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RESUMO

A degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI), apesar de pouco conhecida
pela populagdo em geral, esta entre as principais causas de cegueira em todo o
mundo. Existem duas formas: a seca e a imida (neovascular). A forma neovascular
tem nas injecdes intravitreas de anti-angiogénicos (anti-VEGF) seu tratamento
padrdo ouro. No entanto, até um quarto destes pacientes apresenta deterioracédo da
acuidade visual, mesmo sob o tratamento preconizado. Assim, existe a necessidade
de estudos que elucidem as vias moleculares que atuam na neoangiogénese
coroidal além do fator de crescimento vascular e endotelial (VEGF). Tal pesquisa
trata-se de um estudo transversal de natureza translacional para avaliar os perfis de
proteinas do humor aquoso de 25 pacientes divididos em trés grupos: grupo 1
formado por pacientes com DMRI neovascular virgens de tratamento (chamados
naive), que em acompanhamento a posterori demonstraram boa resposta as
injecbes de anti-VEGF; grupo 2 formado por pacientes com DMRI neovascular
resistentes ao anti-VEGF e grupo 3 formado por pacientes controles, sem doencas
sistémicas ou sinais de retinopatia. Utilizamos a espectrometria de massas (label-
freeLC-MS/MS) para fazer a distingdo protedbmica dos grupos. Foram identificadas
2336 proteinas, das quais 185 estavam diferentemente reguladas e permitiram a
diferenciacdo das condi¢Bes clinicas entre si. Trinta e nove proteinas, incluindo
algumas inéditas, permitiram ainda correlacionar os grupos analisados com o
metabolismo lipidico, o estresse oxidativo, o sistema do complemento e vias
inflamatorias e da angiogénese. Assim, este estudo ratifica a participacdo de outros
potenciais biomarcadores e vias na fisiopatogénese da neovascularizagcdo macular
além do conhecido fator de crescimento vascular e endotelial (VEGF).

Palavras chave: DMRI, resisténcia, neoangiogénese coroidal, espectrometria de

massas, biomarcadores.



ABSTRACT

Age-related macular degeneration (AMD), although little known to the general
population, is among the leading causes of blindness worldwide. There are two
forms: dry and wet (neovascular). The neovascular form has intravitreal injections of
anti-angiogenics (anti-VEGF) as its gold standard treatment. However, still up to a
quarter of these patients have deterioration of visual acuity, even under the
recommended treatment. Thus, there is a need for researches that elucidate the
molecular pathways that act on choroidal neoangiogenesis in addition to vascular
and endothelial growth factor (VEGF). This research evaluates the agueous humor
protein profiles of 25 patients divided into three groups: group 1 formed by patients
with treatment-naive neovascular AMD, who in follow-up demonstrated good
response to anti-VEGF injections; group 2 comprised patients with anti-VEGF-
resistant neovascular AMD and group 3 comprised control patients with no systemic
disease or signs of retinopathy. Mass spectrometry (label-freeLC-MS / MS) was used
to make the proteomic distinction of the groups. 2336 proteins were identified, 185 of
which were differently regulated and allowed the differentiation of clinical conditions
from each other. Thirty-nine proteins, including some unpublished proteins, also
allowed correlating the analyzed groups with lipid metabolism, oxidative stress,
complement system, inflammatory pathways and angiogenesis. Thus, this research
ratifies the participation of other potential biomarkers and pathways in the
pathophysiology of macular neovascularization besides the known vascular and
endothelial growth factor (VEGF).

Keywords: AMD, resistance, choroidal neoangiogenesis, mass spectrometry,

biomarkers.
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“Se néo sabes, aprende; se ja sabes, ensina”.

(Confucio)



1. INTRODUCAO

1.1. Consideracgdes gerais

Com as ultimas transformacdes socioecondmicas e 0 envelhecimento da
populacdo mundial, progressivamente o conceito de salde faz intersec¢do com o de
transicdo epidemiolégica (MANTON, 1988; VAN WEEL; SCHELLEVIS, 2006). Este
altimo processo comumente ndo obedece aos mesmos parametros na sequéncia,
intensidade e velocidade nas diferentes regifes e paises. Tem curso dinamico e
engloba a substituicAo das doencas transmissiveis por doencas néo-
transmissiveis/causas externas, o deslocamento da carga de morbi-mortalidade dos
grupos mais jovens aos grupos mais senis e a transformacéo de uma situacdo em
que predominava a mortalidade para outra na qual a morbidade € dominante. Com
isso, ocorre 0 aumento do impacto das doencas cronico-degenerativas sobre o
estado de saude das populacdes, que sdo dos principais limitantes da qualidade de
vida, particularmente na faixa etaria mais idosa (MANTON, 1988; SCHRAMM et al.,
2014; VAN WEEL; SCHELLEVIS, 2006).

O exame clinico do paciente ainda representa a base de todo o ato médico,
especialmente quanto as consideracbes diagnosticas (CARNEIRO, 2017). E facil,
porém, imaginar que caracteristicas bioldgicas mensuraveispodem ndo contemplar o
estado clinico dos pacientes em sua completude: os sinais podem néo
necessariamente se correlacionarem com os sintomas da doenga e vice-versa
(IMRIE; TATHAM, 2016; WEINREB; AUNG; MEDEIROS, 2014). Sendo assim,
ampliar o estudo das vias fisiopatolégicas € condicao estratégica para o avanco do
conhecimento médico. Nesse contexto, a avaliacdo de genes, seus transcritos e
produtos esta cada vez mais presentes nas pesquisas medicas, corroborando com a
compreensao molecular das mais diversas patologias.

