des bioquimicas

e celulares na retina.

A hiperglicemia, ao interromper o delicado ambiente metabélico da retina, reduz
0s sinais do recetor da insulina, essenciais para o desenvolvimento, crescimento e
sobrevivéncia neuronal, levando & apoptose neuronal ®. Outros fatores moleculares,
como o aumento do stresse oxidativo, a inflamacéo, a perda de fatores neuroprotetores e
a excitotoxicidade do glutamato também contribuem para o0 processo de
neurodegeneracédo %Y,

A tomografia de coeréncia 6tica spectral domain (SD-OCT) e o eletroretinograma
multifocal (ERGmf) tém sido utilizados de forma crescente na pratica e na investigacao
clinica como métodos nao invasivos e objetivos para avaliar a estrutura e funcdo da
retina. Estruturalmente, através de recentes software de segmentagdo do SD-OCT, tem
sido possivel fazer uma andlise quantitativa e qualitativa da espessura de todas as

camadas da retina. Por outro lado, funcionalmente, o ERGmf, através da andlise do perfil
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da onda P1 (amplitude e tempo de laténcia), permite avaliar a resposta bioelétrica

retiniana de forma localizada.

Desta forma, pretendeu-se com este trabalho identificar alteracdes
neurodegenerativas retinianas em 73 doentes diabéticos, 30 sem lesGes de RD (nivel
ETDRS 10) e 43 doentes com RDNP ligeira (nivel ETDRS 20-35), utilizando o SD-OCT e

0 ERGmf, durante um periodo de dois anos.

Numa primeira analise (visita 1), observou-se, um maior tempo de laténcia e
menor amplitude da onda P1 (p<0.001) nos doentes diabéticos sem RD e com RDNP
ligeira, comparativamente ao grupo controlo. Diabéticos sem RD e com RDNP ligeira
apresentaram menor espessura das camadas dos segmentos externos dos
fotorreceptores (p<0.001) e fibras nervosas (p=0.044), e uma maior espessura da
camada nuclear interna (p<0.001), com envolvimento das camadas adjacentes,
observando-se um aumento de espessura das camadas plexiforme externa (p=0.002) e
células ganglionares/plexiforme interna nos diabéticos com RDNP, comparativamente ao
grupo controlo. Cinquenta e trés por cento (53.3%) dos doentes sem RD e 58% dos
diabéticos com RDNP ligeira apresentaram espessura de retina normal. Trinta por cento
(30.0%) dos doentes com RDNP e 27.9% dos doentes com RDNP ligeira apresentaram
espessura da retinia acima dos valores normais (>291.3um). A espessura da camada
nuclear interna parece ser a que mais contribui para esse aumento (em 78% e 92% dos
doentes sem RD e com RDNP ligeira, respetivamente), verificando-se envolvimento das

camadas adjacentes.

Ap6s 24 meses de seguimento, observou-se nos diabéticos sem RD uma
diminuicdo de espessura das camadas de células ganglionares (p=0.001) e nuclear
interna (p=0.013), e diminuigdo do tempo de laténcia e aumento da amplitude da onda P1
(p>0.05), comparativamente a v1. No grupo ETDRS nivel 20-35 observou-se diminuigéo
das camadas da retina, com significAncia estatistica na camada nuclear interna
(p=0.038), e diminuicdo da amplitude da onda P1 na area foveal (p=0.297). Os diabéticos
com RDNP apresentaram maior atraso no tempo de laténcia da onda P1 no anel 3

(p=0.030), em relacdo aos diabéticos sem RD.

O comprometimento neurovascular, observado neste estudo, parece estar
envolvido em diferentes graus, em individuos diferentes, e sugere a existéncia de
alteracdo da barreira hematorretiniana (BHR) e consequente acumulacdo de fluido

extracelular na camada nuclear interna e camadas adjacentes, com perda de células
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ganglionares, células bipolares e fotorreceptores, o que pode contribuir para a perda de
visdo nestes doentes.
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Abstract

The incidence of Diabetes Mellitus (DM) has increased in recent years, with a
tendency to grow in the next decade. Its complications, micro and macrovascular, emerge
as one of the greatest threats to health around the world, with great economic and social

costs.

Diabetic Retinopathy (DR) is one of the main complications of DM. Despite
advances in diagnostic methodology that have led to a better elucidation of its
pathophysiology, and in the application of new therapeutic approaches, DR remains the
main cause of working-age blindness in the Western countries ®*. DR has been
classically considered as a microvascular retinal disease. However, recent evidence
suggests that retinal neurodegeneration is an early event in the pathogenesis of DR and

may precede the development of microvascular lesions 7).

It is essential to understand the pathophysiology of DR, not only for the
management of the disease, but also for the development of new therapeutic strategies.
Retinal neurodegeneration in diabetic patients is caused by complex mechanisms, which
include ocular and systemic factors causing biochemical and cellular changes in the

retina.

Hyperglycemia, by disrupting the delicate metabolic environment of the retina,
reduces insulin receptor signals, which are essential for neuronal development, growth
and survival, leading to neuronal apoptosis ®. Other molecular factors such as increased
oxidative stress, inflammation, loss of neuroprotective factors and glutamate excitotoxicity

also contribute to neurodegeneration 7%,

Spectral domain optical coherence tomography (SD-OCT) and multifocal
electroretinography (MmfERG) have been increasingly used in practice and clinical
research as non-invasive and objective methods for assessing retinal structure and
function. Structurally, through recent SD-OCT segmentation software, it has been possible
to make a quantitative and qualitative analysis of the thickness of all layers of the retina.
On the other hand, functionally, the mfERG, through the analysis of the P1 waveform
(amplitude and implicit time), allows to evaluate the retinal bioelectric response in a

localized way.

Thus, it was intended with this work to identify retinal neurodegenerative changes
in 73 diabetic patients, 30 patients without DR (ETDRS level 10) and 43 patients with mild
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NPDR (non-proliferative diabetic retinopathy) (ETDRS levels 20-35), using SD-OCT and
mfERG during two years.

In a first analysis (v1), a longer implicit time and a lower amplitude of the P1
(p<0.001) were observed in diabetic patients without DR or with mild NPDR, compared to
the control group. Diabetics without DR or with mild NPDR showed thinning of the
photoreceptor outer layer (p <0.001) and nerve fiber layer (p = 0.044), and thickening of
the inner nuclear layer (p <0.001), with involvement of the neighbour layers, with an
increase of the outer plexiform (p = 0.002) and ganglion cell/inner plexiform layers in
diabetics with mild NPDR, compared to the control group. Fifty-three percent (53.3%) of
patients without RD and 58% of patients with mild RDNP had normal retinal thickness.
Thirty percent (30.0%) of patients without RD and 27.9% of patients with mild RDNP
showed a retinal thickness above normal values (> 291.3um).The thickness of the inner
nuclear layer appears to be the most contributor to this increase (showed in 78% of
patients without RD and 92% of patients with mild RDNP), and shows an involvement of

the neighbour layers.

After 24 months of follow-up, a decrease in the ganglion cellslayer (p=0.001) and
in the inner nuclear layer (p=0.013) was observed in diabetics without DR as well as a
decrease in the implicit time of P1 wave and an increase in its amplitude (p>0.05),
compared to visit 1. The ETDRS level 20-35 group showed a significant decrease in the
inner nuclear layer thickness (p=0.038), and a decrease of the P1 amplitude in the foveal
area (p=0.297). Diabetics with mild NPDR had a higher delay in P1 implicit time in ring 3
(p = 0.030), compared to diabetics without DR.

Neurovascular impairment, observed in this study, appears to occur in different
degrees in different patients, suggesting that the breakdown of the blood-retinal barrier
(BHR) leads to accumulation of extracellular fluid in the inner nuclear layer and
surrounding layers, with consequent loss of ganglion and bipolar cells and photoreceptors,

which may contribute for future visual function impairment of these patients.

Keywords:

Diabetic retinopathy; Optical coherence tomography; Multifocal -electroretinogram;

Neurovascular complex; Retinal neurodegeneration.
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1. Introducao

1.1.Diabetes Mellitus

1.1.1. Definic&o e Prevaléncia da Diabetes Mellitus

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define Diabetes Mellitus (DM) como
uma doenca metabdlica caracterizada por um estado de hiperglicemia crénico, provocado
por deficiéncia na producdo ou acéo de insulina e, em alguns casos, pela combinacéo de

ambos os fatores.

Os critérios de diagnéstico da DM, de acordo com a norma DGS N° 2/2001, de
14/01/2011 da Direcdo Geral de Saude (DGS) *?, sdo os seguintes:

- Glicemia em jejum 2 126 mg/dl (ou = 7.0 mmol/l); ou

- Sintomas classicos de hiperglicemia ou crise de hiperglicemia
associados a glicemia =2 200 mg/dl (= 11.1 mmol/l); ou

- Glicemia = 200mg/dI (= 11.1 mmol/l) 2 horas apds ingestao oral 75g de
glicose; ou

- Hemoglobina glicada A1c (HbA1c) = 6.5%.

A hiperglicemia cronica conduz a lesfGes, que podem ser graves, em varios

sistemas do organismo, especialmente os nervos e vasos sanguineos®?.

Ao longo dos ultimos anos, a DM tem sido vista como um problema de salde
publica, sendo uma das doengas mais comuns em todo o mundo. Segundo a OMS, até
ao final de 2015, 9.0% da populagdo mundial adulta (= 18 anos) estava afetada pela
doencga, estimando-se que em 2040 a DM possa ser a 72 causa de morte no mundo. O
aumento do numero de diabéticos pode ser de cerca de 55.0% em relacédo a populacao
atualmente atingida pela doenca, sendo este aumento mais evidente nos paises em
desenvolvimento™ (Figura 1). Este facto ird provocar um aumento exponencial de custos

para os sistemas de saude.
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Figura 1 — Distribuicdo global de prevaléncia de DM em 2015 e projecéo para 2040.

Na Europa, na populacdo entre 20 e 70 anos, a prevaléncia média de DM em
2015 foi de cerca de 8.0%,10.3% nos homens e 9.6% nas mulheres* 1,

Em Portugal, de acordo com o estudo PREVADIAB, que decorreu entre 2008 e
2009, a prevaléncia da DM foi de 11.7%, no grupo etario 20-79 anos, com diferenca
significativa entre homens e mulheres (14.2% e 9.5% respetivamente). A doenca estava
diagnosticada em 7.4% dos casos, e 27.2% da amostra apresentava hiperglicemia
intermédia™®. Segundo o relatério anual do Observatorio Nacional da Diabetes, em 2015
a prevaléncia da DM foi de 13.3%, 15.9% nos homens e 10.9% nas mulheres entre os 20
e 0s 79 anos, sendo o grupo etario dos 65-74 anos aquele que detinha maior
percentagem de doentes — 23.8%. Existiam mais de 1 milhdo de doentes diabéticos na

populacéo portuguesa®”.

Outros indicadores com evolugdo preocupante sdo o aumento do numero de
internamentos associados a DM e o aumento da diabetes gestacional, bem como, o

aumento da despesa com medicamentos™”.

1.1.2. Classificacdo da Diabetes Mellitus

A DM pode ser classificada em trés tipos: tipo 1, tipo 2 e diabetes gestacional,
conforme a sua fisiopatologia.



A DM tipo 1 caracteriza-se pela destruicdo autoimune das células-B dos Ilhéus
de Langerhans do pancreas e consequente ndo producdo de insulina, levando ao
aumento da concentragdo de glicose na corrente sanguinea (hiperglicemia) ™ '®. A DM
tipo 1 € menos frequente que a DM tipo 2 (menos de 10.0% dos casos de diabetes),

contudo a sua incidéncia esta a aumentar ®.

A DM tipo 2 é caracterizada pela resisténcia a insulina por parte das células dos
tecidos, isto €, a diminuicdo da sensibilidade dos tecidos aos efeitos metabdlicos da
insulina, e por falhas na secrecéo de insulina, podendo qualquer uma das alteracfes ser
predominante ™. E o tipo mais comum da doenca, ocorrendo em 90% a 95% dos casos.
Verifica-se ocorréncia de hiperglicemia, podendo também ocorrer niveis elevados de
insulina no sangue (hiperinsulinemia) *®. Ao contréario da DM tipo 1, as causas da doenca
ndo sdo de caracter autoimune. Embora o mecanismo ndo seja ainda completamente
conhecido, as principais causas para a resisténcia a insulina sdo a obesidade e o
excesso de gordura visceral, normalmente associadas a predisposicdo genética para a
falha na producéo de insulina e resisténcia a insulina. O aumento da prevaléncia da DM
tipo 2 esta associado a mudancgas culturais e sociais, ao envelhecimento da populagéo,

ao estilo de vida ndo saudavel, bem como, a outros padrdes comportamentais 3 %29,

A diabetes gestacional refere-se a intolerdncia aos hidratos de carbono que
resultam em hiperglicemia de gravidade variavel e que tem inicio, ou é descrita pela

primeira vez, durante a gravidez @9

1.1.3. Complica¢gdes Associadas a Diabetes Mellitus

Os efeitos da DM a longo prazo incluem leséo, disfuncéo e faléncia de varios
6rgaos, sendo uma causa significativa de morbilidade e mortalidade. Os doentes com DM
tém maior suscetibilidade a infe¢bes, mas também com maior frequéncia patologias
cronicas, como a aterosclerose, disfuncédo renal e doencas do sistema nervoso, como a
neuropatia diabética, consequéncia dos efeitos toxicos da hiperglicemia. Constitui ainda
uma importante causa de morte, devido ao risco aumentado de doenga coronaria e de
acidente vascular cerebral *®. Foi estimado que a elevada concentragéo de glicose no

sangue pode reduzir até cerca de 18 anos a esperanca média de vida do doente ®*.



A DM é a principal causa de cegueira nos paises desenvolvidos “* 2%, No olho, a
exposi¢ao das células insulino-independentes da retina a altos niveis de glicose por um
longo periodo de tempo, provoca um aumento da concentracdo de glicose no interior
destas células ®, conduzindo ao aparecimento da retinopatia diabética (RD) e, em
alguns doentes, as complicagbes que ameagam a visao: o edema macular (EM) e a
retinopatia diabética proliferativa (RDP).

1.1.4. Impacto econdémico da Diabetes Mellitus

A medida que a incidéncia e prevaléncia da DM aumentam, o impacto
econdmico nos cuidados de saude e na produtividade dos individuos e familias é

significativo ¥.

Em 2014 a diabetes, em Portugal, representou um custo direto estimado entre 1
300 e 1550 milhdes de euros, um acréscimo aproximado de 50 milh8es face ao ano
anterior. Representando um custo de 1 540 milhdes de euros por individuo, valores que
representam cerca de 1% do produto interno bruto e 10% das despesas em satde ®”. Os
utentes do Sistema Nacional de Saude tém encargos diretos de 20.6 milhdes de euros
com o consumo de antidiabéticos orais e insulinas, farmacos usados no tratamento da
DM.

1.2.Retinopatia Diabética
1.2.1. Definicédo e Prevaléncia da Retinopatia Diabética

A RD é uma complicacao frequente da DM, sendo uma das principais causas de

perda visual e cegueira na populacéo ativa em todo o mundo “*.

O numero absoluto de pessoas com RD é alarmante. De acordo com a OMS,
estima-se que a RD represente 4.8% do numero de casos de cegueira (37 milhées) em
todo o mundo ™.



Uma meta-andlise realizada por Yau et al, em 2012, mostrou que a prevaléncia
global da RD em individuos com DM tipo 1 e tipo 2 era de 34.6%, dos quais 10%

apresentavam uma forma da doenca que ameaca a viséo (EM Diabético e/ou RDP) “ 22,

A prevaléncia de RD é menor em Asiaticos (19.9%) comparando com 0s

Caucasianos (45.7%), Afro-Americanos (49.6%) e os Hispanicos (34.6%) @324

Em Portugal num estudo realizado por Dutra Medeiros et al em 2015 -
RETINODIAB Study, foram detetados 8 584 doentes com RD (16.3%).

A prevaléncia da RD associada a diabetes tipo 2 € superior a que se verificana
diabetes tipo 1, devido & maior prevaléncia da diabetes tipo 2 na populacdo. No entanto,
devido a idade mais precoce de aparecimento da diabetes, e por conseguinte maior
tempo de duragdo da doenca, a prevaléncia da RD nos diabéticos tipo 1 é elevada,

superior a 90% ap6s 15 anos de duracdo de doenca @ %9,

Quatro alteragcbes fundamentais caraterizam as fases iniciais da RD: o
aparecimento de microaneurismas (MAs) e hemorragias, alteracdo da barreira hemato-
retiniana (BHR), oclusdo capilar e alteracdo das células neuronais e gliais da retina.
Existem evidéncias crescentes de que a RD é uma doenca da unidade neurovascular da
retina que ocorre na diabetes 2. De acordo com alguns autores, as alteracdes

neuronais e apoptose neuronal podem preceder o aparecimento das lesdes vasculares
(25, 30, 31)

1.2.2. Fatores de Risco da Retinopatia Diabética

Vérios fatores de risco podem influenciar o desenvolvimento e progressao da
RD, de acordo com estudos epidemiolégicos * * 32, H& fatores sobre os quais ndo se
pode exercer influéncia, tais como o sexo, a genética do individuo e a duracdo da DM. Os
fatores de risco modificaveis sdo o controlo metabdlico, a hipertenséo arterial e o estilo de

vida.