A disponibilidade do sequenciamento do genoma humano nao foi o suficiente

para elucidar, por completo, o funcionamento biolégico celular (PANDEY; MANN,
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2000). Desta forma, ratifica-se que a presenca do genoma e mesmo do RNA na
célula ndo é garantia de expressado fenotipica. O foco dos estudos nédo deve estar
apenas no gene e em seus transcritos, e sim, também em seus principais agentes
ativos: as proteinas (CATHERMAN; SKINNER; KELLEHER, 2014; PANDEY; MANN,
2000).

O termo "omics" refere-se a analises de alto desempenho de genes, seus
transcritos, proteinas ou metabolitos em um sistema. A interpretacdo de
biomarcadores moleculares € comumente utilizada para avaliar a estrutura
celular/tecidual e tem sido aplicada como uma ferramenta para a investigacao
funcional (HEIN et al., 2012; MURTHY et al., 2016, MISHUR; REA, 2012). Assim,
estudos em transcriptomica, prote6mica e metaboldomica fornecem informacdes
adicionais de proteinas e vias fisiopatolégicas para véarias enfermidades (LAUWEN
et al., 2017).

O proteoma refere-se a expressdo quantitativa do perfil proteico de uma
célula, tecido ou organismo. Engloba ndo apenas a totalidade dos produtos protéicos
traduzidos a partir das sequéncias gendmicas e inclui proteinas resultantes de
processos pos-transcricionais e pos-traducionais, sua localizacdo na célula,
interacdo e de acordo com algumas definicdes, também suas estruturas e funcbes
(AHRENS et al.,, 2010; CATHERMAN; SKINNER; KELLEHER, 2014; GSTAIGER;
AEBERSOLD, 2009). Fica claro, pois, que se trata de uma entidade dinamica (HEIN
et al., 2012) e que estd mais préoximo das manifestacdes clinicas das patologias do
gue o proprio genoma. No entanto, ndo sdo enfoques excludentes; sdo estratégias
de conhecimentos complementares (PANDEY; MANN, 2000).

A fisiopatologia de vérias doencas, via de regra, ndo é linear. Entende-se,
contudo, que as manifestacbes clinicas sdo o resultado final de alteracdes
metabdlicas. O fendtipo se manifesta mediante o acumulo dos produtos celulares
determinantes de cada doenca. No futuro, ao invés de se pensar apenas em uma
identidade clinica,também sera possivel pensar em uma identidade molecular para
inumeras condi¢cdes nosoldgicas. Isso € algo promissor, especialmente porque 0s
recentes avangos na ciéncia molecular contribuiram para a precisdo do atendimento
de cada paciente, prevenindo doencas e trazendo terapias inovadoras e
personalizadas (DOR et al., 2019; IONESCU et al., 2018; VELEZ et al., 2018).

Assim, cada vez mais, os marcadores moleculares de perfil protéico estdo presentes
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na pratica médica (CEHOFSKI; HONORE; VORUM, 2017). No entanto,
especificamente em relacdo aos estudos protedmicos, pelo potencial oferecido,

ainda sdo pouco utilizados em oftalmologia (LAUWEN et al., 2017)

1.2. Privilégio imune ocular

O olho é uma estrutura especificamente organizada para captar informacao
visual (BOWREY et al., 2016). De forma simplista, pode ser dividido em 3 camadas:
(i) uma externa, conhecida como corneo-escleral; (i) uma intermediaria,o trato uveal
(formado pela iris, ciliar corpo e coroide) e (iii) uma camada interna, conhecida como
trato neurossensorial (retina).Em seu conteudo, destacam-se o cristalino, o humor
aguoso, que preenche o segmento anterior do olho e o humor vitreo, que preenche o
segmento posterior. Com a idade, o humor vitreo vai sofrendo processo de
liquefacdo e o humor aquoso preenche os espacgos formados passando a ter
também um maior contato com o segmento posterior do olho, em especial com a
retina.

Os dois tercos internos da retina sao supridos pela artéria central da retina e o
terco externo, que ndo possui leitos vasculares, tem seu principal suporte sanguineo
os capilares da coroide, que estdo abaixo do epitélio pigmentar da retina (EPR).
Assim, para manter a homeostase, 0 olho possui duas barreiras hematorretinianas,
subdivididas em interna e externa (Figura 1). A barreira interna refere-se a adesoes
focais (tight junctions) entre células endoteliais capilares e a barreira externa é
formada por adesfes focais entre as células do epitélio pigmentar da retina. Os
capilares retinianos e 0 EPR regulam o transporte entre a circulacdo sanguinea
sistémica e o0 meio intra-ocular, garantindo ao olho a manutencédo de sua relacéo
prépria. com o0 sistema imunologico, conhecida como privilégio imune
(CAMPOCHIARO, 2015; STREILEIN, 2003; VOLZ; PAULY, 2015).

Para garantir concentracdes terapéuticas de medicacdo no segmento
posterior do olho, muitas das vezes € necessario aplicar injecdo intra-vitrea, onde
volumes de 20-100 microlitros podem ser aplicados de forma segura, normalmente
sem comprometimento visual.Dentro do humor vitreo, as drogas de maiores massas

moleculares podem ter meia-vida de dias ou mesmo semanas (LAUDE et al., 2010;
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VOLZ; PAULY, 2015). Outras tecnologias como a dos implantes biodegradaveis
intra-oculares de liberacdo controlada, podem perdurar na cavidade vitrea por
meses (REZAR-DREINDL et al., 2017).

Lamina Basal  Capilar Retiniano

Adeséo focal e
(Tight junctions) B
B

Célula Endotelial \V
(Capilar) €

Lamina Basal ____—

Célula de
Miller

Astrocito

D% Pericito

—— Epitélio Pigmentar Retiniano.

(B)

Adeséo focal
(Tight junctions)

Figura 1: (A) barreira hematorretiniana interna. Adesdes focais (tight junctions) mantém as células
endoteliais (capilares retinianos) firmemente aderidas. Pericitos, células de Miiller e astrécitos estédo
envolvidos na manutencdo da barreira hematorretiniana interna; e (B) barreira hematorretiniana
externa. Mantida por ades®es focais (tight junctions) entre as células do epitélio pigmentar da retina
(EPR). Fonte: adaptado de CEHOFSKI; HONORE; VORUM, 2017.

Embora o mecanismo ndo seja completamente compreendido, acredita-se
gue tal isolamento imunoldgico do olho, ndo se trate apenas de uma condicéo fisica
(barreiras hematorretinianas e auséncia de vasos linfaticos). Deve-se também a: (i) o
microambiente ocular inibitério, composto por fatores imunossupressores sollveis e
ligados a células (com destaque para o fator de crescimento beta, horménio
estimulador de melanécitos a, peptideo intestinal vasoativo, cluster de diferenciacéo
86, ligante do sistema Fas-FasL, trombospondina, galectinas) e (ii) regulacdo de
respostas imunes sistémicas, comoinducdo de células T supressoras (também
conhecidas por células Tregs) (STEIN-STREILEIN, 2008; TAYLOR, 2007; ZHOU,;
CASPI, 2010).

A oftalmologia pode ser considerada uma pratica meédica armada
tecnologicamente e sdo exemplos do seu arsenal propedéutico diario: topografia e

tomografia corneana, retinografia colorida, angiofluoresceinografia, angiografia por
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indocianina verde (ICGA), tomografia de coeréncia optica (OCT) e angiografia por
OCT (OCTa). A funcéo visual pode ainda ser documentada, por exemplo, por
campimetria computadorizada e eletrofisiologia. Assim sendo, os métodos
diagnosticos e terapéuticos das doencas oftalmolégicas normalmente requerem
acompanhamento regular e continuado dos pacientes, bem como a execucao de
exames por médicos treinados, muitas das vezes com a necessidade da presenca
de equipamentos especificos que podem onerar todo o sistema de saude.

Nas ultimas décadas, no entanto, a oftalmologia tem se concentrado cada vez
mais em pesquisas de precisdo para se entender a fisiopatologia e definir
estratégias diagnosticas e mesmo terapéuticas de inumeras entidades. O
entendimento da importancia de imunomoduladores inflamatérios e da hemoglobina
glicada para a retinopatia diabética e do fator de crescimento vascular e endotelial
(VEGF) para a Degeneracao Macular Relacionada a Idade (DMRI), por sua vez, sao
exemplos de marcadores moleculares que, mais do que presentes em ambientes de
pesquisa, ja sdo uma realidade na pratica diaria do oftalmologista. A utilizacdo de
biomarcadores moleculares, ao permitir a ampliacdo do entendimento fisiopatol6gico
e da histéria natural da doenca, pode garantir condutas mais precoces, prevenindo a
progressdo da doenca, garantindo visdo ao doente (KUIPER et al., 2017; REZAR-
DREINDL et al., 2016; WONG et al.,, 2014) e desonerando o Estado de custos
adicionais de tratamento.

1.3. As principais causas de cegueira no mundo

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define cegueira como a condi¢cdo em
gue se tem acuidade visual menor que 3/60 (0,05) ou um correspondente menor que
10° de campo visual no melhor olho, com a melhor correcdo possivel. Baixa viséo,
por sua vez, corresponde a uma acuidade visual menor que 6/18 (0,3), porém maior
ou igual a 3/60 (0,05) também considerando o melhor olho, com a melhor corregéo
possivel (ROODHOOFT, 2002).

Estima-se que mundialmente em 2015 havia 36 milhdes de pessoas cegas e
um total de 216,6 milhdes de pessoas com deficiéncia visual, um montante
comparavel a toda a populagédo brasileira (FLAXMAN et al., 2017) e dentre as

principais causas de cegueira e baixa acuidade visual do mundo, de origem n&o
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infecciosa, destacam-se: a catarata, o glaucoma, a retinopatia diabética e a DMRI
(FLAXMAN et al., 2017; ROODHOOFT, 2002).

A DMRI, por sua vez, atingira cerca de 196 milhdes de pessoas no mundo em
2020 (WONG et al., 2014), representando aproximadamente 10% dos casos totais
de cegueira e atualmente ja é a principal causa de perda visual severa em pacientes
acima de 50 anos nos paises industrializados.Trata-se de uma doenca que gera
baixa acuidade visual central, proporcionando perda da visdo de detalhes(AVILA;
GARCIA; ISAAC, 2015; BRANDL et al., 2016; RUDNICKA et al., 2012; SCHRAMM
et al.,, 2014; WONG et al., 2014).E, devido ao envelhecimento da populacdo,sua
prevaléncia demonstra tendéncia permanente de alta chegando a quadruplicar a
incidéncia a cada década de vida(R. et al., 2015; ZHOU et al., 2018).