Existe um consenso geral de que a duragdo da DM e o controlo metabdlico sdo

os principais fatores de risco para a evolug¢do da RD, sendo o controlo glicémico o fator

modificavel mais importante ¢#*Y,



A hipertensdo arterial e a dislipidémia sdo co-morbilidades frequentemente
associadas a DM, e o seu controlo é defendido na literatura, para evitar o

desenvolvimento e progressdo das complicaces microvasculares “?.

Outro fator modificavel é o estilo de vida dos individuos, como o sedentarismo a

falta de atividade fisica, o tabagismo e o consumo de dietas hipercaléricas.

A influéncia da genética pode explicar parte da heterogeneidade no

desenvolvimento da RD “®

. Multiplos estudos tém demonstrado que fatores genéticos
podem desempenhar um papel importante na determinac¢do do risco de um individuo
desenvolver RD e de esta progredir para formas mais graves. Efetivamente, existem
doentes diabéticos que desenvolvem RD apesar da curta duragédo da DM e/ou excelente
controlo metabdlico; por outro lado, ha doentes diabéticos que ndo desenvolvem RD,

apesar de hiperglicemias crénicas e/ou duracdo mais prolongada da doenca @ * 4449,

1.2.3. Classificacao clinica da Retinopatia Diabética

A classificacdo clinica da RD baseia-se nas alteragbes estruturais da

microvasculatura retiniana observadas clinicamente “49,

Em 2003 um grupo
internacional de especialistas propds escalas independentes para classificacdo da
gravidade da RD e do EMD, com o objetivo de melhorar o rastreio de doentes com RD e
facilitar a comunicacéo e a transferéncia de informac&o entre médicos “9. Esta escala de

gravidade da RD considera cinco niveis:

- Sem RD;
- RD néo proliferativa (RDNP) ligeira;
- RDNP moderada;
- RDNP grave,;
- RD proliferativa (RDP) “9.
Na fase de RD pré-clinica, caraterizada por auséncia de les6es na fundoscopia,
as alteracdes patologicas incluem proliferacdo endotelial e formacdo de MAs, no lado

venoso da circulacédo, e morte de células endoteliais e aparecimento de areas de nédo

perfusdo capilar (oclusdo capilar), no lado arterial ®% Y. Esta fase é também caraterizada



pela perda de pericitos da parede vascular e espessamento da membrana basal ©%.

Estas alteraces cursam com uma alteragdo da BHR interna “?.

A RDNP caracteriza-se por anomalias vasculares, tais como MAs e hemorragias
intra-retinianas, primeiras lesdes observadas na fundoscopia; dilatacdo venosa e
exsudatos duros (depdsitos lipidicos intrarretinianos) e moles (manchas algodonosas). O
EM parece resultar de alteracdo da permeabilidade vascular nos capilares da retina por

rotura da BHR interna ®?; a isquemia da retina surge na sequéncia da diminuicdo de

Figura 2 — Retinografia do fundo do olho esquerdo de doente diabético

com presenca de microaneurismas, hemorragias e exsudados duros.

capilares perfundidos ou da sua oclus&o ©* 5% (figura 2).

A medida que a RD progride, ha um estreitamento gradual dos vasos retinianos
gue resulta em diminuicdo da perfusdo e isquemia da retina. Os sinais clinicos de
aumento da isquemia incluem o aparecimento de anormalias venosas (dilata¢do, venus
beading, loops), alteragées microvasculares intrarretinianas (IRMAs), aumento do nimero

e tamanho de hemorragias retinianas e das manchas algodonosas.

A RDP é caracterizada pela presenca de neovasos na superficie interna da
retina induzida por uma isquemia retiniana mais global. Novos vasos sobre ou perto do
disco Otico e novos vasos em qualquer parte da retina sdo propensos a sangrar,

resultando em hemorragia vitrea. Estes novos vasos podem, também, sofrer fibrose e



contracdo, podendo surgir tracdo vitreoretiniana e descolamento retiniano tracional ou

regmatogéneo.

O EM pode complicar e ser aparente em qualquer fase da RD, desde as mais
precoces, embora a prevaléncia aumente com o aumento da gravidade da RD ®®. Surge
como consequéncia do extravasamento de agua e macromoléculas, que ocorre através
de uma BHR interna disfuncional, uma alteragéo precoce na doencga retiniana associada
a diabetes ®?, e é considerado a principal causa de perda de acuidade visual (AV) na DM
@7.28) 'O EM é definido como um aumento da espessura da retina na area macular central
por acumulacdo de fluido no tecido retiniano. Mais estritamente, o Early Treatment
Diabetic Retinopathy Study (ETDRS) definiu EM clinicamente significativo (EMCS) como
um espessamento retiniano, com ou sem exsudatos duros adjacentes, que envolvem o
centro da macula ou ameacam envolvé-lo. No estudo ETDRS, o tratamento do EMCS

com laser focal reduziu para metade o risco de perda moderada de AV ©9,

1.2.4. Neurodegeneracdo na Retinopatia Diabética

A retina é uma estrutura neuro-sensorial constituida por trés camadas de corpos
de células nervosas e duas camadas de sinapses ™ (Figura 3). A camada nuclear
externa (CNE) contém os corpos celulares dos bastonetes e cones, a camada nuclear
interna (CNI) contém os corpos celulares das células bipolares, horizontais e amacrinas e
a camada de células ganglionares (CCG) contém corpos celulares das células
ganglionares e de células amécrinas deslocadas. A divisdo e comunicagdo entre estas
camadas de células nervosas é feita nas camadas plexiformes onde ocorrem as

sinapses:

- Camada plexiforme externa (CPE) - sinapses
entre os fotorreceptores e as células bipolares (orientadas verticalmente) e células

horizontais (orientadas horizontalmente),

- Camada plexiforme interna (CPI) - funciona como uma estacgéo retransmissora
para as células nervosas portadoras de informacéo vertical (células bipolares) para se

conectarem as células ganglionares.

Para além destas camadas plexiformes, diferentes variedades de células

amacrinas dirigidas horizontal e verticalmente interagem noutras redes para influenciar e
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Figura 3 — Organizagdo do circuito retiniano. Encontram-se representados os Cones (C) e Bastonetes (R) na
camada dos fotorrecetores; as células Horizontais (H), células Bipolares (B), células de Miller (M) e células

Amécrinas (A) na camada plexiforme interna; e as células Ganglionares (G) mais internamente. Fonte: adaptado de

“Functional circuitry of the retina” — Nature Reviews Neuroscience @,

integrar os sinais das células ganglionares. E no culminar deste processamento neural na
CPI que a mensagem sobre a imagem visual formada nos fotorreceptores é transmitida

através de células ganglionares para o cérebro ao longo do nervo 6tico.

Para além das alteracdes vasculares, a retina neurossensorial esta alterada na

diabetes © 2829,

Efetivamente, evidéncias recentes sugerem que a RD envolve alteracdes em
todos os elementos celulares da retina, incluindo as células do endotélio vascular e
pericitos, células da glia (macroglia e microglia) ®® *» e neurénios (fotorreceptores,
células bipolares, células amacrinas e células ganglionares), com consequente altera¢éo



da espessura das diferentes camadas da retina, detetavel nas fases iniciais da RD, ou
mesmo em fases de RD pré-clinica ®®.

Tem sido defendido na literatura que a disfuncao da retina associada a diabetes
deve ser considerada uma alteracdo que afeta inicialmente diferentes componentes da
unidade neurovascular da retina, em diferentes doentes ¢ ?®_ A unidade neurovascular
da retina refere-se a relacao fisica e bioquimica entre neurénios, células gliais e vasos da
retina, e a estreita interdependéncia destes tecidos que ocorre no sistema nervoso central
e na retina ®. Esta associacdo entre células gliais, neurénios e vasos sanguineos
permite uma homeostasia de energia e regulacdo de neurotransmissores. A sua
interdependéncia manifesta-se, também, na BHR, que controla o fluxo de fluidos de e
para o tecido retiniano ®”. O fato de que o tratamento das complicacdes vasculares na
retina preserva a AV em doentes com RD realga a interligagéo da retina neuronal com a

retina vascular e a unidade neurovascular funcional na retina ©®.

Os componentes da unidade neurovascular parecem ser envolvidos em
diferentes graus, em individuos diferentes ®”. Nem todos os doentes apresentam uma
alteracdo detetavel da BHR nas fases iniciais da doenca ©®®, e nem todos os doentes
apresentam alteracoes eletrofisiolégicas na mesma fase da doenca ©* 9,

Na retina, a acdo da insulina estimula o desenvolvimento neurolégico, a
diferenciagdo, o crescimento e a sobrevivéncia celular através do suporte tréfico aos
neuronios retinianos. A apoptose dos elementos celulares da retina pode ser evitada pela

terapia de insulina sistémica, no caso particular da DM ©.

A neurodegeneragao retiniana tem sido descrita como uma consequéncia da
apoptose neuronal, da gliose reativa, da excitoxicidade do glutamato, da diminuicdo dos

fatores neuroprotetores e do comprometimento do acoplamento neurovascular © 7 2 30. 6%
62)

As células gliais que existem na retina sao as células de Miiller e os astrécitos,
integram a atividade neuronal e vascular na retina ©?, e parecem estar disfuncionais na
DM ©Y As células de Miiller, o principal tipo de células gliais da retina, ocupam a
espessura da retina desde o EPR até a membrana limitante interna, e tém o0s corpos
celulares na Camada Nuclear Interna, sdo responsaveis pelo suporte estrutural e
metabdlico dos neurdnios e vasos sanguineos da retina, e sdo essenciais para a sua

homeostasia ©°.

10



As células gliais regulam o metabolismo do glutamato (o principal
neurotransmissor) e a atividade sinaptica na retina interna ®®. Na DM este processo esta
precocemente alterado, resultando em acumulacdo de excesso de glutamato, que se

pode associar a excitotoxicidade e degeneracdo neuronal " ©®.

A hiperglicemia
compromete o0 metabolismo do glutamato alterando as suas enzimas, 0 que provoca uma
reducdo na atividade dos transportadores de glutamato nas células de Miller, levando ao

aumento de concentracdo de glutamato no fluido extracelular .

Em resumo, alguns autores tém considerado a RD uma doenga ocular

neurodegenerativa, para além de uma doenca microvascular .

Mecanismos Moleculares

Na fisiopatologia da RD tém sido implicadas diversas vias intracelulares,

ativadas pela hiperglicemia ©* ©7.

Estas vias moleculares estardo provavelmente
interligadas hum complexo fenémeno fisiopatolégico, e incluem o aumento do fluxo de
glicose através das vias do poliol e da hexosamina, a ativagdo da proteina quinase C

) 869 Estes

(PKC) e a acumulagéo de produtos finais de glicosilagdo avancada (PFGA
diferentes mecanismos poderdo ser ativados por um evento inicial, Unico, induzido pela
hiperglicemia, e que parece ser a excessiva produgéo de espécies reativas de oxigénio, e
especialmente o ani&o superoxido, pela cadeia respiratéria mitocondrial © 7.

o A via do poliol depende da enzima aldose redutase. Quando a
concentracdo intracelular de glicose se torna elevada, a aldose redutase reduz a glicose
a sorbitol (que depois é oxidada a frutose), num processo que consome o0 cofator
NADPH, essencial para regenerar a glutationa reduzida ?, o que reduz a resposta das
células da retina ao stresse oxidativo © através da diminuicdo do funcionamento das
células ganglionares, células de Miiller, pericitos e células endoteliais da retina 2.

o Os PFGA resultam da interacdo entre agucares redutores e residuos de
amina em proteinas, lipidos ou &cidos nucleicos, apdés uma série de reacdes complexas
(rearranjos, desidratacdes e condensacgfes). Estas substancias acumulam-se nas células
vasculares, nos neurénios e na glia ™. Alguns estudos demostraram que os produtos
finais de glicosilagdo avancada tém capacidade de induzir apoptose (através da ativagéo

da caspase-3) nas camadas de células ganglionares e nuclear externa .
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. A PKC estd envolvida em eventos de transducdo de sinais,
respondendo a estimulos especificos hormonais, neuronais e de fatores de crescimento.
A hiperglicemia induz a sintese de novo de diacilglicerol (DAG), com consequente
ativacao de varias isoformas da PKC, que tém sido associadas a disfuncéo vascular, bem
como a diversas anomalias, estruturais e celulares, que ocorrem na RD, tais como, o
aumento do fluxo sanguineo, espessamento da membrana basal, expansdo da matriz
extracelular, aumento da permeabilidade vascular, apoptose de células retinianas,
angiogénese, adesao leucocitéria e ativacdo de citoquinas * 7®,

. A via da hexosamina é ativada como alternativa a glicolise para utilizar
a frutose-6-fosfato que é produzida em excesso devido a hiperglicemia. A ativagdo desta
via foi associada com a apoptose de células endoteliais e neuronais da retina e com a

limitac&o da proliferacéo de pericitos 7.

° O stresse oxidativo pode ser definido como um desequilibrio entre a

producéio de espécies reativas de oxigénio e as defesas antioxidantes 9,

A hipdtese do mecanismo “unificador”, para explicar a patogenia da doenca
microvascular diabética foi proposta por Brownlee ©. Assim, a hiperglicemia intracelular
provoca aumento da producao mitocondrial de espécies reativas de oxigénio. Estas, por
sua vez, provocam quebras nas cadeias de ADN nuclear e ativam a enzima poli (ADP-
ribose) polimerase (PARP). A PARP ativada modifica a enzima glicolitica chave, a
gliceraldeido-3 fosfato desidrogenase (GAPDH), com polimeros de ADP-ribose “®, o que
reduz a sua atividade e aumenta todos os intermediarios da via glicolitica. A ativagédo da
PARP tem ainda como consequéncia o aumento da caspase-3 e a diminuicdo de alguns
fatores de neuroproteccéo, como € o caso do fator neurotréfico derivado do cérebro e da
glutamina sintetase. Na RD a expressdo desta enzima encontra-se aumentada nas

camadas de células ganglionares e nuclear interna " &,

Inflamacéo

Outro componente com um papel significativo na patogénese da RD é a
inflamac&o. A inflamacgé&o € uma resposta ndo especifica a uma agressao, através de uma
variedade de mediadores moleculares e funcionais, e que inclui o recrutamento e/ou

ativacdo de leucécitos nas células endoteliais ®V. Juntamente com os compostos
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resultantes do stresse oxidativo, contribui também para a morte celular e amplificacao da
resposta inflamatéria retiniana Y. Promove a ativacdo da microglia, que produz

(82)

citoquinas inflamatorias , que induzem a adesdo de moléculas e consequente

acumulacéo de neutréfilos no endotélio e extravasamento de macréfagos ©.

A inflamacgéo cronica carateriza-se por aumento da permeabilidade vascular,
edema, infiltracdo celular, libertacAo de citoquinas, destruicdo tecidular,
neovascularizacdo e tentativa de reparacdo ®%. Os processos fisiolégicos de reparacéo,
que auxiliam as células retinianas na sobrevivéncia ao stresse, incluem a libertacdo de
fatores de crescimento e citoquinas, como o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) e o fator de necrose tumoral (TNF) ©,

O VEGF é uma proteina com acdo a nivel do aumento da permeabilidade
vascular, por rutura da BHR, de que resulta edema da retina, e na migragdo e
proliferacéo celular, durante a angiogénese ©°.

Por sua vez, o TNF-a promove o aumento de moléculas de adesao, recrutamento de
leucocitos, indugdo de apoptose, aumento da transcricdo de fatores de crescimento e de

outros mediadores inflamatérios €.

O aumento da libertag&o de citoquinas pode servir como fung¢éo adaptativa para manter a
funcdo neuronal mas, ao mesmo tempo, tornar-se mal adaptativa, com lesdo vascular
progressiva resultando em edema e neovascularizagdo ®®. O aumento dos mediadores e
a decorrente leucostase tém como consequéncia a lesdo direta e morte de células
endoteliais, bloqueio de capilares, rutura de tight-junctions endoteliais e aumento da
permeabilidade vascular, mediada pela expressdo aumentada de VEGF ®”. Deste modo,
este ciclo vicioso perpetua tanto a lesdo vascular como a neuronal, e culmina nas
caracteristicas clinicas da RD, verificando-se uma relacdo causal com o desenvolvimento

do aumento da permeabilidade e degeneracéo de capilares retinianos ©®.

Em resumo, as alteracbes da BHR, a lesdo neuronal e a inflamacdo parecem ser as
alteracbes mais relevantes que ocorrem nas fases iniciais da doencga retiniana na
diabetes @, A alteracdo das células gliais parece contribuir para o aumento da
permeabilidade da BHR ©9.
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1.3.Métodos de Detecdo e Avaliacdo da Retinopatia Diabética -

Alteracdes Vasculares e Neuronais

A detecdo precoce da RD e das suas complicacGes é muito importante para um
tratamento atempado e eficaz, pois, quanto maior a sua gravidade, pior € o progndstico

visual e resultado do tratamento ©©.

O exame oftalmolégico completo, incluindo a avaliagdo da acuidade visual,
biomicroscopia e oftalmoscopia (direta ou indireta), e a documentacao fotogréfica sob
midriase farmacoldgica sdo fundamentais para a detecéo e avaliacdo da gravidade das

lesbes de RD.