Muitos sdo os fatores de risco para esta afeccdo degenerativa de causa
multifatorial (Quadro 1), sendo o0s principaisiidade, alteracbes genéticas,
demograficas (variacdo de etnia), estilo de vida (tabagismo), dieta (rica ou pobre em
vitaminas antioxidantes), exposicao a luz e fatores oculares ndo completamente
esclarecidos(CHAKRAVARTHY et al., 2010).

Fatores de risco potenciais para a degeneracdo macular
relacionada a idade avancada

Fatores oculares (n=15)

e Opacidade nuclear

e Opacidade cortical

e Pterigio

e Opacidade da lente

e [Escavacao papilar

e Primeiro olho com DMRI

e Cordairis

e Doenca ocular

e Catarata/cirurgia de catarata
e Arco corneano

e Relagéo arteriolar e venular
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e Freking
e Equivalentes esféricos
e Oculos para visio a distancia

e Historia familiar de DMRI
Fatores Cardiovasculares (n=7)

e Aterosclerose

e Histéria de doenca cerebrovascular

e Nivel sérico de colesterol total e nivel sérico de
colesterol HDL

e Hipertensdo

e Antioxidantes do plasma
Outras condi¢cbes médicas ou marcador (n=8)

e Varidveis bioquimicas incluindo albumina sérica,
Proteina C-Reativa, fibrinogénio plasmatico e
triglicerideo sérico.

e Densidade mineral 6ssea

e Diabetes

e Artrite

e Menopausa
Dieta (n=11)

e Ingestdo dietética

e Alimentos gordurosos

e Gordura animal

e Gordura vegetal

e Acido linoleico

e acidos graxos EPA/DHA
e Antioxidantes

e Gordura saturada



e Gordura monoinsaturada
e Gordura poli-insaturada

e Gordura trans-insaturada

Medicacbes (n=9)

Uso de controle de natalidade

Uso de diuréticos

Uso de antiacido

Uso de medicacdes anti-hipertensivas

Uso de drogas anti-inflamatorias

Uso de hidroclorotiazida

Terapia de reposicdo hormonal

Hormonios (mulheres)

Hipnoticos / sedativo
Estilo de vida (n=3)

e Tabagismo
e Consumo de alcool

e Nivel de atividade fisica

Luz e outras exposicfes (n=3)

e Local de nascimento
e Radiacéao solar/Exposicéo ao ar livre

e Exposi¢do quimica

Genética (n=9)

e Fibulina 5
e CST3

e CX3CR

e TLR4

e VEGF
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e LRP6

e MMP9

e HLA — genes familiares
e CFH

Demograficos (n=8)

e Género

e Idade

e Racal/etnia

e Educacao

e Peso/indice de Massa Corp6rea
e Circunferéncia abdominal

e Altura

e Estado Civil

Quadro 1: Fatores de risco em DMRI. Fonte: adaptado de CHAKRAVARTY et al., 2010.

1.4. Principais Eventos Moleculares Fisiopatolégicos em DMRI

A degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI) configura-se como uma
doenca degenerativa que atinge o epitélio pigmentar da retina (EPR) e o0s
fotorreceptores, preferencialmente maculares (VOLZ; PAULY, 2015). Estes, por sua
vez, estdo presentes na retina externa e séo células de alta atividade metabdlica
responsaveis pela conversdo da energia luminosa em impulso nervoso. Neste
sentido, e na medida em que os eritrécitos contém hemoglobina que absorvem a luz,
a auséncia de vasos nas camadas externas da retina torna-se uma importante
adaptacdo para a funcao visual (Figura 2). No entanto, representa um desafio no
tocante ao fornecimento de oxigénio e nutrientes a esse segmento retiniano, que é
suprido principalmente pela circulagdo da cordide. Os coriocapilares sao
fenestrados, possuem alto fluxo sanguineo e permitem que o plasma banhe o EPR

que seleciona o suprimento da retina externa (CAMPOCHIARO, 2015).
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Figura 2: Camadas vasculares da retina. Os vasos sdo mostrados em vermelho. O curso de
capilares peripapilares radiais séo paralelos em relagéo as fibras nervosas. (CFN: camada de fibras
nervosas; CCG: camadas de células ganglionares; CNI: camada nuclear interna; CNE: camada
nuclear externa). Fonte: adaptado de SPAIDE; KLANCNIK; COONEY, 2015.

A DMRI apresenta uma variabilidade de apresentacdes clinicas. Nos estagios
iniciais, normalmente assintométicos, observa-se um acumulo de detritos
extracelulares no espago entre o EPR e a membrana de Bruch, formando as
chamadas drusas. Estas aumentam em numero e tamanho até atingir os estagios
mais avancados da doenca, quer na forma seca (atrofia geogréafica) ou neovascular
(VOLZ; PAULY, 2015).