A RD é classicamente classificada segundo as alteragBes microvasculares
fundoscopicamente observadas na retina, sendo a fotografia a cores do fundo ocular
(retinografia) uma referéncia necesséria para o seu estadiamento. Contudo, a avaliacdo
de parametros estruturais, como a alteracdo da espessura das diferentes camadas da
retina, observada na Tomografia de Coeréncia Otica (OCT), e de alteragdes funcionais,
avaliadas pelo Eletrorretinograma multifocal (ERGmf), apoiam o conceito de uma

diferente abordagem nas fases precoces da RD enquanto doencga neurodegenerativa.

A neuropatia retiniana observada em pacientes com DM sem RD clinicamente
visivel é corroborada por estudos funcionais que tém demonstrado défices funcionais
neurorretinianos, como a diminuicAo a adaptagdo ao escuro e da sensibilidade ao
contraste, a perda de discriminagdo cromatica, alteragdo nos campos visuais e alteragdes

na resposta bioeléctrica da retina, evidenciada no eletrorretinograma %%,

No entanto, ainda ndo esta claro se a neurodegeneracgao retiniana € um fator
independente ou uma microangiopatia diabética ©®. O OCT e o ERGmf sdo atualmente
ferramentas importantes para detetar alteragfes estruturais e funcionais, respetivamente,

decorrentes da neurodegeneracgao retiniana.

1.3.1. Retinografia

A retinografia € um método ndo invasivo que permite detetar, documentar e

monitorizar a presenca de les@es retinianas ao longo do tempo. Utiliza uma camara de
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fundo, um microscépio especializado de baixa poténcia com uma camara anexa,

concebida para fotografar a superficie posterior do olho.

No estudo ETDRS, que decorreu nas décadas de 80/90, a classificacdo de RD
foi baseada na analise de pares estereoscoOpicos de retinografias realizadas a 30° e
obtidas em 7 campos do fundo ocular “® (figura 4). Cerca de 25 sinais de RD eram
guantificados, escalados por gravidade em cada campo, através da comparacdo com
fotografias standard. S&o descritos niveis de gravidade crescente, que vdo desde a
auséncia de lesbes de RD a presenca de RDP avancada. Este método de avaliagéo é
sensivel, especifico, reprodutivel e bastante utilizado em estudos clinicos prospetivos,
contudo demasiado complexo para a pratica clinica diaria, na qual se recorre a
classificac&o internacional de 2003 “9.

Figura 4 — Representag&o dos 7 campos ETDRS standard.

1.3.2.  Eletrorretinograma multifocal

O ERGmf é uma técnica nao-invasiva, desenvolvida em 1992 por Sutter e Tran
®® que permite avaliar a atividade elétrica da retina central (45° centrais) em diferentes
localizacbes. Para tal, usa uma sequéncia-m binaria pseudo-aleatéria gerando uma

representacao topografica da atividade localizada das células bipolares e dos cones em
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condi¢cdes de adaptacdo a luz. Do registo continuo é derivada uma série de respostas
para cada um dos hexagonos que constituem o estimulo. Essas respostas denominam-se
Kernels, e usualmente sdo utilizados para analise os Kernels de primeira (K1) e de
segunda ordem. A extracdo dos Kernels é obtida através da correlagdo cruzada entre o
registo continuo e uma sequéncia derivada da sequéncia-m ©” % A forma tipica da onda
da resposta béasica do ERGmf (K1) € uma onda bifasica com uma deflexdo negativa (N1)
seguida por um pico positivo (P1). Geralmente h4 uma segunda deflexdo negativa (N2)
apos o pico positivo (Figura 5), de acordo com a polaridade e ordem de aparéncia. Estes
trés picos denominam-se N1, P1 e N2, respetivamente. As medidas padrdo analisadas no

ERGmf séo a amplitude e o tempo de laténcia da onda P1 ©9.

N2

Figura 5 — Representacdo de uma resposta do ERGmf
onde se pode observar as caracteristicas principais da
forma da onda bifasica. A seta vertical representa a

amplitude de P1 e a horizontal o tempo de laténcia de P1.

O estimulo consiste num conjunto de hexagonos apresentados num monitor a
uma distancia de 33 cm. As areas dos hexagonos aumentam com a excentricidade, de
modo a compensar a diferente densidade de cones ao longo da retina. Cada hexagono é
modulado temporalmente entre branco e preto de acordo com a sequéncia-m binaria

(99, 100)

(figura 6)
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Figura 6 — Representagéo do estimulo apresentado e resultado da resposta retiniana no ERGmf.

O ERGmf permite o mapeamento da fung&o da retina através da identificacéo e

(99)

localizacdo da extensdo espacial da disfuncdo retiniana Tem possibilitado a

associacao da disfungd@o neurorretiniana localizada com o posterior desenvolvimento e

progressao de lesées microvasculares de RD €0 94 101-103)

AlteragBes locais da amplitude e atrasos do tempo de laténcia foram
encontrados em doentes diabéticos com e sem lesdes de RD ©°% 93 95104100 'No ERGm,
0 tempo entre o estimulo e o pico da onda de P1 (tempo de laténcia de P1) foi associado
com a RD, correlacionado com a gravidade da retinopatia ® e considerado um preditor

do desenvolvimento de RD apds um periodo de um ano ©* %9,

Na DM observa-se mais do que um nivel de leséo na retina. Os componentes da
onda P1 no ERGmf sdo principalmente gerados pelas células bipolares ‘. Assim, de
acordo com o “mecanismo de lesdo na retina e alteragdes no ERGmf” proposto por Hood
(2000), a lesdo nas células bipolares tera um efeito pronunciado no ERGmf, que
dependera do mecanismo que gera a lesao, ou seja, uma perda local de células bipolares
provocara uma diminuicdo na amplitude e um ligeiro a moderado atraso do tempo de
laténcia; uma perda seletiva de células bipolares-On provocara uma diminuicdo da

amplitude e um atraso moderado do tempo de laténcia; uma perda seletiva de células
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bipolares-Off provocard um aumento da amplitude e o tempo de laténcia pode ndo ser
alterado ou mesmo a resposta ser mais rapida “°®. Os neurénios envolvidos no sinal que
investigamos (células bipolares) estdo na mesma localizagdo intrarretiniana que as
células vasculares (camada nuclear interna), implicadas nas lesdes de RD que se
observam clinicamente. Assim, estes parametros da onda P1 do ERGmf podem ser
candidatos a biomarcadores de alteracdes funcionais decorrentes da neurodegeneracao
que ocorre na retina de doentes diabéticos ©.

1.3.3. Tomografia de Coeréncia Otica

A tomografia de coeréncia 6tica € um método nao invasivo descrito pela primeira
vez em 1991 “%9 Baseia-se no principio da interferometria de baixa coeréncia, onde um
feixe de luz é direcionado para um espelho que divide esse feixe em dois: um feixe de
referéncia e um feixe de medida que atinge o olho. A luz refletida da amostra, constituida
por multiplos “ecos” e a luz refletida pelo espelho de referéncia, constituida por um Unico
‘eco” com atraso conhecido, sdo combinadas e geram a imagem bidimensional em corte

transversal com uma resolucdo espacial muito elevada, em tempo-real e in vivo (figura 7)
(109, 110)

Nas ultimas décadas, o OCT tem sido crescentemente utilizado, tanto na pratica
clinica como na investigagéo basica e clinica, pois permite avaliar de forma objetiva e ndo
invasiva diferentes estruturas do olho, como a cdérnea, interface vitreo-retiniana, retina,
nervo Gtico e cordide, proporcionando uma imagem semelhante a um corte histolégico,
das camadas destas estruturas. Recentemente, através de software de segmentacao,
tem sido possivel analisar de forma quantitativa e qualitativa a espessura e morfologia de

todas as camadas da retina 9.

Esta tecnologia tem permitido progressos significativos no conhecimento e
caracterizacdo de diversas situacOes fisiolégicas e patoldgicas, permitindo de forma
reprodutivel e ndo invasiva a analise da evolucédo da doenca e a avaliacdo da eficacia do

tratamento ao longo do tempo.
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Figura 7 — Esquema representativo do principio basico do SD-OCT.
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2. Objetivo do presente trabalho

O objetivo deste trabalho foi identificar alteracdes neurodegenerativas na retinia
de doentes diabéticos, sem lesdes de RD (nivel ETDRS 10) ou com leses de RDNP
(niveis ETDRS 20-35), por comparac¢ao com individuos saudaveis ndo diabéticos, através
do SD-OCT e ERGmf, e posteriormente seguir estas alteracdes durante dois anos, para

identificar como as referidas alteracdes se comportam ao longo do tempo.

Foi definido como objetivo secundario, neste estudo, estabelecer uma correlagcédo
entre as alteracdes das camadas da retina dos doentes diabéticos com o comportamento
da onda P1 no ERGmf e com fatores sistémicos, duragdo da DM e hemoglobina glicada
(HbAlc) aos 24 meses.

21



22



3. Métodos
3.1.Local de Execucéo e Desenho do Estudo

Este trabalho foi realizado no ambito de um projeto multicéntrico europeu
designado EUROCONDOR'. Trata-se de um estudo longitudinal, prospetivo e
observacional com duracdo de dois anos, que decorreu em onze centros europeus de
investigacdo clinica em oftalmologia, na Dinamarca, Franca, Alemanha, Italia, Portugal,
Espanha e Reino Unido.

O estudo foi realizado de acordo com os principios da Declaracdo de Helsinquia
e aprovado pela comissdo de ética e entidades reguladoras de cada centro participante.
O objetivo e desenho do estudo foram explicados a todos os participantes e o
consentimento informado foi assinado livremente e datado antes da realizacdo da

observacao clinica e exames complementares.

Os resultados que se apresentam consistem na andlise dos dados de doentes
incluidos no grupo placebo no ambito do projeto europeu EUROCONDOR (EudraCT N°
2012-001200-38) no centro de Coimbra - Associacdo para a Investigagdo Biomédica e

Inovagdo em Luz e Imagem (AIBILI).

! EUROCONDOR - Consércio Europeu para o tratamento precoce da retinopatia diabética, com o objetivo de

implementar o primeiro ensaio clinico utilizando colirios para o tratamento dos primeiros estadios da RD.

O EUROCONDOR (EudraCT N° 2012-001200-38) é um projeto financiado pela Comissdo Europeia (FP / -
HEALTH 2011-278040) e destinado a implementar o primeiro ensaio clinico utlizando agentes
neuroprotetores administrado topicamente (colirio) em doentes sem DR ou com DR apenas nos estadios
iniciais (ETDRS<35) (http // eurocondor.eu). E constituido por um grupo de oftalmologistas europeus,
endocrinologistas, pesquisadores basicos e com a participa¢do de uma empresa de Biotecnologia (peptideos
BCN) e da Federacao Internacional de Diabetes.

No ensaio clinico participaram 11 centros europeus de investigacéo clinica em Oftalmologia da Dinamarca,

Franca, Alemanha, Italia, Portugal, Espanha e Reino Unido.
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3.2. Amostra

Foram incluidos neste estudo 73 individuos com diagnéstico de DM tipo2, sem
lesbes de RD (ETDRS nivel 10) ou com lesGes de RDNP ligeira (ETDRS nivel 20-35) na

avaliacdo clinica.

Foram obtidas retinografias dos 7 campos aos dois olhos de cada participante e
classificadas por um centro de leitura de imagens (Coimbra Ophthalmology Reading
Centre - CORC), de acordo com a escala ETDRS, para determinacdo do nivel de
gravidade da RD. Um olho de cada doente diabético foi aleatoriamente incluido no
estudo, de forma a reduzir os potenciais viés das condi¢des sistémicas que podem afetar

simultaneamente ambos os olhos.

Adicionalmente, foram incluidos 56 individuos saudaveis como grupo de controlo
para este estudo. Os voluntarios tinham idade compreendida entre 45-70 anos e exame
oftalmolégico normal, com melhor acuidade visual corrigida (MAVC) = 20/20,
biomicroscopia, pressao intraocular (PIO) e avaliacdo fundoscépica sem alteracdes.
Neste grupo foi confirmada a auséncia de DM ou de pré-diabetes através dos valores
analiticos, tendo em conta os critérios de diagndstico de DM, de acordo com a norma
DGS N° 2/2001.

3.3.Critérios de Inclusao e Exclusao

Neste estudo foram aplicados os seguintes critérios de inclusdo:

Individuos incluidos no grupo Placebo do estudo EUROCONDOR
e  Diagndstico de DM tipo 2;

. Idade compreendida entre 45-70 anos;

e MAVC 220/25;

e Classificacao de RD: nivel 10 ou nivel 20-35.

Os seguintes critérios de exclusdo foram aplicados:

e  Erro refrativo igual ou superior a 6 dioptrias;
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e Outra patologia oftalmolégica, comohipertensdo ocular ou glaucoma,
degenerescéncia macular relacionada com a idade, patologias vasculares retinianas,
uveite, buraco macular e neuropatias;

e Catarata que comprometa a visualizacdo e aquisicdo de imagens do
fundo ocular;

e MAVC < 20/25;

e  Tratamento prévio com laser e/ou agentes anti-angiogénicos.

3.4.Cronograma

Estudo longitudinal, observacional e prospetivo que pretende avaliar a
neurodegeneracao retiniana através da avaliagdo funcional e estrutural das camadas da
retina, em doentes diabéticos tipo 2, sem RD (ETDRS nivel 10) ou com RDNP ligeira
(ETDRS nivel 20-35), através do ERGmf e do SD-OCT, respetivamente., durante um
periodo de 24 meses.

Na tabela 1 encontra-se o planeamento das trés visitas do estudo e os

procedimentos realizados no ambito de cada visita:

e VO - visita de pré-selecdo, que incluiu a realizacdo da historia clinica
dos patrticipantes de forma a determinar a presenca de DM, a duragdo da doenca e
registo de medicag&o concomitante;

e V1 - visita de inclusdo, com realizacado dos exames analiticos (HbA1C)
e medicdo da presséao arterial (PA), observacédo oftalmolégica e exames imagioldgicos
(Retinografia para classificagdo do nivel de RD, ERGmf e SD-OCT);

e V2 -24 meses apos V1, que incluiu avaliagcao analitica, oftalmolégica e

imagiolégica.
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Tabela 1 — Planeamento dos procedimentos realizados por visita

Procedimentos/ Historia | 5. | pio | FO | MAVC | PA | HbALC | ERGmf | SP: | RET
Visitas clinica OCT

Visita de pré-selecéo

(V0) X X | x | X X X X

Visita de incluso (V1) X X | X X X X X X
Visita aos 24 meses de

X X X X X X X X X

follow-up (V2)

BIO — Biomicroscopia; PIO — Presséo Intra-Ocular; FO — Fundoscopia; MAVC — melhor acuidade visual corrigida; RET —
retinografia; SD-OCT — tomografia de coeréncia optica de dominio spectral; ERGmf — electrorretinografia multifocal; PA —
Presséo Arterial; HbA1C — Hemoglobina Glicada.

3.5.Procedimentos

De forma a garantir a qualidade e reprodutibilidade dos exames efetuados, foram
estabelecidos protocolos de aquisicdo e classificacdo da retinografia, dos scans de SD-
OCT e do ERGmf, bem como, certificacdo dos técnicos que realizaram os exames e dos

equipamentos utilizados.

Todos os técnicos que participaram no estudo foram certificados pelo CORC
para a aquisicdo de retinografia, SD-OCT e ERGmf. Para obter a certificacdo realizaram
dois casos clinicos, para cada exame, e obtiveram resposta positiva por parte do centro

de leitura.

Todos os centros utilizaram a mesma marca de equipamento de SD-OCT
(Cirrus™ HD-OCT 5000, Carl Zeiss) e de ERGmf (RETI-port/scan21, Roland Consult®),
com parametros de aquisicao fixos; e retinografo que permitisse adquirir imagens a 35° e

a 50°. Os equipamentos utilizados foram certificados.
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3.5.1. Historia Clinica

O médico oftalmologista realizou o exame oftalmologico, incluindo a
biomicroscopia, medi¢do de PIO e fundoscopia, e recolheu a historia clinica, registando a

idade, sexo,duracdo da DM e medicacdo concomitante

A colheita de sangue foi realizada por um enfermeiro e enviada para laboratério
para andlise e determinacdo de HbAlc. Foi registada a medicdo da PA, peso e altura,

com célculo do indice de massa corporal (IMC).

3.5.2. Acuidade Visual

A melhor acuidade visual corrigida (MAVC) foi avaliada para longe, em ambos os
olhos, usando a escala ETDRS, e registada sob a forma de score (nimero de letras), por

um técnico certificado para este procedimento.

3.5.3.  Eletrorretinograma multifocal

O ERGmf ao olho de estudo foi realizado apds midriase pupilar com tropicamida
a 1% e fenilefrina a 2.5%.

O protocolo de aquisicdo de ERGmf foi estabelecido com base nas diretrizes da

(99)

Sociedade Internacional de Eletrofisiologia Clinica da Visdo (ISCEV) . Todo o

equipamento foi configurado com parametros fixos de aquisicao.

Antes de colocar os elétrodos, a pele foi limpa com um gel abrasivo, o elétrodo
referéncia foi colocado perto do rebordo orbital e o elétrodo terra foi colocado na testa.
Administrou-se uma gota de anestésico topico antes de se colocar o elétrodo DTL-plus na

conjuntiva tarsal inferior e a impedancia foi verificada. O olho contra lateral foi ocluido.