As drusas sdo compostas predominantemente por proteinas, lipidios, minerais
e detritos celulares e extracelulares (WANG et al., 2010). As drusas duras,pequenas
e em numero reduzido podem estar associadas ao processo fisiolégico de
envelhecimento, enquanto as drusas moles intermediarias e grandes estédo
implicadas na evolucdo da doenca. A retinografia colorida,a angiofluoresceinografia
e predominantemente a tomografia de coeréncia Optica (OCT) e mesmo a
angiografia por OCT compdem o principal arsenal propedéutico oftalmoldgico atual
que documentam tais alteracdes e caracterizam sua progressdo. Estudos
moleculares, contudo, podem ajudar a aprimorar o diagnostico e progndéstico da
referida afeccao (TAN et al., 2018).

Os componentes mais frequentemente encontrados nas drusas foram
compostos protéicos como apolipoproteina E, lipofuscina, componentes amiloides
(incluindo B amiloide), componentes do complemento e vitronectina. E o fato de tais
componentes estarem revestindo hidroxiapatita (HAP) depositada em goticulas
lipidicas extracelulares contendo colesterol, amplia o campo de investigacédo
metabolica ao se ratificar perspectiva dos compostos lipidicos e minerais na
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fisiopatologia da DMRI. Assim, entende-se que alteracbes na homeostase de
lipideos e ions metalicos de zinco, cobre e ferro podem contribuir para a
degeneragédo da retina na DMRI, normalmente associados a danos por estresse
oxidativo (ANDERSON et al., 2004; BROWN et al., 2019; HAGEMAN et al., 1999;
THOMPSON et al., 2015).

O aumento do ferro e a deficiéncia de zinco parecem estar ligados ao
acumulo de lipofuscina nas células do EPR (JULIEN et al.,, 2011) e tem sido
demonstrado que prejudicam a atividade fagocitica e lisossomal das células do EPR
por meio da peroxidacdo lipidica (TOKARZ; KAARNIRANTA; BLASIAK, 2013).
Alternativamente, um excesso de zinco contribui para a citotoxicidade do EPR
corroborando também para a formacdo e progressao das drusas (BROWN et al.,
2019).

Qualquer interrupcdo na comunicacdo entre os coriocapilares e as células
fotorreceptoras, comoa presenca de compostos drusenoides, pode induzir hipdxia
local que potencialmente acarretard na degeneragao progressiva destas células com
consequente aumento das drusas. Cria-se um ciclo vicioso. E com a idade, devido
ao espessamento da membrana de Bruch e ao afinamento destes coriocapilares
maculares, forma-se um ambiente ainda mais propicio a todo o0 processo
degenerativo (BROWN et al., 2019).

Alteragbes metabdlicas adicionais como a diminuicdo no fator de von
Willebrand e das proteinas de classe | do antigeno leucocitario humano (HLA), por
se tratarem de proteinas especificas vasculares, geram uma desdiferenciacdo das
células endoteliais em olhos com DMRI inicial que, em conjunto com a perda da
camada de células do EPR, criam uma desregulacdo da homeostase local e também
estdo associadas ao desenvolvimento de DMRI (BROWN et al., 2019; YUAN et al.,
2010).

Contudo, a DMRI seca comumente s6 é percebida pelo paciente quando ja
progrediu para o estagio intermediario ou avancado da doenca onde ocorre leséao
e/ou atrofia dos fotorreceptores e do EPR na porcdo central da retina com
consequente baixa da acuidade visual (Figuras 3, 4 e 5). Atualmente, ndo ha muitas
terapias eficazes para esta forma da doencga, sendo um estilo de vida saudavel e o
uso de polivitaminicos especificos (formulacdo AREDES 2) os meios mais indicados
para se retardar sua progresséao (VOLZ; PAULY, 2015).
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Figura 3: Modelo de formagado de depésitos sub-RPE (drusas). A formagéo e crescimento das
drusas associados a precipitagdo de HAP (hidroxiapatita, vermelho) contendo colesterol (preto). As
proteinas (azul) ligam-se & superficie HAP, o que facilita a deposi¢éo adicional de detritos levando,
em Ultima instancia, a forma¢éo dos depdsitos sub-RPE macroscopicos (amarelo). Os melandcitos

sdo representados como particulas marrons no EPR. Fonte: adaptado de THOMPSON et al, 2015.
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Figura 4: Estagios clinicos e sinais de DMRI. (a) As fotos do fundo do olho demonstram
caracteristicas clinicas da AMD em diferentes estdgios. A DMRI inicial mostra depositos
extracelulares amarelos de drusas em torno da area macular. DMRI tardia (GA) mostra alteragfes
pigmentares em torno das drusas. Um grande numero de depdésitos de drusas sdo observados
acumulados na area macular. (b) Diagrama esquematico da degeneragcédo do EPR/Fotorreceptores da
DMRI. (c) Imagens histopatologicas de cadaveres (enucleacdo) em condi¢cdo de normalidade, DMRI
em estagio inicial e DMRI em estagio avancado. Fonte: adaptado de GAO et al, 2015.
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Figura 5: DMRI seca. OCT angiography (angiograma por Tomografia de
Coeréncia Optica). Olho esquerdo de um homem caucasiano de 72 anos com
degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI) do tipo seca usando angiograma
por tomografia de coeréncia 6ptica (OCTa) do RTVue XR Avanti (Optovue, Inc.,
Fremont, CA). (A) Foto colorida do fundo de olho ampliada para uma area de
aproximadamente 3 x 3 mm centrada na macula mostrando drusas. (B) O
angiograma de OCT (3x3 mm) dos coriocapilares maculares, como em A. As linhas
verde e vermelha representam o0s b-scans de OCT dos eixos x e y que
respectivamente cruzam em uma drusa demonstrando uma area de sinal diminuido
nos coriocapilares subjacentes a mesma. (C) OCT estrutural dos coriocapilares
maculares como em A-B (En face OCT). Essa imagem foi obtida simultaneamente
durante a mesma varredura do angiograma de OCT em B. (D) b-scan OCT na secéo
transversal demonstrada pela linha verde em B evidenciando drusa. Tais cortes
foram obtidos simultaneamente durante a mesma varredura do angiograma de OCT
em B. Fonte: adaptado de CARLO et al, 2015.

A forma mais severa de manifestacdo clinica da DMRI é a neovascular, que
abarca dois tercos dos casos tardios avancados e responde por 90% dos casos de
cegueira legal provocados pela doenca (CHAKRAVARTHY et al., 2010). Esta
afeccao resulta de uma neovascularizacéo coroidal que pode gerar extravasamento
de fluido e mesmo de sangue para a retina, levando a deformacéo retiniana com
potencial baixa visual, metamorfopsia e morte celular da area atingida, muitas vezes
irreversivel (Figuras 6 e 7). A forma neovascular representa também a maioria
absoluta dos casos de resisténcia terapéutica (AVILA; GARCIA; ISAAC, 2015;

KASSOFF et al., 2001).
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Figura 6: DMRI neovascular. Progressdo da neovascularizagcdo coroidal. Esquema da
progressdo da neovasculariza¢@o coroidal em pacientes com DMRI. Fonte: adaptado de The Science
of AMD / The Angionenesis Foundation
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Figura 7: DMRI neovascular (DMRIn). OCT angiography (angiograma por Tomografia de
Coeréncia Optica) e Angiofluoresceinografia.(A) OD, homem branco, 63 anos. Angiovue -
angiotomografia de coeréncia Optica (Optovue, Inc., Fremont, CA). (Al) angiograma OCT 3 x 3 mm
segmentado demonstrando retina externa e coriocapilares. Vasos anormais cercados por
coriocapilares relativamente homogéneos. Os vasos anormais existem abaixo e acima da Membrana
de Bruch. (A2-3) OCT estrutural com uma linha vermelha correspondente a um b-scan OCT da
méacula. A3 b-scan OCT demonstra descolamento do epitélio pigmentado da retina (DEP), FSR,
colecao cistbide intrarretiniana e material hiperreflectivo tipico da neovascularizacdo coroidal. (A4-6)
Angiofluoresceinografia em estagios iniciais, intermediarios e tardios demonstrando aumento da
hiperfluorescéncia em por¢éo central da retina. Fonte: adaptado de CARLO et al, 2015.

Sendo a DMRI uma doenca multifatorial, os primeiros tratamentos para a sua
forma neovascular basearam-se inicialmente em fotocoagulacédo a laser de lesdes
extramaculares e terapia fotodinAmica com verteporfina. Com estes tratamentos,
foipossivel a prevencdo da perda visual, no entanto, ndo houve ganho terapéutico
consideravel de visdo. A terapia com fotocoagulacéo a laser térmico apresenta ainda
recidiva consideravel e dano ao campo visual (AMARO et al., 2011). Ja a terapia
fotodinamica (PDT), apesar de ainda utilizada para vasculopatia polipoidal idiopatica
da coroide, no que se refere a neovascularizacdo de DMRI, apresenta resultados
pouco precisos (SPAIDE; SORENSON; MARANAN, 2005). Nas dultimas duas
décadas, contudo, estudos com inibicdo do fator de crescimento vascular e
endotelial (VEGF) demonstraram regresséo da neovascularizagdo e melhoravisual.
Esta terapia anti-angiogénica (anti-VEGF) é atualmente o tratamento padrdo ouro

para DMRI neovascular, na medida em que é consenso que o VEGF esta no seu
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cerne fisiopatoldgico e que os anticorpos administrados por via intravitrea provaram
ser altamente eficazes e seguros (CHAKRAVARTHY et al., 2012; GAO et al., 2018;
GROUP et al., 2011; HEIER et al., 2012).

Existem no mercado trés drogas antiangiogénicas (anti-VEGF) com relativa
equivaléncia em eficacia que sdo amplamente utilizadas em escala mundial para o
tratamento da DMRI neovascular: o bevacizumabe (Avastin®), o ranibizumabe
(Lucentis®) e o aflibercept (Eylia®) (CHAKRAVARTHY et al., 2012; EHLKEN et al.,
2014; GROUP et al., 2011; HEIER et al., 2012). Cerca de um quarto dos pacientes
nao se beneficiam completamente da injecdo intra-vitrea e ha progressiva perda da
acuidade visual em detrimento ao tratamento preconizado. Este dado corrobora,
portanto, com a ideia de que multiplas vias fisiopatologicas influenciam a histéria
natural da doenca (EHLKEN et al., 2014).