Uma lente de + 3D foi adicionada a refracdo do paciente no suporte de lente em

frente ao olho, e o doente foi instruido para fixar uma cruz vermelha no centro do monitor.

O estimulo consistiu em 103 elementos hexagonais, de tamanho escalonado

tendo em conta a excentricidade retiniana, para obter respostas de amplitudes similares
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em 6 anéis concéntricos. A luminancia dos estimulos hexagonais pretos (<2 cd/m2) e
brancos (120 cd/m2) foi modulada com frequéncia de 60Hz de acordo com uma
sequéncia-m binéria, usando on/off com uma probabilidade de 50.0%. As respostas
retinianas foram amplificadas com ganho de 100.000 usando um filtro passa banda de
10-100Hz. Obtiveram-se 12 ciclos com duracdo de 47 segundo cada com nivel de

rejeicdo de artefacto de 10.0%.

Relativamente a andlise dos exames realizados, o protocolo de classificacdo
teve em conta a qualidade do exame, que se baseou ha avaliacdo da fixacdo, forma da
onda, posi¢cdo dos cursores e quantidade de ruido. Os exames com fixacdo excéntrica
e/ou presenca de muito ruido que afete a forma tipica da onda foram excluidos da

analise.

Quantitativamente, foram avaliados os valores da amplitude de P1 (nV / deg2) e
do tempo de laténcia de P1 (ms), calculados para cada hexagono e analisados em seis

anéis conceéntricos (figura 8). As analises foram realizadas utilizando os resultados de K1.
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Figura 8 — Representacdo da morfologia da onda nos 103 hexagonos (imagem a esquerda) e

representagdo dos 6 anéis concéntricos (imagem a direita).

3.5.4. Tomografia de Coeréncia Optica

O SD-OCT foi obtido com o SD-OCT Cirrus 5000 (Carl Zeiss, Meditec USA®),
em condi¢cdes mesoépicas e apos midriase farmacologica. Em todas as visitas 0 SD-OCT
foi realizado a ambos os olhos, embora apenas o olho de estudo tenha sido considerado

para analise.
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Foi usado o protocolo de aquisicdo Macular Cube 512x128, centrado na févea
(figura 9). Todos os B-scans foram revistos pelo técnico durante a execucéo do exame,

para assegurar que estavam centrados na févea, e repetidos sempre que necessario

Somente as aquisicbes com imagens centradas e focadas, sem
desalinhamentos, com um padrdo continuo sem falhas ou artefactos e com indice de

gqualidade maior que 7 foram incluidos na analise.

A andlise da espessura das camadas da retina foi realizada nos 6mm centrais,
usando a grelha ETDRS. Esta grelha é circular, composta por nove areas, que incluem
uma area central em disco (area macular central, 1mm central), rodeada por dois anéis
concéntricos, interno e externo. O didmetro do circulo central € 1000 um e dos anéis
interno e externo € de 3000 um e 6000 um, respetivamente. Cada anel é ainda
subdividido em quatro subcampos por quatro linhas radiarias em posicao obliqua (nasal
interno (NI), inferior interno (1), temporal interno (TIl) e superior interno (Sl); e nasal
externo (NE), inferior externo (IE), temporal externo (TE) e superior externo (SE) (figura
11).

As camadas da retina foram identificadas da seguinte forma (da superficie
interna para a externa). camada de fibras nervosas da retina (CFN), complexo da
camadas de células ganglionares e camada plexiforme interna (CCG/CPI), camada
nuclear interna (CNI), camada plexiforme externa (CPE), complexo da camada nuclear
externa e segmento interno dos fotorreceptores (CNE/SIF), segmento externo dos

fotorreceptores (SEF), e Epitélio Pigmentado da Retina.
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Figura 9 — Protocolo de aquisicdo (Macular Cube 512x128 scans) da espessura média da retina e representacéo da

espessura média nas nove areas da grelha ETDRS.

Para a identificacdo e andlise das camadas da retina foi implementado em
MATLAB (MathWorks ®) um algoritmo de segmentagdo semi-automatico, baseado no

método descrito por Li et al. 2.

O passo automatico foi parametrizado para identificar oito interfaces retinianas
(da superficie interna para a externa): 1- vitreo-membrana limitante interna; 2- camada
das fibras nervosas-camada das células ganglionares; 3- camada plexiforme interna-
camada nuclear interna; 4- camada nuclear interna-camada plexiforme externa; 5-
camada plexiforme externa-camada nhuclear externa; 6- camada nuclear externa-
segmento interno dos fotorreceptores; 7- segmento externo dos fotorreceptores-epitélio
pigmentado da retina (EPR) e 8- EPR-cordide (figura 10). Apds o passo automatico, a
localizacdo das interfaces foi verificada por graders que efetuaram corre¢ces manuais

guando necessario.

30



Anel
Externo

Anel

400 Anel Anel ' Area
Interno

Externo Interno : Central

'

.

'

'

\

.
-600 .
'
1 -
PP o T -

-t

g
'
[
[
'
'
'
[
'
[
1
|
—
.
|
1

&
(=}
(=]
/
//
[
{
\
\

\

Axial Direction [pm]
NGOV AEWN ll-l

)
S
|

- - -y --

A

~1200

1400

-2000 -1000 0 1000 2000 3000
Lateral Direction [um]

Figura 10 — Representacao da segmentacdo das camadas da retina, imagem devolvida pelo programa MATLAB.

O algoritmo foi aplicado ao protocolo Macular Cube 512x128 obtendo-se a
espessura média individualizada das camadas da retina nas nove areas da grelha
ETDRS.

3mm

Figura 11 — Representagdo das noves areas da grelha ETDRS (imagem a esquerda) e da area
central e os 2 anéis concéntricos (imagem a direita). C — centro; Sl — superior interno; NI — nasal
interno; Il — inferior interno e Tl — temporal interno; SE- superior externo; NE — nasal externo; IE —
inferior externo; TE — temporal externo; Imagem a direita representa a area central (lmm); anel

interno (3mm) e anel externo (6mm)
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3.5.5. Retinografia

As retinografias foram obtidas nos 7 campos standard ETDRS do polo posterior,
a 35°, com excecdo do campo 2, a 50°, com centragem e definicdo de campo de acordo
com o protocolo ETDRS “® em ambos os olhos, na V1 e V2.

Foram classificadas por um centro de leitura, de acordo com a classificacéo
ETDRS “®, com quantificacdo dos sinais de RD escalados por gravidade em cada campo

fotografico, por comparacdo com fotografias standard. (Tabela 2).

Tabela 2 — Escala ETDRS de Gravidade da Retinopatia Diabética

Nivel ETDRS Gravidade Definicéo
10 Sem RD Auséncia de microaneurismas e de outras caracteristicas
20 Apenas Microaneurismas definitivos; auséncia de outras caracteristicas

microaneurismas

35A - Venous loops = D/1

35B - SE, IRMAs or VB = Q

35 RDNP ligeira 35C - Presengas de Hemorragias retinianas

35D - HE =2 D/1

35E - HE 2 M/1

35F - SE 2 D/1

SE — Exsudados Algodonosos; IRMAs - Intraretinal Microvascular Abnormalities; VB — Venous Beading; HE —
Exsudados Duros; D/1 — Definitivos pelo menos em um campo; M/1 — Moderados pelo menos em um campo;
Q — Questionavel.
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4. Analise Estatistica

Para andlise e tratamento estatistico foi utilizado IBM® SPSS® Statistics versdo
22 e Microsoft® Office Excel 2013.

As varidveis categoricas sdo apresentadas através de frequéncias absolutas
(contagens) e relativas (percentagens) e as variaveis quantitativas sdo apresentadas
através da sua média + desvio-padrdo (DP) ou mediana e amplitude interquartil (AlQ: 1°

Quartil — 3° Quatrtil), conforme adequado.

Aplicou-se o teste t-Student para amostras independentes para avaliar a
diferenca entre grupos relativamente as variaveis idade, duracdo da DM, valor de HbAlc
e Indice de Massa Corporal (IMC), uma vez que estas eram normalmente distribuidas em
cada um dos grupos.

Recorreu-se a One-Way ANOVA para testar a igualdade da média relativamente
as variaveis tempo de laténcia da onda P1, amplitude da onda P1 e espessura das
camadas da retina entre os dois grupos de doentes diabéticos e 0 grupo controlo. Foram
realizados testes post-hoc para comparar as médias entre cada par de grupos, usando

Bonferroni para corrigir comparagfes multiplas.

Determinou-se o coeficiente de Pearson para avaliar a eventual existéncia de
correlagdo entre as variaveis duracdo da diabetes, HbAlc, espessura das camadas da
retina, tempo de laténcia e amplitude de P1. Correlacionou-se o anel 1 do ERGmf com a
area central do SD-OCT (é&rea foveal), o anel 2 do ERGmf com o anel interno do SD-OCT

(4rea parafoveal) e 0 anel 3 do ERGmf com o anel externo do SD-OCT (&rea perifoveal).

Resultados com valores-p inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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5. Resultados

5.1.Caracterizacdo demografica da Amostra

Dos 129 doentes diabéticos avaliados na visita de pré-selecdo do estudo
EUROCONDOR, 73 cumpriam os critérios de elegibilidade para participar e foram
incluidos neste estudo. Neste grupo de 73 doentes diabéticos, 30 foram classificados no
nivel de gravidade de RD ETDRS 10 e 43 no nivel ETDRS 20-35.

Um grupo de 56 individuos sem DM, dos quais 75.0% do género masculino, e
com uma idade média de 53.71+6.5 anos, foram avaliados na consulta de oftalmologia
geral de cada centro de ensaios clinicos, e foram incluidos no grupo controlo. Este grupo
permitiu estabelecer as bases normativas do ERGmf e da espessura das camadas da
retina do SD-OCT.

As bases normativas estabelecidas foram usadas para comparagdo com 0S
exames realizados pelos doentes diabéticos incluidos no estudo, e para detetar
alteracbes (aumento ou diminuicdo) dos parédmetros em estudo. A andlise da base
normativa do ERGmf encontra-se mais detalhada em Siméo et al. (anexo 1).

O presente trabalho incluiu 2 grupos de estudo:

e Grupo ETDRS nivel 10: 30 doentes diabéticos sem lesbes de RD (30
olhos) (76.7% género masculino) e
e Grupo ETDRS nivel 20-35: 43 doentes diabéticos com lesées de RDNP

ligeira (43 olhos) (67.4 % do género masculino)

Os dados demograficos e clinicos dos grupos de diabéticos podem ser

consultados na tabela 3.

Nos doentes diabéticos do grupo ETDRS nivel 20-35 verificou-se uma diferenca

estatisticamente significativa quanto a presenca de hipertensédo arterial (p=0.002).

O grupo ETDRS nivel 20-35 apresentou valores superiores de HbAlc e maior
duragdo de DM que o grupo ETDRS nivel 10, apesar destas diferencas ndo serem

estatisticamente significativas (p=0.053 e p=0.181, respetivamente).
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Tabela 3 — Caracteristicas demogréficas e clinicas por grupo diabético na V1

Grupo ETDRS nivel 10 | Grupo ETDRS nivel 20-35

valor p
(n=30) (n=43)

Género n (%) "

23 (76.7) 1 7 (23.3) 29 (67.4) : 14 (32.6) 0.392

(M:F)

Idade (anos) 64.47 (6.9) 61.77 (7.3) 0.115"
Durac&o diabetes (anos) 10.95 (5.9) 12.86 (6.0) 0.181"
HbALC (%) 6.94 (0.8) 7.38 (1.1) 0.053"
MAVC (n° letras) 85.67 (5.7) 85.42 (4.5) 0.837"
IMC 29.90 (4.7) 30.96 (6.6) 0.452"
Hipertensao n (%) N

15 (50) : 15 (50) 36 (83.7) : 7 (16.3) 0.002

(sim:n&o)

Dislipidémia n (%) T
18 (60) : 12 (40) 31(72.1): 12 (27.9) 0.279

(sim:n&o)

Fumador n (%)

(sim:no) 3 (10) : 27 (90) 3(7) : 40 (93) 0.644 7
Triglicerideos 100.88 (75.3) 119.95 (68.9) 0.267"
Colesterol total 173.75 (24.7) 177.68 (42.8) 0.622"
PAM (mmHg) 96.13 (7.4) 96.19 (9.2) 0.976

Resultados expressos em média (DP). * Teste t-Student; T Teste Qui-quadrado; MAVC - Melhor Acuidade Visual
Corrigida, PIO - Press&o Intraocular, HbAlc - Hemoglobina Glicada, IMC — indice de Massa Corporal. PAM- Presséo
Arterial Média; M — masculino; F — feminino.

As caracteristicas clinicas observadas na V2 (24 meses) estdo apresentadas na
tabela 4, com excecédo dos resultados do ERGmf e SD-OCT.

Na V2, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas nas
variaveis analisadas. No entanto, o grupo ETDRS nivel 20-35 apresentou valores médios

de HbA1lc superiores ao grupo ETDRS nivel 10.
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Tabela 4 — Caracteristicas Clinicas por grupo diabéticos na V2

Grupo ETDRS Grupo ETDRS valor p*
nivel 10 nivel 20-35
(N=30) (N=43)

HbA1C (%) 7.14 (1.2) 7.60 (1.7) 0.175
MAVC (n° letras) 86.00 (5.1) 85.56 (3.7) 0.669
IMC 29.28 (4.6) 32.13(6.9) 0.050
Triglicerideos 106.27 (77.9) 119.59 (63.2) 0.435
Colesterol total 174.16 (25.9) 178.47 (46.8) 0.620
PAM (mmHg) 96.47 (6.9) 95.60 (8.5) 0.655

Resultados expressos em média (DP). * Teste t-Student; MAVC - Melhor Acuidade Visual Corrigida, PIO - Pressao
Intraocular, HbAlc - Hemoglobina Glicada, IMC — indice de Massa Corporal. PAM- Press&o Arterial Média

5.2. Resultados do Eletrorretinograma multifocal

Foi estabelecida uma base normativa para o ERGmf, de forma a identificar
possiveis alteracdes nos doentes diabéticos. A base normativa foi obtida no grupo
controlo, constituida por 56 individuos saudaveis, sem DM e com faixa etaria
sobreponivel (média de idade 53.71+6.5 anos). O grupo controlo realizou o0 ERGmf

usando 0 mesmo protocolo de aquisi¢cdo e de classificacdo do estudo.

Globalmente, a média do tempo de laténcia e da amplitude de P1 foi de
35.49+1.8 ms e 53.96x8.7 nV/deg?, respetivamente.

Foi considerada alteracdo no ERGmf uma diminuicdo da amplitude da onda P1
e/ou um aumento do tempo de laténcia (atraso do tempo de laténcia) da onda P1,

calculado a partir dos valores da média = DP do grupo controlo.
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5.2.1. Eletrorretinograma multifocal na Visita Inicial (v1)
5.2.1.1. Analise Global

Tempo de laténcia

A analise global dos resultados do ERGmf em v1, considerando todos os anéis,
revelou um aumento significativo do tempo de laténcia da onda P1, em ambos os grupos
de doentes diabéticos, comparativamente ao grupo controlo (mediana = 35.86 ms (AIQ:
34.3 — 36.8 ms)) vs 36.85 ms (AIQ: 35.6 — 37.6 ms), p=0.014 no grupo ETDRS nivel 10 vs
37.27 ms (AlQ: 35.9 — 38.1 ms), p<0.001 no grupo ETDRS nivel 20-35, conforme
representado na figura 12.

O aumento do tempo de laténcia ocorreu em 26.7% dos doentes diabéticos do
grupo ETDRS nivel 10 (sem RD), e em 48.8% do grupo ETDRS nivel 20-35 (com RDNP

ligeira).
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Figura 12 — Representagdo grafica do tipo Box Plot do tempo de laténcia (ms) da onda P1 nos

diferentes grupos analisados. Resultados expressos em mediana (AlQ: Q1 — Q3). * p<0.05 —

Bonferroni para comparag¢des mdltiplas.
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Amplitude

Relativamente a amplitude, na analise global de todos os anéis na vl, foi
observada uma diminuigcéo estatisticamente significativa nos doentes diabéticos, quando
comparados com o grupo controlo (47.08 nV/deg? (AIQ: 40.6 — 57.9 nV/deg?), p=0.010 no
grupo ETDRS nivel 10, vs 43.32 nV/deg® (AlQ: 36.1 — 55.6 nV/deg?), p<0.001 no grupo
ETDRS nivel 20-35 vs 53.18 nV/deg? (AIQ: 48.5 — 58.5 nV/deg?)).

Também se observou uma diminui¢cdo da amplitude de P1 nos doentes do grupo
ETDRS nivel 20-35 em comparacdo com os do grupo ETDRS nivel 10, embora nao

estatisticamente significativa (p=0.69), conforme representado na figura 13.

A amplitude encontrava-se diminuida em 46.7% dos doentes diabéticos sem RD
e em 55.8% dos doentes diabéticos com RDNP ligeira.
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Figura 13 - Representacdo gréfica do tipo Box Plot da amplitude (nV/deg? da onda P1 nos diferentes
grupos analisados. Resultados expressos em mediana (AlQ: Q1 — Q3). * p<0.05 — Bonferroni para

comparag8es multiplas.
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5.2.1.2.
Tempo de laténcia

Como referido anteriormente, em geral, observou-se um aumento do tempo de
laténcia e uma diminuicdo da amplitude da onda P1 nos diabéticos em relagdo ao grupo
controlo. Estas alteragBes evidenciaram-se mais quando se realizou a andlise destes

parametros por anéis de excentricidade retiniana (figuras 14 e 15, respetivamente).