Devido a incongruéncias conceituais, foi proposta uma classificacdo uniforme

da DMRI quanto a resposta ao VEGF sumarizada no quadro abaixo:

Resposta a Terapia anti-VEGF no DMRI

Resposta Morfologia Funcional

Boa

(N

Parcial

(In

Pobre
(1

Auséncia de fluido subretinal
(FSR), fluido intraretinal
(FIR), cistos intraretinais
(CIR) ou a reducdo da
espessura central da retina
no subcampo central (CRT)

>75% dos valores de base

Reducéo do CRT entre 25 a
75% dos valores de base,
efou persisténcia do FSR,
FIR, CIR e/ou aparecimento
de novo CIR, FIR e FSR

Entre 0 a <25% de reducéo
do CRT e/ou persisténcia do
FSR, FIR, CIR elou

Aumento da acuidade visual
(AV) > 5 letras da linha de
base (efeitos de teto nos
olhos com bom inicio de AV,
definido como ETDRS 70
letras ou acima). Prestar mais
atengdo nas caracteristicas
morfolégicas se AV for boa
esp>70).

Mudanca da AV de 1-5 letras
da linha de base

Mudanca da AV de 0-4 letras
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aparecimento de novo CIR,

FIR e FSR
N&o héaresposta Nenhuma mudanca ou Mudanca >5 letras, ou seja,
(= auséncia de resposta) aumento de CRT, FSR, FIR declinio da AV da linha de
(Iv) e/ou DEP comparado com a base desde 1 més apds a
linha de base terceira injecao inicial

Notas:

1. Atrofia da retina/adelgacamento e/ou fibrose subretiniana ndo envolvem resposta pobre,
mas confunde AV. Similarmente, mudan¢cas minimas do fluido sobre o tecido cicatricial etc
podem ndo implicar em resposta pobre. Estes podem resultar de uma doenca de longa data e
néo do resultado do tratamento.

2. Tubulacgdes retinianas externas (TRE) néo representam vazamento de fluido ativo.

3. Presenca de DEP — evidéncia até a data ndo indica que achatamento de PED determina
resultados; entretanto, progressdo de DEP indica ativagdo da doenga e requer ICGA para
excluir IPCV e/ou considerar a mudanca de tratamento.

4. Caracteristicas (respostas) morfologicas ou funcionais podem nao estar correlacionadas.

5. Primeira resposta determinada apos fase inicial, ou seja, na primeira visita apos ter iniciado
a terceira injecao.

6.Respostas secundérias sdo determinadas em qualquer tempo desde 1 més apds o inicio da
terceira injecdo (meses 4-11).

7. Respostas atrasadas s@o determinadas no 12° més ou apos.

Quadro 2: Normatizacdo de Resposta Terapéutica ao anti-VEGF na DMRIn. Fonte: adaptado de
AMOAKU et al., 2015)

As vias da angiogénese na DMRI, por sua vez, ja foram correlacionadas com
vias do estresse oxidativo, ativagdo do sistema do complemento, ativagdo do
sistema imune e metabolismo lipidico (Figuras 8 e 9) (AMBATI; ATKINSON;
GELFAND, 2013; REZAR-DREINDL et al., 2016; VOLZ; PAULY, 2015).
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1.4.1.Angiogénese e DMRI

A principal caracteristica da DMRI neovascular é a formagdo de novos vasos
sanguineos a partir de vasos pré-existentes. Existem trés tipos de membranas
neovasculares: (i) na tipo 1, a neovascularizacéo cresce na coroéide, abaixo do EPR;
(ii) na tipo 2, cresce da cordide, rompe a membrana de Bruch e o EPR até atingir o
espaco sub-retiniano e (iii) na tipo 3, a neovasculariza¢do cresce na dire¢cao oposta,
ou seja, nasce nos leitos capilares retinianos e seguem em direcdo aos
coriocapilares(LONG et al., 2018). O mecanismo de iniciacdo exato de proliferacao
de células endoteliais e migracdo celular através da membrana de Bruch nao é
completamente conhecido, mas infere-se ser regulado por fatores de crescimento,
interleucinas ou plasminogénios (VOLZ; PAULY, 2015). Refor¢ado por indmeros
ensaios clinicos, o VEGF esta - pois - no centro fisiopatolégico da
neovascularizacao coroidal em pacientes com DMRI (CHAKRAVARTHY et al., 2012;
GAO et al,, 2018; GROUP et al., 2011; HEIER et al., 2012).

1.4.2. Estresse Oxidativo e DMRI

O estresse oxidativo, em resumo, trata-se de uma condicdo bioldgica em que
ocorre desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e a
sua remocédo ou ainda desequilibrio no reparo dos danos causados. A retina como
um todo e particularmente a macula estdo expostasa este processo que, quando
prolongado, pode reduzir a expressédo de inibidores do sistema do complemento,
estimulando a inflamacéo e até mesmo o VEGF a ponto de comprometer a funcao
de barreira do EPR (ROHOWETZ; KRAUS; KOULEN, 2018; ZARBIN; ROSENFELD,
2010).