No que diz respeito ao tempo de laténcia da onda P1, a distribuicdo foi
semelhante nos grupos de diabéticos e no grupo controlo, sendo o tempo de laténcia

maior no anel central, diminuindo na parafovea e aumentando ligeiramente na periferia

(anel 6).

Observou-se um aumento estatisticamente significativo do tempo de laténcia nos doentes

diabéticos em relacdo ao grupo controlo nos cinco anéis periféricos (p=0.002 ou

Anédlise por anéis

p<0.001).
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Figura 14 — Representacgao do tempo de laténcia (ms) da onda de P1 por anel de excentricidade retiniana.




Analisando estes resultados por grupo, no grupo ETDRS nivel 10 observou-se
um aumento do tempo de laténcia de P1 em todos os anéis, estatisticamente significativo
nos quatro anéis periféricos (anel 3, p=0.018; anel 4, p<0.001; anel 5, p=0.002 e anel 6,
p=0.004). Embora o aumento do tempo de laténcia observado nos anéis 1 e 2 nao foi
estatisticamente significativo, foi observado em 20.0% no anel 1 e em 36.7% no anel 2,

dos doentes sem RD.

No grupo ETDRS nivel 20-35 verificou-se um aumento do tempo de laténcia da
onda P1, estatisticamente significativo em todos os anéis (anel 2, p=0.003; anéis 3,4,5 e
6, p=<0.001), com a excecdo do anel 1. No entanto, nesta localizacdo, ocorreu um

aumento do tempo de laténcia de P1 em 23.3.0% dos doentes.

Apesar das diferencas entre os grupos de doentes diabéticos e o grupo controlo,
ndo se verificaram diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos de

doentes diabéticos, no que respeita ao tempo de laténcia de P1.

Amplitude

Relativamente a amplitude da onda P1, observou-se uma diminui¢cdo progressiva
da amplitude compativel com a excentricidade retiniana, quer nos doentes diabéticos,

quer no grupo controlo (figura 15).

A diminuicdo da amplitude da onda P1 observada no anel 1 dos doentes
diabéticos nao foi estatisticamente significativa (p=0.221). Contudo, foi constatada em

16.7% dos doentes diabéticos sem RD e em 20.9% dos diabéticos com RDNP ligeira.

Nos restantes anéis analisados (anel 2-6), ambos o0s grupos de doentes
diabéticos apresentaram uma diminuicdo estatisticamente significativa da amplitude da
onda P1, em comparacdo com o grupo controlo (anel 2, p<0.001; anel 3, p=0.002; anel 4,
p=0.021; anel 5, p=0.004 e anel 6, p=0.002 no grupo ETDRS nivel 10 e anéis 2 a 6,
p<0.001 no grupo ETDRS nivel 20-35).

Quando comparada a amplitude entre os dois grupos de doentes diabéticos, foi
o anel 4 que mostrou diferencas estatisticamente significativas (p=0.040), sendo o grupo
ETDRS nivel 20-35 (RDNP ligeira) o grupo que apresentou uma menor amplitude, ou

seja, maior alteracéo deste parametro funcional.
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Figura 15 — Representacdo da amplitude (nV/deg®) da onda de P1 por anel de excentricidade retiniana.




5.3. Tomografia de Coeréncia Otica na V1

A partir do algoritmo utilizado para a segmentacdo dos scans de SD-OCT da
retina, foi obtida a espessura das diferentes camadas da retina nas nove areas da grelha
macular ETDRS.

Quando se compararam os valores de espessura das camadas da retina nos
doentes diabéticos sem RD (grupo ETDRS nivel 10) ou com RDNP ligeira (grupo ETDRS
nivel 20-35) e o grupo controlo, observaram-se alteragcdes (aumento ou diminuicdo) em

camadas especificas da retina (tabelas 5, 6 e 7).

5.3.1. Espessuraretiniana das camadas da retina no anel central

Na area macular central verificaram-se diferencas estatisticamente significativas
na espessura da camada nuclear interna (F (2,116) = 12.344, p<0.001), da camada
plexiforme externa (F (2,116) = 6.623, p=0.002), da camada dos segmentos externos dos
fotorreceptores (F (2,116) = 14.864, p<0.001) e do epitélio pigmentado da retina (F
(2,116) = 7.544, p=0.001) entre o grupo controlo e os grupos de doentes diabéticos
(tabela 5)

Comparativamente ao grupo controlo, apés a analise do teste post-hoc, 50.0%
dos doentes do grupo ETDRS nivel 10 apresentaram uma maior espessura da camada
nuclear interna (p=0.001), 43.3% apresentaram uma espessura maior da camada
plexiforme externa (p=0.113) e 50.0% dos doentes apresentaram maior espessura do
epitélio pigmentado (p=0.001). Por outro lado, observou-se uma menor espessura da
camada de fibras nervosas em 43.0% dos doentes (p=0.981) e uma menor espessura

dos segmentos externos dos fotorreceptores em 60.0% dos doentes (p<0.001).

Em relacdo ao grupo ETDRS nivel 20-35, quando comparado com O grupo
controlo, 53.5% dos doentes apresentaram uma maior espessura da camada nuclear
interna (p<0.001), 41.9% dos doentes apresentaram uma maior espessura da camada
plexiforme externa (p=0.001) e 48.8% dos doentes apresentaram uma maior espessura
do epitélio pigmentado da retina (p=0.021). Observou-se ainda, em 25.6% de doentes,
um aumento nao significativo da espessura da camada de células ganglionares/camada

plexiforme interna (p=0.961). Por outro lado, observou-se uma diminuicdo da espessura

43



da camada dos segmentos externos dos fotorreceptores (67.4% dos doentes) (p<0.001) e

da camada de fibras nervosas (46.5% dos doentes) (p=0.175).

Comparando-se a espessura das camadas retinianas entre os dois grupos de
doentes diabéticos, ndo se observaram diferencas estatisticamente significativas em

gualquer das camadas analisadas.

Tabela 5 — Espessura das camadas da retina (um) no anel central na V1, diferenca média comparativamente ao grupo

controlo
ETDRS nivel | Diferenca IC de ETDRS nivel Diferenca IC de Controlos val
Camada 10 (i 95% 20-35 - 95% alor
Média 7 Média 72 =56 p*
n=30 (um) (LI;LS) n=43 (um) (LI;LS) =
-0.5;
CFN 6.18+4.9 0.46 -1.9;2.8 4.97+4.4 1.68 6.64+3.3 0.153
3.8
CCGICPI 43.07+£9.5 0.40 -45;5.3 45.18+8.8 -1.71 -6.2; 2.7 43.48+7.9 0.517
_80’ -7 9,
CNI 22.03+5.5 -4.91 22.28+5.9 -5.16 17.12+4.8" <0.001
-1.8 2.4
-9.7;
CPE 25.46+5.3 -3.61 -7.9;0.7 27.64+10.6° -5.79 21.85+5.0 0.002
-1.9
CNE/SIF | 113.90+10.0 -0.57 -6.6; 5.5 112.8+13.0 0.52 -5.0; 6.0 113.33+8.2 0.911
2.9;
SEF 38.76+8.3 6.76 3.2;10.3 39.45+7.2 6.08 45.23+2.3" <0.001
9.3
-6.7; -5.1;
EPR 28.98+5.1 -4.03 27.69+5.8 -2.73 24.95+2.8" 0.001
-1.4 -0.3
-18.1; -18.5;
RT 278.40+21.0 -5.50 280.02+26.2 -7.12 272.90+18.4 | 0.290
7.1 4.3

* p de ANOVA,; tsignificativamente diferente de ETDRS <20 e ETDRS 20-35; #significativamente diferente de controlos. IC — Intervalo de
Confianga (LI — limite inferior; LS — limite superior). CFN — camada fibras nervosas; CCG/CPI — camada células ganglionares/camada
plexiforme interna; CNI — camada nuclear interna; CPE — camada plexiforme externa; CNE/SIF — camada nuclear externa/segmento interno
dos fotorreceptores; SEF — segmento externo dos fotorreceptores; EPR — epitélio pigmentado da retina; RT — retina total.

Considerando a espessura total da retina, na area macular central, e apés
comparagdo com O grupo controlo, constatou-se que 53.3% dos diabéticos do grupo
ETDRS nivel 10 (sem RD) e 58.1% dos diabéticos do grupo ETDRS nivel 20-35 (RDNP

ligeira) tinham espessura da retina normal (entre 254.5 um e 291.3 um); 30.0% dos
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doentes do grupo ETDRS nivel 10 e 27.9% do grupo ETDRS nivel 20-35 apresentavam

aumento da espessura da retina (>291.3um).

Numa tentativa de perceber que camadas retinianas poderiam contribuir para um
aumento de espessura global da retina, foram analisadas as camadas isoladas em dois

grupos (grupo com espessura considerada normal e grupo com espessura aumentada).

Nos doentes com espessura normal, observou-se um aumento da espessura da
camada nuclear interna, em 50.0% dos doentes sem RD e 48.0% com RDNP ligeira, e da
plexiforme externa (em 56.3% dos doentes sem RD e em 44.0% dos doentes com RDNP
ligeira). Por outro lado, observou-se uma diminuicdo da espessura da camada dos
segmentos externos dos fotorreceptores, em 62.5% dos diabéticos sem RD e em 64.0%
nos diabéticos com RDNP ligeira, e da espessura da camada de fibras nervosas, em
44.0% e 52.0%, sem RD e com RDNP ligeira, respetivamente.

Nos doentes com aumento da espessura total da retina verificou-se um aumento
significativo da espessura da camada nuclear interna (em 78.0% e 92.0%, nos grupos
ETDRS nivel 10 e nivel 20-35, respetivamente). No grupo ETDRS nivel 20-35, verificou-
se, ainda, um aumento significativo da espessura da camada de células
ganglionares/camada plexiforme interna (75.0% dos doentes) e da camada plexiforme
externa (50.0% dos doentes). Adicionalmente, nos dois grupos de diabéticos, observou-
se uma diminuicdo da espessura da camada dos segmentos externos dos
fotorreceptores, (56.0% e 75.0% dos doentes ETDRS nivel 10 e nivel 20-35,
respetivamente). Esta diminui¢do ja tinha sido observada nos doentes diabéticos com

espessura retiniana dentro de limites normais.

5.3.2. Espessura das camadas da retina no anel interno na V1

No anel interno ou parafoveal, verificou-se uma diferenca estatisticamente
significativa da espessura da camada das células ganglionares da retina/camada
plexiforme interna entre os doentes diabéticos e os controlos, F(2,116)=11.822, p<0.001
(tabela 6)

Considerando os doentes diabéticos por nivel de gravidade de RD e o grupo de

controlo, o teste post-hoc indicou uma espessura menor, estatisticamente significativa, da
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camada de células ganglionares/camada plexiforme interna no grupo ETDRS nivel 10
(p<0.001) e no grupo ETDRS nivel 20-35 (p<0.001). No entanto, a espessura desta
camada ndo foi significativamente diferente entre dois niveis de gravidade de RD
(p=0.998).

A maior espessura da camada plexiforme externa nos doentes diabéticos face
ao grupo controlo, F(2,116)=3.218, p=0.044, perdeu significancia estatistica apds se ter
recorrido ao teste post-hoc, observando-se: grupo controlo vs grupo ETDRS nivel 10
(p=0.114), grupo controlo vs grupo ETDRS nivel 20-35 (p=0.090) e grupo ETDRS nivel
10 vs ETDRS nivel 20-35 (p=0.998).

Tabela 6 — Valores da espessura (um) média das camadas individuais da retina no anel interior na v1, diferenga média

comparativamente ao grupo controlo.

ETSIglépr?ivel Diferenca IC de ETDGIQLépr?iveI Diferenca IC de Grupo
camada 10 Média 95% 2035 Media 9506 | Controlo V‘;'f '
20 (um) (LILS) a3 (um) (LILS) n=56
CFN 25.48+2.7 -0.41 -1.8; 1.0 25.49+2.8 -0.32 -1.6; 0.9 25.08+2.4 0.740
CCGI/CPI 87.98+8.5 7.16 2.9;11.4 88.57+8.8 6.57 2.7,10.4 95.14+4.9 <0.001"
CNI 41.43+3.7 -1.66 -3.7,04 39.99+4.0 -0.22 -2.1; 1.7 39.77+£3.3 0.132
CPE 31.53+4.0 -1.78 -3.8;0.3 31.43+4.2 -1.69 -3.6; 0.2 29.75%2.7 0.044"
CNE/SIF 89.87+8.0 0.05 -4.8; 4.9 90.55+9.7 -0.63 -5.0; 3.7 89.91+7.4 0.921
SEF 36.40+4.9 0.84 -1.5; 3.2 35.88+4.6 1.36 -0.8; 3.5 37.24+2.9 0.293
EPR 26.69+3.6 -0.78 -2.9;1.3 23.16+4.6 -0.25 -2.2, 1.7 25.91+2.7 0.672

* p de ANOVA,; tsignificativamente diferente de ETDRS <20 e de ETDRS 20-35. IC — Intervalo de Confianga (LI — limite inferior; LS — limite
superior). CFN — camada fibras nervosas; CCG/CPI — camada células ganglionares/camada plexiforme interna; CNI — camada nuclear
interna; CPE — camada plexiforme externa; CNE/SIF — camada nuclear externa/segmento interno dos fotorreceptores; SEF — segmento

externo dos fotorreceptores; EPR — epitélio pigmentado da retina.
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5.3.3. Espessura das camadas da retina no anel externo na V1

No anel externo ou perifoveal, observou-se uma diferenca estatisticamente
significativa na espessura da camada de fibras nervosas, camada células
ganglionares/camada plexiforme interna e epitélio pigmentado da retina entre doentes
diabéticos e grupo controlo (F(2,116)=3.082, p=0.050; F(2,116)=6.031, p=0.003 e F(2,
216)=7.598, p=0.001, respetivamente).

O grupo ETDRS nivel 10 apresentou uma diminuicdo da espessura,
estatisticamente significativa, da camada de fibras nervosas (p=0.044), camada de
células ganglionares/camada plexiforme interna (p=0.040) e epitélio pigmentado da retina

(p=0.026) comparativamente ao grupo controlo (tabela 7).

Tabela 7 — Valores médios de espessura (um) das camadas individuais da retina no anel externo na v1, diferenca média

comparativamente ao grupo controlo.

ETIS;I;lépr?ivel Diferenca IC de S;BEOS Diferenca IC de CGru po
Camada 10 Média 95% nivel 20-35 Média 95% ontrolo valor p*
o wm) | CLS) - wm | ChLS) =56
CFN 62.74+4.8" 2.41 %.18; 64.17+6.0 0.84 'é:g’? 66.74+4.4 0.050
CCGICPI | 37.46+4.6° 4.00 16'_%; 39.03+4.5 2.58 'g:%; 39.87+3.4 0.003
CNI 30.79+2.1 0.20 1Z 1 s047s27 0.51 081 s098x21 0.598
CPE 26.92+2.4 055 | 2649517 011 o] 2638417 0.458
CNE/SIF | 72.74+5.6 0.60 2| 7426565 0.92 59| 7335159 0.556
SEF 36.61+3.3 -1.94 03 | 3535153 0.67 28 | 3468135 0.149
EPR 23.94+2.9 2.02 9% 23.40+3.6 2.56 09 | 2s96:31" | 0.001

* p de ANOVA,; ftsignificativamente diferente de ETDRS <20 e de ETDRS 20-35; #significativamente diferente de controlos. IC — Intervalo de
Confianga (LI — limite inferior; LS — limite superior). CFN — camada fibras nervosas; CCG/CP| — camada células ganglionares/camada
plexiforme interna; CNI — camada nuclear interna; CPE — camada plexiforme externa; CNE/SIF — camada nuclear externa/segmento interno

fotorreceptores; SEF — segmento externo dos fotorreceptores; EPR — epitélio pigmentar da retina.
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No grupo ETDRS nivel 20-35 apenas a espessura do epitélio pigmentado da

retina foi significativamente menor (p=0.001).

As diferengas encontradas entre o grupo ETDRS nivel 10 e o grupo ETDRS

nivel 20-35 ndo atingiram significancia estatistica em nenhuma das camadas analisadas.

5.4.Comparacdo da espessura das camadas da retina (SD-OCT) com os

parametros funcionais (ERGmf) na area macular central

Na area macular central do SD-OCT foi avaliada a espessura das camadas da
retina, que se encontra representada na tabela 8. No anel 1 do ERGmf foram registados
o0 tempo de laténcia e amplitude de P1l. Como referido anteriormente, os valores
encontrados foram comparados com as bases normativas para detetar alteracéo
(aumento ou diminuicdo). No ERGmf, considerou-se alteracdo quando o tempo de

laténcia é superior a 45.47ms e a amplitude inferior a 102.53nV/deg?.

No grupo ETDRS nivel 10, 34.3% dos doentes apresentaram alteracdo do
ERGmf, no anel 1 quando comparados com o grupo controlo. Destes, 33.3% dos doentes
tinham um aumento da espessura macular central da retina e 41.7% tinham um aumento
da espessura das camadas nuclear interna e plexiforme externa. Observou-se, ainda,
diminuicdo das camadas dos segmentos externos dos fotorreceptores e das fibras

nervosas em 66.7% e 33.3% dos doentes, respetivamente.

No grupo ETDRS nivel 20-35 observou-se alteracdo do ERGmf no anel 1 em
65.7% de doentes. Destes, 26.1% apresentaram um aumento da espessura total, 56.5%
aumento de espessura da camada nuclear interna, 26.1% aumento da camada de células
ganglionares/camada plexiforme interna e 52.2% aumento da camada plexiforme externa.
Por outro lado, observou-se uma diminuicdo da espessura das camadas dos

fotorreceptores em 73.9% e das fibras nervosas em 39.1% dos doentes.
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Tabela 8 — Espessura das camadas da retina (um) dos doentes diabéticos com mfERG alterado na area foveal, diferenca

média comparativamente ao grupo controlo.

ETDRS nivel | Diferenca IC de ETDRS nivel | Diferenca IC de Controlos val
Camada 10 - 95% 20-35 L 95% alor p
Média 27 Média 27 n=56 *
-0.3;
CFN 7.21+4.4 -0.57 -3.4;23 4.71+3.7 1.93 6.64+3.3 0.065
4.2
CCGICPI 40.91+10.1 2.56 -3.9;9.0 45.70+7.6 -2.22 -7.3;2.9 43.48+7.9 0.250
-8.2; -8.7;
CNI 21.1745.1 -4.04 22.60+6.0* -5.47 17.12+4.8 <0.001
0.1 -2.2
-12.7,
CPE 25.09+5.6 -3.24 -10; 3.5 29.22+13.8" -7.37 21.85+5.0 0.005
-2.0
CNE/SIF | 116.25+11.1 -2.92 -11.2;5.3 | 110.09+13.5 3.23 -3.2;9.7 113.3348.2 0.229
3.4;
SEF 38.26+6.9 7.27 3.6;10.9 39.29+6.3 6.25 45.23+2.3" <0.001
9.1
_70’ '61,
EPR 28.78+4.4 -3.83 28.57+5.5 -3.61 24.95+2.8" <0.001
-0.7 -1.1
-22.1; -20.9;
RT 277.67+20.5 -4.77 280.16+28.3 -7.26 272.90+18.4 0.410
12.6 6.4

* p de ANOVA,; tsignificativamente diferente de ETDRS <20 e de ETDRS 20-35; #significativamente diferente de controlos. IC — Intervalo de
Confianga (LI — limite inferior; LS — limite superior). CFN — camada fibras nervosas; CCG/CP| — camada células ganglionares/camada
plexiforme interna; CNI — camada nuclear interna; CPE — camada plexiforme externa; CNE/SIF — camada nuclear externa/segmento interno
fotorreceptores; SEF — segmento externo dos fotorreceptores; EPR — epitélio pigmentar da retina; RT — retina total.
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5.5.Diferenca do eletrorretinograma multifocal entre V2 e a V1
5.5.1. Tempo de laténcia

Nos doentes do grupo ETDRS nivel 10 verificou-se, aos 24 meses, uma
diminuicéo dos valores médios do tempo de laténcia (ms) da onda P1 nos anéis 1, 2 e 3,
embora ndo estatisticamente significativa (p>0.216) (figura 16).

Esta diminuicdo do tempo de laténcia observou-se em 66.6% dos doentes no
anel 1, em 53.3% dos doentes no anel 2 e em 60.0% dos doentes no anel 3.

Nos doentes diabéticos do grupo ETDRS nivel 20-35 observaram-se valores
médios do tempo de laténcia da onda P1 semelhantes em ambas as visitas (v1 e v2). No
entanto, 62.8% dos doentes diminuiram o tempo de laténcia no anel 1, 53.5% no anel 2 e
69.8% no anel 3.

1 Anel1_w2v1
> I Anel2_w2-vl
Anel 3_w2-vl
I Aneld_ w21
Anel 5_w2-vl
I Anel6_w2-v1

ETDRS nivel 10 vs ETDRS nivel 20-35

3

Diferenga média do Tempo de Laténcia (ms) +-95% IC

-4

T T
ETDRS nivel 10 ETDRS nivel 2035
Grupo

Figura 16 — Representacgao gréafica da diferenca média do tempo de laténcia

(ms) de P1, +95%IC, entre o grupo ETDRS nivel 10 e ETDRS nivel 20-35 por
anel. Significancia testada com teste t-Students.
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5.5.2. Amplitude

Relativamente a diferengca dos valores médios de amplitude da onda P1 entre
visitas, os doentes do grupo ETDRS nivel 10 apresentaram um ligeiro aumento da
amplitude média na V2 comparativamente & V1 em todos os anéis (figura 17). Embora
nao estatisticamente significativo (p>0.514), este aumento observou-se em 60.0% dos
doentes no anel 1,em 53.3% no anel 2 e em 56.7% no anel 3.

Por outro lado, o grupo ETDRS nivel 20-35 apresentou uma diminuicdo da
amplitude média apenas no anel 1. Embora néo significativa (p=0.297), esta diminui¢ao
observou-se em 58.1%.
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ETDRS nivel 10 vs ETDRS nivel 20-35

-307]

I I
ETDRS nivel 10 ETDRS nivel 20-35

Figura 17 — Representacao grafica da diferenca média da Amplitude (nV/deg?) de P1, +95%IC, entre
o grupo ETDRS nivel 10 e ETDRS nivel 20-35 por anel. Significancia testada com teste t-Students.
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5.6.Diferenca na tomografia de coeréncia 6tica entre V2 e V1

5.6.1. Diferenca média de espessura (um) das camadas da retina no

anel central dos doentes diabéticos

Quanto as diferencas entre v2 e v1 na espessura das camadas da retina no anel
central (figura 18), verificou-se no grupo ETDRS nivel 10 uma diminuicdo, nao
estatisticamente significativa, da camada nuclear externa-segmento interno dos
fotorreceptores (1.56um, p=0.103) e uma diminuicdo estatisticamente significativa do
epitélio pigmentado da retina (1.50um, p=0.010). Verificou-se, ainda, um aumento da
camada dos segmentos externos dos fotorreceptores de 1.41um (p=0.117), ndo

significativo.

No grupo ETDRS nivel 20-35 ocorreu uma diminuicdo de todas as camadas
analisadas, a excecdo do epitélio pigmentado da retina, aos 24 meses. A diminuigdo
observada na camada nuclear interna foi estatisticamente significativa (1.19um, p=0.038).
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<
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certral, +95% |Z; ETORS nivel 10 ws ETORS nivel 20-35
L
=

| |
ETDRS nivel 10 ETDRS nivel 20-35
Figura 18 — Representacgdo grafica da diferengca média da espessura (um) das camadas da retina no anel central,
com IC de 95% entre visitas nos grupos ETDRS nivel 10 e ETDRS nivel 20-35. * p <0.05, teste t-Student. CFN —
camada de fibras nervosas; CCG/CPI — camada células ganglionares/camada plexiforme interna; CNI- camada
nuclear interna; CPE — camada plexiforme externa; CNE/SIF — camada nuclear externa-segmento interno dos

fotorreceptores; SEF — segmento externo dos fotorreceptores; EPR — epitélio pigmentado da retina.
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5.6.2. Diferenca média de espessura (um) das camadas da retina no
anel interno dos doentes diabéticos

Na parafovea, no grupo ETDRS nivel 10, observou-se uma diminuicdo
estatisticamente significativa na espessura da camada de células ganglionares/camada

plexiforme interna (1.02um, p=0.005) apos 24 meses.

No grupo ETDRS nivel 20-35 a maior diferenca entre visitas ocorreu na camada
nuclear externa/segmento interno dos fotorreceptores (1.68um, p=0.138), embora nao
significativa. Houve diminuicdo da espessura em todas as camadas analisadas, a
excecdo do epitélio pigmentado da retina. Nenhuma diferenga encontrada atingiu

significancia estatistica (figura 19).
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Figura 19 — Representacédo gréafica da diferengca média da espessura (um) das camadas da retina no anel interno,
com IC de 95% entre visitas nos grupos ETDRS nivel 10 e ETDRS nivel 20-35; * p <0.05, teste t-Student. CFN —
camada de fibras nervosas; CCG/CPI — camada células ganglionares/camada plexiforme interna; CNI- camada
nuclear interna; CPE — camada plexiforme externa; CNE/SIF — camada nuclear externa-segmento interno dos

fotorreceptores; SEF — segmento externo dos fotorreceptores; EPR — epitélio pigmentado da retina.
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5.6.3. Diferenca média de espessura (um) das camadas da retina no

anel externo dos doentes diabéticos

Na perifovea observou-se uma diminuicdo estatisticamente significativa da
espessura da camada das células ganglionares/camada plexiforme interna (0.94um,
p=0.001) e da camada nuclear interna (0.33um, p=0.013) ao fim de 24 meses, no grupo
ETDRS nivel 10.

No grupo ETDRS nivel 20-35, as diferencas de espessura das camadas da
retina entre v2 e v1 ndo foram estatisticamente significativas. Neste grupo de doentes, a
camada nuclear externa/segmento interno dos fotorreceptores apresenta a diminuigéo

mais acentuada, sem atingir significancia estatistica (1.43um, p=0.056), (figura 20).
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Figura 20 — Representacgéo gréfica da diferenca média da espessura (um) das camadas da retina no anel externo,
com IC de 95% entre visitas nos grupos ETDRS nivel 10 e ETDRS nivel 20-35. * p <0.05, teste t-Student. CFN —
camada de fibras nervosas; CCG/CPI — camada células ganglionares/camada plexiforme interna; CNI- camada
nuclear interna; CPE — camada plexiforme externa; CNE/SIF — camada nuclear externa-segmento interno dos

fotorreceptores; SEF — segmento externo dos fotorreceptores; EPR — epitélio pigmentado da retina.
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5.7.Correlacdes entre as variaveis analisadas

Foi analisada a existéncia de correlacao entre as variaveis do ERGmf (tempo de
laténcia de P1 (ms) e amplitude de P1 (nV/deg?)) e do SD-OCT (espessura (um) das
camadas da retina) com a duracdo da DM (anos) e o valor de HbAlc (%), aos 24 meses

de seguimento.

5.7.1. Correlacdes no Grupo ETDRS nivel 10

No grupo ETDRS nivel 10, verificou-se uma correlacdo negativa e moderada
entre a duracao da DM (anos) e a espessura (um) do EPR na éarea foveal (r= - 0.431,
p=0.018) e na area parafoveal (r=-.0.427, p=0.018), (figura 21).
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Figura 21 — Correlagdo entre a duragdo da Diabetes Mellitus (DM) em anos e a espessura (um) do Epitélio
Pigmentado da Retina na févea (imagem a esquerda) e na parafévea (imagem a direita), no grupo ETDRS nivel 10,

nav2.

O valor de HbAlc (%) correlacionou-se de forma negativa e moderada com a
espessura (um) da camada nuclear interna na area foveal (r= - 0.441, p=0.015) e a
espessura (um) da camada de fibras nervosas na area parafoveal (r= -0.362, p=0.049),
(figura 22).
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Figura 22 — Correlagéo entre a Hemoglobina Glicada (%) e a espessura (um) da camada nuclear interna (CNI) na area

foveal (imagem a esquerda). Correlagédo entre a Hemoglobina Glicada (%) e a espessura (um) da camada de fibras

nervosas (CFN) na area parafoveal (imagem a direita), no grupo ETDRS nivel 10, na v2.

Na area foveal o tempo de laténcia (ms) da onda P1 correlacionou-se de forma

negativa e moderada com a espessura (um) do epitélio pigmentado da retina (r= -0.426,
p=0.019), (figura 23).
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Na area perifoveal, o tempo de laténcia (ms) correlacionou-se de forma negativa
e moderada com a espessura (um) da camada nuclear externa/segmento interno dos
fotorreceptores (r=-0.403, p=0.027) e do EPR (r= -0.426, p=0.019), (figura 24).

Na area parafoveal, a amplitude (nV/deg?) da onda P1 correlacionou-se de forma
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Figura 24 — Correlacéo entre o tempo de laténcia (ms) com a espessura (Um) da camada nuclear externa/Segmento
interno dos fotorreceptores (CNE/SIF) (imagem a esquerda) e com a espessura (um) do Epitélio Pigmentado da

Retina (EPR) (imagem a direita) na area perifoveal, no grupo ETDRS nivel 10, na v2.

positiva e moderada com a espessura (um) da camada de células ganglionares/camada
plexiforme interna (r=0.409, p=0.025) e com a espessura (Um) da camada nuclear
externa/segmento interno dos fotorreceptores (r=0.370, p=0.044), (figura 25). Na area
parafoveal, a amplitude (nV/deg?) correlacionou-se, ainda, de forma negativa e moderada

com a espessura (um) da camada plexiforme externa (r=-0.370, p=0.044), (figura 26).
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Figura 25 — Correlacéo entre a amplitude (nv/deg2) com a espessura (um) da camada células ganglionares/camada
plexiforme interna (CCG/CPI) (imagem a esquerda) e com a espessura (um) da camada nuclear externa/segmento

interno fotorreceptores (CNE/SIF) (imagem a direita), na area perafoveal, no grupo ETDRS nivel 10, na v2.
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area parafoveal, no grupo ETDRS nivel 10, nav2.

Na &rea perifoveal, a amplitude (nV/deg?) correlacionou-se de forma positiva e
moderada com a espessura (um) da camada de células ganglionares/camada plexiforme
interna (r=0.531, p=0.003), da camada nuclear interna (r=0.367, p=0.046) e da camada
nuclear externa/segmento interno dos fotorreceptores (r=0.398, p= 0.030), aos 24 meses

de seguimento, (figura 27).
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5.7.2.

Correlagdes no Grupo ETDRS nivel 20-35

No grupo ETDRS nivel 20-35 a duracdo da DM (anos), correlacionou-se de

forma positiva e moderada com o tempo de laténcia (ms) de P1 (r=0.348, p=0.022) e com

a espessura (um) da camada plexiforme externa (r=0.470, p=0.001) na area foveal
(figura28).
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Figura 28 — Correlacdo entre duragdo da Diabetes Mellitus (DM) com o tempo de laténcia (ms) (imagem a esquerda) e

com a espessura (um) da camada plexiforme externa (CPE) (imagem a direita) na févea, no grupo ETDRS nivel 20-35,na

V2.

Nas éareas para e perifoveais, a duracdo média da DM (anos) correlacionou-se

de forma negativa e moderada com e a espessura (um) da camada de células
-0.364, p=0.016 e r= -0.448, p=0.003,
(r= -0.348, p=0.022 e r= -0.410, p=0.006,

ganglionares/camada plexiforme interna (r=
respetivamente) e da camada nuclear interna

respetivamente), aos 24 meses de seguimento,
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(figuras 29 e 30).
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Figura 29 — Correlacdo entre duragdo da Diabetes Mellitus (DM) com a espessura (um) da camada células

ganglionares/camada plexiforme interna (CCG/CPI) (imagem a esquerda) e com a espessura (Um) da camada nuclear

interna (CNI) no anel interno (imagem a direita), na area parafoveal, no grupo ETDRS nivel 20-35, na v2.
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Figura 30 — Correlacdo entre duragdo da Diabetes Mellitus (DM) com a espessura (um) da camada células
ganglionares/camada plexiforme interna (CCG/CPI) (imagem a esquerda) e com a espessura (um) da camada nuclear

interna (CNI) (imagem a direita), na area perifoveal, no grupo ETDRS nivel 20-35, na v2.

A duracdo da diabetes (anos), também se correlacionou de forma negativa e
fraca com a espessura (um) da camada de fibras nervosas (r= -0.310, p=0.043), na area
perifoveal.
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Figura 31 — Correlagdo entre duracdo da Diabetes Mellitus
(DM) com a espessura (um) da camada de fibras nervosas
(CFN) no anel externo, no grupo ETDRS nivel 20-35, na
V2.
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O valor de HbA1c (%) correlacionou-se de forma positiva e moderada com a

espessura (uUm) da camada plexiforme externa (r=0.488, p=0.001) e de forma negativa e

moderada com a espessura (um) do epitélio pigmentado da retina (r= -0.360, p=0.018) na

area foveal (figura 32), aos 24 meses de seguimento.
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Figura 32 — Correlagdo entre hemoglobina glicada (HbAlc) com a espessura (um) da camada plexiforme externa

(CPE) (imagem a esquerda) e com a espessura (um) da epitélio pigmentado da retina (EPR) no (imagem a direita), na

area foveal, no grupo ETDRS nivel 20-35, na v2.

Na éarea parafoveal, o valor de HbAlc (%) correlacionou-se de forma negativa e

moderada com a espessura (Um) da camada nuclear externa/segmento interno dos

fotorreceptores (r= -0.389, p=0.010) e do epitélio pigmentado da retina (r= -0.360,

p=0.018), aos 24 meses de seguimento (figura 33).
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Figura 33 - Correlagdo entre hemoglobina glicada (HbAlc) com a espessura (um) da camada nuclear

externa/segmento interno dos fotorreceptores (CNI/SEF) (imagem a esquerda) e com a espessura (um) do epitélio

pigmentado da retina (EPR) (imagem a direita),na area pafoveal, no grupo ETDRS nivel 20-35, na v2.
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Na area perifoveal a HbAlc (%) também se correlacionou de forma negativa e
moderada com a espessura (um) da camada nuclear externa/segmento interno dos

fotorreceptores (r=-0.358, p=0.019), aos 24 meses de seguimento (figura 34).
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Figura 34 — Correlagéo entre hemoglobina glicada (HbA1c)
com a espessura (um) da camada nuclear
externa/segmento interno dos fotorreceptores (CNI/SEF) na

area perifoveal, no grupo ETDRS nivel 20-35, na v2.

O tempo de laténcia (ms) da onda P1 no ERGmf no grupo ETDRS nivel 20-35
correlacionou-se de forma negativa e moderada com a espessura (Um) da camada de
fibras nervosas na éarea foveal (r= -0.390, p=0.010) e de forma positiva e fraca com a
espessura (um) do epitélio pigmentado da retina na area parafoveal (r=0.342, p=0.025),

aos 24 meses de seguimento (figura 35).
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Figura 35 — Correlacdo entre o tempo de laténcia (ms) com a espessura (um) da camada de fibras nervosas (CFN)
(imagem a esquerda) na area foveal, e com a espessura (um) do epitélio pigmentado da retina (EPR) na area

parafoveal (imagem a direita), no grupo ETDRS nivel 20-35 na v2.
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A amplitude (nV/deg®) da onda P1 correlacionou-se de forma positiva e
moderada com a média de espessura (um) da camada de células ganglionares/camada
plexiforme interna (r=0.379, p=0.012), da camada nuclear interna (r=0.419, p=0.005) e da
camada nuclear externa/segmento interno dos fotorreceptores (r=0.398, p=0.008) na area
parafoveal, e ainda com a espessura da camada nuclear interna (r=0.305, p=0.047) na
area perifoveal, aos 24 meses de seguimento (figura 36).
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Figura 36 — Correlagdo entre amplitude (nV/deg2) com a espessura (um) da camada células ganglionares/camada
plexiforme interna (CCG/CPI) (imagem superior esquerda), com a espessura (um) da camada nuclear interna (CNI)
(imagem superior direita) e com a camada nuclear externa/segmento interno dos fotorreceptores (CNE/SEF) (imagem
inferior esquerda), na area parafoveal, e a espessura (um) da camada nuclear interna (CNI) na area perifoveal,
(imagem inferior direita), no grupo ETDRS nivel 20-35, na v2.
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6. Discussao

A RD é uma das principais causas de cegueira no mundo ocidental em
individuos em idade ativa. Desta forma, a dete¢éo e tratamento precoces sao importantes
para reduzir a morbilidade, melhorar a qualidade de vida do doente diabético e diminuir

0s custos econdémicos.

A microangiopatia tem sido apontada como a principal alteragdo que ocorre na
RD e a responsavel por perdas graves da funcdo visual. No entanto, estudos recentes
mostram que pode existir neurodegeneracdo antes de surgirem as lesbes
microvasculares ® & 2% 3% 3 Desta forma, é importante a detecéo e avaliacdo precoce
desta neurodegeneracdo para investigar novos tratamentos que possam travar a

progressao da doenca e as consequéncias na visao.

Neste estudo, usando o SD-OCT e o ERGmf, e um grupo de individuos
saudaveis sem DM como grupo de controlo, foi possivel observar que a DM tem um
efeito neurodegenerativo precoce nas diferentes camadas da retina, que esta presente
mesmo sem que o componente vascular da RD se tenha manifestado ou permaneca

minimo.

Os resultados do ERGmMf mostraram que a fungdo retiniana esta
significativamente alterada nos doentes diabéticos comparativamente aos individuos
saudaveis, apresentando de uma forma geral um aumento do tempo de laténcia da onda
P1 e uma diminuicAo da amplitude da onda P1l. Estas alteracbes foram mais
pronunciadas nos doentes com RDNP ligeira do que nos doentes sem RD (53.5% vs
40.0%, respetivamente), o que demonstra uma possivel lesdo e perda neuronal a medida
gque a patologia microvascular se instala. Os nossos resultados vao de encontro a outros
ja publicados, que referem um aumento significativo no tempo de laténcia e diminui¢cao de
amplitude da onda P1 em doentes diabéticos sem RD e com RDNP ligeira, quando
comparados com individuos sem DM ©9 92107,

No presente estudo, foi também observado que o tempo de laténcia e a
amplitude da onda P1 diminuem com a excentricidade retiniana, sendo maior no anel
central (anel 1) diminuindo para a periferia (anel 2 a 6). Este achado é facilmente
explicado com as diferencas de distribuicdo das células retinianas responsaveis pela
resposta a luz, ou seja, por se encontrar um maior nimero de cones e células bipolares

(99)

na regido central que vai diminuindo com a excentricidade retiniana Também
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observamos um aumento significativo do tempo de laténcia da onda P1 e uma diminuicdo
significativa da amplitude da onda P1 nos 4 anéis mais periféricos do ERGmf em ambos
os grupos de doentes diabéticos. Reis et al. @, num estudo realizado em diabéticos sem
RD e com RDNP ligeira, obtiveram resultados idénticos, que mostraram um aumento do
tempo de laténcia no anel 2 e uma diminuicdo da amplitude da onda P1 em todos os
anéis do ERGmf nos grupos de diabéticos que estudaram.

Alguns estudos sugerem que, para avaliar a funcdo retiniana em doentes
diabéticos, a caracteristica temporal (tempo de laténcia) da onda P1 € mais importante do

que a amplitude ©* 104 108)

. Os investigadores acreditam que os doentes diabéticos tém
alteracdes temporais indicando atraso da transmissdo neuronal devido ao
comprometimento local provocado pela hiperglicemia. O aumento do tempo de laténcia
pode ser indicador do desenvolvimento das alteracdes microvasculares da RD e
correlacionar-se com o seu grau de gravidade ®. Esta observacdo sublinha uma ligacéo
entre a disfuncdo neuronal e a leséo microvascular. Fortune el al. *°¥ demostraram que o
tempo de laténcia da onda P1 em éreas localizadas com alteragfes visiveis de RD foi
consideravelmente mais lento em comparagdo com individuos sem DM. Verificaram,
também, que o tempo de laténcia da onda P1 em zonas adjacentes a areas com
alteragc6es de RD também se encontrava aumentado, considerando assim que o ERGmf
€ sensivel na detecao local de disfungéo retiniana, mesmo antes das les6es clinicas de
RD se tornarem evidentes. Por outro lado, outros estudos tém enfatizado a importancia
de ambas as componentes do ERGmf na identificacao de défices funcionais retinianos na
RD 1% Neste trabalho, constatamos que a diminuicdo da amplitude da onda P1 foi mais
sensivel na detecdo de disfuncdo neuronal e mais frequentemente observada nos

doentes diabéticos com maior gravidade de lesdes vasculares de RD.

O nosso trabalho incidiu na avaliacdo dos componentes da onda P1 no ERGmf,
mas também na andlise quantitativa das camadas da retina usando o SD-OCT e um
software para segmentacéo das camadas. De uma forma geral, este estudo longitudinal
revelou diferengas significativas na espessura de varias camadas da retina (diminuigdo

ou aumento) entre o grupo controlo e os doentes diabéticos.

Na area macular central, foi constatado um aumento da espessura da camada
nuclear interna e da plexiforme externa nos doentes diabéticos e, no grupo com RDNP
ligeira, também se observou um aumento da espessura da camada de células

ganglionares/camada plexiforme interna. Resultados semelhantes foram observados por
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Bandello et al (2015) num grupo de doentes diabéticos com RDNP. Estes achados
sugerem que, nas fases iniciais da RD, o edema macular, resultante da rotura da BHR,
se deve provavelmente & acumulagéo de fluido extracelular no plexo vascular profundo
da retina ®* 3 O aumento da espessura ndo envolve apenas uma camada, pois,
embora 0 aumento da espessura seja mais significativo na camada nuclear interna,
também se observou aumento da espessura nas camadas retinianas adjacentes,
indicando um gradiente no aumento da espessura da retina, que pode ser explicado pela

distribuicdo do fluido extracelular ),

Uma maior espessura da camada plexiforme
externa em doentes diabéticos com lesdes microvasculares deve-se, provavelmente, a

uma deterioracdo adicional da BHR e consequente aumento da permeabilidade vascular
(68, 114)

Nos doentes com DM observou-se uma diminuicdo da espessura da camada
dos segmentos externos dos fotorreceptores quando comparada com a dos individuos
sem DM. Resultados semelhantes foram obtidos por Tavares el al e Bandello et al, que
observaram menor espessura na camada dos fotorreceptores de doentes diabéticos sem
RD @ e com RDNP ) comparativamente a individuos sem DM. Os fotorreceptores s&o
0S neurénios com maior atividade metabdlica do sistema nervoso central e representam
também a maior parte da atividade metabdlica da retina, influenciando a func¢éo de todos
0s outros tipos de células retinianas **); eliminam os produtos do seu metabolismo via
corobide, através do epitélio pigmentado da retina. Desta forma, uma das hipoteses para a
diminuicdo da espessura da camada dos segmentos externos dos fotorreceptores nos
doentes diabéticos podera ser a existéncia de alteracées microvasculares da coréide que
possam contribuir para a degeneracéo dos fotorrecetores. Efetivamente, alguns autores
tém constatado que o efeito da hiperglicémia crénica na retina pode levar a perda de
fotorreceptores, através de alteracfes na via de sinalizacdo da insulina nestas células e
diminuicdo da neuroproteccdo '®. No entanto, neste estudo ndo se observou correlacéo
entre a diminuicdo da camada dos segmentos externos dos fotorreceptores e a duragéo

da DM ou os valores de HbA1lc.

Comparando-se os valores de espessura da retina na area macular central dos
doentes diabéticos, individualmente, com os valores de referéncia usados neste trabalho,
(254.5-291.3um), constatou-se que estes valores estavam diminuidos em 16.7% e
13.8%, normais em 53.3% e 58.1%, e aumentados em 30.0% e 27.9% dos olhos sem RD
e com RDNP ligeira, respetivamente. Uma diminuicdo do valor médio da espessura

central da retina em diabéticos sem RD e um aumento da espessura central da retina na
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fase de RDNP ligeira foram reportados por Oshitari et al, achado que os autores
atribuiram ao processo neurodegenerativo precoce que ocorre ha RD, precedendo as
alteracBes microvasculares ™", Neste trabalho observamos também, em 50.0% dos
diabéticos sem RD e 56.0% com RDNP ligeira, e com valor de espessura normal na area
foveal, uma alteragdo no anel 1 do ERGmf. Por outro lado, nos diabéticos com aumento
de espessura na area foveal observou-se alteracdo no anel 1 do ERGmf em 44.4% dos
diabéticos sem RD e em 50.0% dos diabéticos com RDNP ligeira. Portanto, nas fases
iniciais da RD, a degeneracao neuronal e a alteracdo da BHR podem ocorrer em graus

variaveis, em individuos diferentes.

Nas areas para e perifoveal da retina observou-se uma diminui¢cdo da espessura
da camada de fibras nervosas e das células ganglionares/camada plexiforme interna em
ambos os grupos de doentes diabéticos. Efetivamente, estudos que utilizam o SD-OCT
para identificar alteracdes correspondentes ao processo neurodegenerativo precoce da
RD, tém analisado principalmente as camadas mais internas da retina e revelado uma
diminui¢cdo da espessura meédia da retina em doentes diabéticos sem RD ou com RDNP,
comparativamente a individuos sem DM. Esta diminuicdo deve-se, maioritariamente, a
diminuicdo da espessura da camada de fibras nervosas e do complexo das células

ganglionares/camada plexiforme interna @2 1118121 ta] como por nés observado.

Ap6s 24 meses de seguimento, o grupo de doentes diabéticos sem RD
apresentou uma melhor resposta bioelétrica da retina, fundamentada pelo aumento da
amplitude de P1 em 60.0% dos doentes e diminuicdo do tempo de laténcia de P1 em
66.6% dos doentes. Também se verificou, nestes doentes, uma diminui¢cdo da espessura
das camadas nuclear interna e plexiforme externa e aumento da camada dos
fotorreceptores. Por outro lado, no grupo de doentes diabéticos com RDNP ligeira
constatou-se uma perda de células ganglionares, células bipolares e fotorreceptores na
area foveal, observada através da diminuicdo das camadas internas da retina (CFN,
CCG/CPE, CNI, CPE, CNE/SIF e SEF), bem como diminuicdo da amplitude de P1
(58.1% dos olhos). Portanto, nas fases iniciais da RD, a degeneracdo neuronal e a
alteracdo da BHR podem efetivamente ocorrer em graus varidveis, em individuos
diferentes. A degeneracdo neuronal, e consequente diminuicdo da espessura da retina,
pode ser mascarada pela acumulacdo de fluido associado a alteracdo da BHR,
resultando na aquisicdo de diferentes valores de espessura da retina nas fases iniciais da
RD % De uma forma geral, o fluido extracelular dispersa a luz dentro da retina e

impede a focalizagcdo nos fotorreceptores, diminuindo desta forma a fung&o visual. Do
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ponto de vista celular, a funcdo visual pode diminuir se a acumulacdo de fluido
extracelular: alterar as concentragbes i6nicas necessarias para ativar os potenciais
elétricos; comprimir os neurénios da retina; comprometer a conversédo de glutamato em
glutamina entre as células gliais e 0s neurdnios necessarios para a neurotransmissao; ou
aumentar a suscetibilidade dos neurénios a aminodcidos citotéxicos, anticorpos ou

células inflamatérias ©®.

A forma da onda do ERGmf é largamente moldada pela atividade das células
bipolares, com contribuicdes mais pequenas dos fotorreceptores e das células amécrinas
e ganglionares % 1% Nos doentes sem RD, ap6s uma evolucéo de 24 meses, quando
se correlacionaram os achados funcionais (tempo de laténcia e amplitude da onda P1) e
estruturais (espessura das camadas da retina), verificou-se a existéncia de uma
correlagdo moderada entre o tempo de laténcia da onda P1 e a espessura da camada
nuclear externa/segmento interno dos fotorreceptores (r= -0.403, p=(0.027), sugerindo
comprometimento funcional ou perda de fotorreceptores (cones) na éarea foveal.
Analisando as areas adjacentes, parafoveal e perifoveal, a amplitude da onda P1 mostrou
estar moderadamente correlacionada com a espessura da camada nuclear
externa/segmento interno dos fotorreceptores (r=0.398, p=0.030), camada nuclear interna
(r=0.367, p=0.046) e camada de células ganglionares/camada plexiforme interna
(r=0.531, p=0.003), sugerindo comprometimento neurofuncional dos fotorreceptores,

células bipolares e células ganglionares.

Por outro lado, nos doentes com RDNP ligeira (ETDRS nivel 20-35) foi
observada, na area foveal, uma correlacdo moderada entre o tempo de laténcia da onda
P1 e a espessura da camada de fibras nervosas (r=-0.390, p=0.010). Avaliando nao sé6 a
resposta foveal mas também das areas adjacentes, verificou-se nos anéis parafoveal e
perifoveal a existéncia de uma correlacdo moderada entre a amplitude da onda P1 e a
espessura da camada nuclear externa/segmento interno dos fotorreceptores (r=0.398,
p=0.008), camada nuclear interna (r=0.419, p=0.005) e camada de células
ganglionares/camada plexiforme interna (r=0.437, p=0.003), sugerindo alteracéo
neurofuncional dos fotorreceptores, células bipolares e células ganglionares, também
neste grupo de doentes. Hood, no seu trabalho, refere que a DM apresenta mais que um
nivel de lesdo retiniana e que a maior parte do ERGmf é diretamente gerado pelas
células bipolares ou é devido a atividade da camada nuclear interna conduzida por estas
células. Assim, a lesdo nas células bipolares terd um efeito pronunciado no ERGmf e o

efeito dependera do mecanismo que gera a lesdo “°®. Contudo, também esta descrito

69



que a DM induz apoptose neuronal das células ganglionares, améacrinas e de Miller @, e
que estes achados poder&o preceder as leses microvasculares ™%, As células gliais s&o

moduladores do fluxo sanguineo, da permeabilidade vascular e da sobrevivéncia celular
(5.6)

Outro resultado que merece ser comentado € que comparando a espessura da
camada de células ganglionares/camada plexiforme interna nos dois grupos de
diabéticos, o grupo com alteracdes microvasculares visiveis a fundoscopia (ETDRS nivel
20-35), apresentou uma espessura maior desta camada, apesar de apresentar menor
amplitude da onda P1, o que se podera explicar pela alteracdo da BHR, e consequente
acumulagdo de fluido extracelular na camada nuclear interna e camadas adjacentes
(camada de células ganglionares, plexiforme interna e externa). O aumento de espessura
da retina envolve camadas progressivamente diferentes, com diferentes tipos de células,
indicando que nenhuma célula especifica é preferencialmente envolvida **¥. Em doentes
com RDNP ligeira ocorre ativacdo da microglia e libertacdo de mediadores pro-
inflamatorios provocando rotura vascular, disfuncdo glial e morte de células neuronais

através da libertacéo de substancias citotoxicas %2,

Apesar dos mecanismos subjacentes a neurodegeneracdo ndo estarem ainda
bem esclarecidos, sabe-se que a retina interna é nutrida pela circulagdo retiniana, sendo
relativamente hipoxica em comparacdo com a retina externa primariamente nutrida pela
circulagdo coroideia. Desta forma, a hipoxia na retina interna combinada com altas
exigéncias metabdlicas, torna a retina interna mais vulneravel ao stresse metabdlico
induzido pela diabetes ®®. Por outro lado, a menor disponibilidade de insulina nestes
doentes, que seria um fator de sobrevivéncia para os neurdénios da retina, diminuindo o
risco de apoptose de células neurogliais induzida pela hiperglicémia e por produtos
terminais de (glicosilagdo avancada, pode ser outro mecanismo envolvido na

vulnerabilidade das camadas celulares da retina interna .

No presente estudo, observou-se que a duragédo da diabetes se correlaciona de
forma negativa com a espessura das camadas internas da retina (CCG/CPI e CNI) e que
os valores de HbA1c se correlacionam com a espessura das camadas externas da retina
(EPR e CNE/SIF). Sohn et al. quantificaram a espessura das diferentes camadas da
retina em doentes diabéticos sem RD e com RDNP ligeira ao longo de 4 anos e a
possivel influéncia da duracdo da DM e dos valores de HbAlc. Reportaram uma

diminuicdo da camada de fibras nervosas de 0.25 pm/ano e do complexo da camada de
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células ganglionares/plexiforme interna de 0.29 p/ano, ndo correlacionada com os valores
de HbA1c, idade e sexo ou com a duracéo da DM %9,

Embora a correlacdo entre a duracdo da DM e a espessura das camadas
internas da retina observada neste estudo seja estatisticamente significativa, a hipotese
de que a neurodegeneracdo retiniana € resultado direto da hiperglicemia crénica é
discutivel. Efetivamente, este estudo ndo mostrou uma correlacdo entre os niveis de
HbAlc e a espessura das camadas internas da retina. No entanto, a auséncia de
correlacdo entre as alteracdes detetadas pelo ERGmf e pelo SD-OCT com os valores de
HbAlc pode ser atribuida ao conceito de que os niveis de HbAlc avaliados num
determinado momento ndo representam necessariamente a histéria anterior do controlo
metabdlico do doente. Permanece em aberto quais 0s mecanismos, além da
hiperglicemia cronica, que poderdo causar a neurodegeneracgao retiniana que se observa

em individuos diabéticos.

Os mecanismos moleculares envolvidos na neurodegeneragcdo retiniana na
diabetes sdo complexos e podem incluir uma combinacéo de fatores oculares, tais como
0 aumento do stresse oxidativo, perda de fatores neuroprotetores, inflamacao,
excitotoxicidade do glutamato e fatores sistémicos incluindo a hiperglicemia, dislipidémia

@9 Efetivamente, no nosso estudo os doentes diabéticos com

e deficiéncia de insulina
RDNP ligeira apresentaram mais frequentemente co-morbilidades sistémicas, como
hipertenséo arterial, aumento do colesterol total, aumento de triglicerideos, maior IMC e

PMA do que os diabéticos sem RD.

Outro fator a considerar quando interpretamos a alteracdo da espessura das
camadas retinianas € a idade cronoldgica dos doentes. No nosso estudo, ndo foi
encontrada correlacdo entre a idade e a espessura das camadas da retina. Demirkaya et
al determinaram o efeito da idade na espessura das camadas da retina usando SD-OCT
e estimaram que, em cada periodo de 20 anos, um individuo saudavel perde
aproximadamente 2.06um na camada de células ganglionares pericentral, 0.92um na
camada plexiforme interna periférica e 1.76um nos segmentos externos dos
fotorreceptores na area foveal, enquanto o epitélio pigmentado da retina aumenta
1.32um, em média 120 No nosso estudo, no entanto, ndo foi encontrada correlagéo entre

a idade e a espessura das camadas da retina.

Em suma, sabe-se que a funcdo retiniana depende da sinergia de mdultiplos

neuronios, incluindo fotorreceptores, células bipolares, células horizontais, células
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amacrinas, células ganglionares, células da glia, mas também das células que fazem
parte das BHR interna (células endoteliais e pericitos) e externa (EPR), que medeiam o

(128, 129)

suprimento de nutrientes e controlam o fluxo idnico , € da influéncia de varios

fatores sistémicos. A lesdo e perda de tecido neuronal e consequente alteracdo da

resposta funcional observada neste estudo é corroborada por estudos prévios, #°%®

que
tém mostrado défices na fungdo neurorretiniana em pacientes diabéticos, tais como a
diminuicho a adaptacdo ao escuro e da sensibilidade ao contraste, perda de
discriminacdo cromatica e alteracdo nos campos visuais, mesmo antes do aparecimento

de lesdes vasculares.

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que a microangiopatia afeta a
resposta neurofuncional, mas que, em alguns casos, a resposta funcional poderé ja estar
comprometida antes do aparecimento de alteragbes microvasculares na fundoscopia.
Desta forma, estudos futuros longitudinais prospetivos deveréo ser realizados na tentativa
de confirmar esta premissa, jA que dois anos podem nao ser suficientes para detetar
alteracdes. Adicionalmente, sugerimos o recurso a outras técnicas de imagem n&o
invasivas, tais como o Angio-OCT, que permite a avaliagdo e quantificacdo de alteragdes
vasculares ndo visiveis na fundoscopia, como o alargamento da zona avascular da fovea

e a existéncia de areas de ndo perfusdo capilar na macula.

s

Este estudo tem limitacbes, como é o tamanho relativamente pequeno da
amostra e o facto da duracdo da doenca poder ter sido subestimada nesta analise, uma
vez que o inicio da DM tipo 2 € insidioso e poderdo ter decorrido varios anos da doenca

até se estabelecer o diagndstico, com base nos achados clinicos e analiticos.
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7. Conclusodes

Este estudo efetuado ao longo de 2 anos em doentes diabéticos sem RD
(ETDRS nivel 10) e com RDNP ligeira (ETDRS nivel 20-35), utilizando ERGmf e SD-OCT
para avaliar a presenca de neurodegeneracdo retiniana, permitiu obter as seguintes

conclusoes:

1. Confirma-se a presenca de alteracdes neurodegenerativas sem haver lesdes de
microangiopatia detetada com os métodos usados. Doentes diabéticos sem RD e com
RDNP, guando comparados com individuos néo diabéticos, apresentam maior tempo de
laténcia e menor amplitude da onda Pl (p<0.001). Apresentam, ainda, uma menor
espessura dos segmentos externos dos fotorreceptores (p<0.001) e da camada de
células ganglionares/camada plexiforme interna (p<0.001), sugerindo a presencga de
alteracbes neurodegenerativas nas fases iniciais da doenca, mesmo antes do
aparecimento de lesGes microvasculares visiveis na fundoscopia. Observou-se, também,
uma espessura significativamente maior da camada nuclear interna (p<0.001) e da
camada plexiforme externa (p=0.002) nos doentes diabéticos comparativamente ao grupo
controlo. Estes achados sugerem que o0 comprometimento neurovascular é
possivelmente secundario a alteracdo da BHR e resultante acumulacdo de fluido
extracelular nas camadas da retina, de que resulta perda de células ganglionares e

bipolares.

2. Verificou-se que, apesar da redugdo da espessura das CCG/CPI existente nos
doentes diabéticos, esta camada é mais espessa no grupo com maior gravidade de RD
(RDNP ligeira), apesar da resposta funcional destes doentes estar mais alterada que no
grupo de doentes diabéticos sem RD. Este achado sugere que a degeneragdo neuronal,
e consequente diminuicdo da espessura da retina, pode efetivamente ser mascarada pela
acumulacédo de fluido associado a rutura da BHR, resultando na aquisi¢céo de diferentes

valores de espessura da retina em individuos diferentes, nas fases iniciais da RD.

3. Usando o SD-OCT e o ERGmf, e um grupo de individuos saudaveis sem DM
como grupo controlo, foi possivel observar que a DM tem um efeito neurodegenerativo
precoce nas diferentes camadas da retina, que esti presente sem que o componente
vascular da RD se tenha manifestado ou permaneca minimo, podendo ocorrer em graus

variaveis, em individuos diferentes.

4. Ao nivel do controlo metabdlico da doenca, este estudo revelou que os valores

de HbA1c se correlacionam maioritariamente com alteracdes das camadas mais externas
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da retina (EPR e CNE/SIF), enquanto a duracdo da DM se correlaciona com a espessura

das camadas mais internas da retina (CCG/CPI e CNI).

5. A tendéncia para maior alteracdo da funcéo retiniana nos doentes diabéticos
com maior gravidade de RD enfatiza a necessidade de novas abordagens terapéuticas
gue atuem em fases mais precoces da doenca, minimizando dessa forma a perda

significativa da fungéo visual ao longo da progresséo da doenca sistémica.

6. O ERGmf e o SD-OCT sdo métodos ndo-invasivos que permitem avaliar a
unidade neurovascular da retina e identificar alteragdes funcionais e estruturais precoces
no decurso da evolucdo da RD. Estas alteracdes sdo detetadas antes da observacao
fundoscépica de lesbGes microvasculares, auxiliando o acompanhamento clinico dos

doentes diabéticos.

7. Os mecanismos fisiopatolégicos da RD perspetivam a continuidade deste
estudo, pois dois anos ndo sdo suficientes para detetar alteragdes. Por outro lado,
deverdo ser incluidas outras varidveis que permitam explicar as alteracdes que

observamos nas camadas da retina.
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8. Perspetivas Futuras

Considera-se que estudos longitudinais prospetivos futuros seréo necessarios
para confirmar e complementar estes resultados, sendo este um projeto promissor de

uma investigacao de continuidade.

O acompanhamento destes doentes diabéticos por um intervalo de tempo maior,
ajudar-nos-4 a perceber melhor as alteracbes que, apesar de apenas dois anos de
seguimento, ja foram identificadas através da ERGmf e da segmentacdo da espessura
das diferentes camadas da retina.

Seria importante avaliar areas de ndo perfusdo retiniana e alteracbes
progressivas da zona avascular foveal através de outras tecnologias ndo-invasivas,
atualmente disponiveis, de forma a poder correlacionar com os achados funcionais e

estruturais encontrados neste estudo.

Uma amostra maior dos subgrupos de doentes diabéticos seria mais promissora
e poderia fundamentar melhor os achados por nés encontrados.
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Abstract

Purpose: The aim of this study is to present the largest nor-
mative database using multifocal electroretinography
(mfERG) in the context of a multicenter clinical trial. Meth-
ods: This investigational study included 156 eyes from 78
Caucasian subjects aged 45-70 years without known oph-
thalmic disease or diabetes mellitus; the subjects were re-
cruited from 11 clinical sites in the setting of the EUROCON-
DOR project. Standardized mfERG acquisition (103 hexagons
per eye) was established based on the International Society
of Clinical Electrophysiology in Vision. At least one techni-
cian per site received both specialized training and certifi-
cation. The main variables that could have influenced the
results were considered in the analyses. Resulfts: The norma-
tive database was based on 111 eyes. The overall mean

Members of the EUROCONDOR Consortium who contributed to this
study are listed in Acknowledgments.
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P1-implicit time (IT) was 33.94 £ 1.70 ms, and the mean P1
amplitude was 30.58 + 5.20 nV/deg’. Age and gender were
independently related to predictors of P1-IT but not of P1
amplitude. The responses that were averaged for the 6 rings
showed a longer P1-IT timein the fovea, decreasing progres-
sively to the parafovea and perifovea. By contrast, P1 ampli-
tude values sharply decreased with retinal eccentricity. Con-
clusions: This normative database can be used as a compar-
ative index of expected normal values in the clinical setting
and for examining the effect of studies testing neuroprotec-

tive agents. € 2017 S.Karger AG, Basel

Introduction

The multifocal electroretinography (mfERG) tech-
nique was developed by Sutter and Tran [1] as a nonin-
vasive method of recording the spatial distribution of fo-
cal ERG using multiple input stimulation. At present it is
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Fig. 2. mfERG examination hexagons. a Representation of trace array of P1 amplitude from a normal left eye.
b Representation of 6 concentric rings (R1-R6). ¢ Upper retinal hemifield (green hexagons) and lower retinal
hemifield (blue hexagons) representation. d Nasal retinal hemifield (green hexagons) and temporal retinal hemi-
field (blue hexagons) representation. The white hexagons of ¢ and d were excluded from the analysis to prevent
the contribution of these areas that are irrelevant to the concept of asymmetry.

technician from all 11 sites received specialized training at Coim-
bra Ophthalmology Reading Centre (CORC) to standardize the
acquisition protocel and to ensure consistency ofthe examination
technique. In addition, all sites received individualized on-site re-
fresher training following specialized training and were certified
by CORC. Before participating in EURCONDOR, each technician
performed an mfERG examination on 4 eyes according to the ac-
quisition protocol to obtain their certification. Certification acqui-
sitions were reviewed by CORC to ensure high quality examina-
tions.

Analysis of Responses

The quality assessment of the examinations was based on the
evaluation of fixation, trace array waveform, and noise. Analyses
were performed using the first-order kernels. The amplitude (nV/

Multifocal Electroretinography Normative
Database

degl) and implicit time (IT; ms) of the P1 were calculated for each
hexagon (Fig. 2a), and the following measurements were per-
formed: 6 concentricrings (Fig. 2b), upper and lower retinal hemi-
fields (Fig. 2c), nasal and temporal retinal hemifields (Fig. 2d), and
the 35 zones described by Han et al. [6] (Fig. 3).

Statistics

Descriptive statistics were calculated for the amplitude and IT
of each hexagon, ring, hemisphere, and retinal zone. The correla-
tions between IT and amplitude and age were analyzed with the
Spearman correlation coefficient. The means of the retinal hemi-
spheres were compared with paired-samples £ tests. To account for
differences in age and gender, multivariate regression models were
also employed with interactions between age and gender; as a rule,
nonsignificant interaction terms were removed from the models.
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Table 2. Mean P1-IT and amplitude of the 6 concentric rings

Ring 1 Ring 2 Ring 3 Ring 4 Ring 5 Ring 6
P1-IT, ms 41.96+3.46 35.95+2.00 3421+1.80 33.53+1.82 33.45+1.69 33.83+1.77
P1 amplitude, nV/deg? 128.93+£26.42  70.15£13.34 46.83+8.27 32.56+5.72 25.02+4.73 20.27+4.04
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Fig. 5. Representation of mfERG trace arrays. a Representation of trace array from a normal left eye with eccentric fixation (red hexa-
gon), too much noise, and no typical plots. b Representation of trace array from a normal right eye with good fixation (green hexagon),

acceptable noise, and typical plots.

sion analysis was performed to investigate the influence
of gender and age on P1-IT. This analysis showed that
both age (p = 0.003) and gender (p = 0.006) were sig-
nificantly and independently associated with P1-IT. By
contrast, the amplitude did not vary by gender (females:
mean P1 30.56 + 4.95; males: mean P130.66 £ 1.13, p =
0.931).

Analysis of the Results Taking Retinal Rings into

Account

The responses of P1-IT (ms) and amplitude (nV/deg?)
of all hexagons were averaged and are summarized by
ring from the center to the periphery, as shownin Table 2.
The IT was longer in the central ring, decreased in the
parafovea, and only slightly increased again in the periph-
ery (ring 6). The amplitude progressively decreased with
the eccentricity of the retina. The results of the multiple
ring comparisons with multilevel mixed-effects linear re-
gressions adjusted for age and gender are presented in
Tables 3 and 4, showing that the decrease in P1-IT and

Multifocal Electroretinography Normative
Database

Table 3. Differences in mean P1-IT between rings by multilevel
mixed-effects linear regression adjusted for age and gender

Rings R1 R2 R3 R4 R5 R &
R1

R2 -6.016*

R3 -7.755*% -1.739*

R4 -8.440* -2.424* -0.685*

RS -8.523* -2.506* -0.768* -0.082

Ré6 -8.141* -2.124* -0.386* 0.300* 0.382*

* Significant for p < 0.003 (Bonferroni adjustment for 15 com-
parisons).

amplitude is significant except in rings 4 and 5, which
have similar P1-IT. The P1-IT and amplitude values were
averaged and analyzed by age group and rings, as shown
in Tables 5 and 6, respectively. Similarly to previous anal-
yses, the effect of gender on age was evaluated by multi-

Ophthalmic Res 5
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Table 7. Mean P1-IT and amplitude of the upper, lower, nasal, and temporal retinal hemifields

Upper retinal Lower retinal pvalue Nasal retinal Temporal retinal p value
hemifield hemifield hemifield hemifield

P1-IT, ms 33.88+1.76 33.71+1.66 0.002 33.95%1.72 33.75+1.70 <0.001
P1 amplitude, nV/deg’ 29.50+5.44 27.79+5.03 <0.001 29.20+5.25 29.35+5.13 0.463
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Fig. 6. Distribution of mean P1-1T by zone Zone No.
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Fig. 7. Distribution of mean P1 amplitude Zone No.

by zone (1 = 35 zones).

Amplitude, nV/deg?
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upper (difference = 0.17 ms, p = 0.002) and nasal retina In order to control the confounding of age and gender
(difference = 0.20 ms, p < 0.001) (Table 7). P1 amplitude in the hemifield analysis, multilevel mixed-effects linear
was found to be significantly higher in the upper retina  regressions were employed, confirming that the differ-
(difference = 1.71nV/deg? p < 0.001), while the nasaland  ences in P1-IT and amplitude between hemifields are in-
temporal hemifields presented no significant differences  dependent of age or gender (p < 0.03 for all independent
(Table 7). variables).
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