A exposicdo constante a luz, a elevada atividade metabodlica macular, o
envelhecimento eo acumulo patologico de lipoproteinas entre o epitélio pigmentar da
retina e a membrana de Bruch sdo os principais responsaveis pelaslesfes oxidativas
das células do proprio EPR, 0 que propicia um ambiente favoravel & degeneracéo
macular (KAUPPINEN et al., 2016).
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1.4.3. Sistema do Complemento e DMRI

O sistema do complemento € uma ponte importante entre o sistema imune
adaptativo (adquirido) e o inato. E formado por mais de 30 proteinas, tanto sollveis
no plasma como expressas nas membranas celulares. Consiste no principal
mediador humoral do processo inflamatdrio junto aos anticorpos e tem funcao de
ativar a resposta imune do paciente, fornecendo um mecanismo de defesa contra
patébgenos ou tecidos préprios modificados. Trés caminhos diferentes ativam o
sistema do complemento, todos por meio de cascatas de proteinas elaboradas: avia
classica, a via da lectina e a via alternativa (VOLZ; PAULY, 2015; YAMAMOTO;
PORTINHO, 2001).

O sistema do complemento no olho & continuamente ativado sob rigido
controle por proteinas reguladoras como os fatores do complemento soltuvel H (CFH)
e | (CFI) ou proteinas ligadas a membrana CD46 ou CD55. Varios componentes do
complemento (por exemplo, iC3b, CD46, CD59), no entanto, foram encontrados nas
drusas, fazendo desse sistema um potencial alvo terapéutico para o
desenvolvimento de anticorpos especificos, huma possivel terapia personalizada
(VOLZ; PAULY, 2015).

1.4.4. Inflamagao e DMRI

O envelhecimento do EPR em combinag¢do com a desregulacdo imunoldgica
parece desempenhar um papel fundamental na quebra da homeostase na DMRI.Ao
se detectar concentracfes elevadas de componentes do sistema do complemento
ativados, bem como aumento da presenca de microglia no olho dos pacientes, foi
possivel inserir o sistema imune inato na fisiopatologia da DMRI (ZHAO; WONG,
2012). Também reforca-se o conceito da ativacao do sistema imune adaptativo (LIU
et al., 2011), porém, os eventos que levam a ativacdo e regulacdo por citocinas
inflamatoriasdas células B e T ainda ndo foram completamente elucidados
(CAMELO, 2014; LIU et al., 2011).
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A participacdo dos processos imunoldgicos no desenvolvimento, progressao e
tratamentoda DMRI resultou na inferéncia do efeito sinérgico de drogas
imunossupressoras ao atual tratamento classico com anti-VEGF em pacientes com
DMRI neovascular. Os achados preliminares mostraram uma melhora na acuidade
visual e na espessura da retina, mas tratam-se ainda de estudos incipientes (VOLZ;
PAULY, 2015).

1.4.5. Metabolismo lipidico e DMRI

Ainda ndo se compreende de forma definitiva a formacdo dos depdsitos
drusenodides e debris metabdlicos retinianos entre o EPR e a membrana de Bruch
(drusas) ou entre 0 EPR os segmentos externos dos fotorreceptores (pseudodrusas
reticulares). Entretanto, jA € consenso na literatura sua composicdo rica em
proteinas, lipideos e minerais. E especificamente em relacdo aos lipidios,
predominam colesterol, ésteres de colesterol e fosfatidilcolina (VAN LEEUWEN et
al., 2018).

Fisiologicamente, as lipoproteinas selecionadas ou produzidas pelo EPR séo
de muito baixo peso molecular e podem seguir para 0os coriocapilares sem maiores
restricbes. Entretanto,com o envelhecimento das células do EPR e o0 espessamento
da membrana de Bruch, ocorrem retencdo e acumulo destes compostos inicialmente
na propria membrana até o total comprometimento do EPR. Mediante estresse
oxidativo local e em um processo de retroalimentacdo positiva, as drusas tendem ao
aumento em numero e tamanho, gerando progressdo da doenca (HANDA et al.,
2017).

A apolipoproteina E (Apo E), altamente expressa na membrana de Bruch e
EPR, regula a permeabilidade desta membrana as lipoproteinas. O subtipo E2
especificamente, além de reduzir a permeabilidade, aumenta o acumulo desses
detritos correlacionados com a formacao das drusas. Estudos ja demonstraram que
Apo E promove a sobrevivéncia de células fagociticas mononucleares subretinianas,
perpetuando um processo inflamatério cronico na DMRI (LEVY et al., 2015).

O transporte de lipidios por meio das membranas biolégicas é de fundamental
importancia para a estrutura, fungdo e sobrevivéncia celular. Trata-se de um

processo normalmente mediado por uma variedade de proteinas integrantes da
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membrana. No ciclo visual, destacam-se transportadores ATP-dependentes do tipo
ABC com destaque para o membro 4 da subfamilia A (ABCA4). Trata-se de um
transportador localizado nos segmentos externos dos fotorreceptores que atua como
transportador de membrana para a reciclagem de croméforos no EPR durante o
ciclo visual (HUSSAIN et al., 2018). Fritsche e colaboradores (2012) demonstraram
associacdo entre alteracdes do ABCA4 e atrofia geogréfica, estagio avancado de
DMRI seca (FRITSCHE et al., 2012).

Ativacgéo da
Micréglia Retiniana

Expresséo de Proteinas
do Complemento

Fatores do
Complemento

Invaséo de
Células Imunes

Ativacéo Cromca
do Complemento

COROIDE

Figura 8: Patogénese DMRI seca. Uma combinacao de estresse oxidativo, ativagéo
de células da microglia e alteracdo da homeostase do metabolismo celular resultam
na deposicdo de proteinas modificadas, beta-amiloide e outros detritos celulares
entre o EPR e a membrana de Bruch para a formacdo da drusa. As drusas
prejudicam o fornecimento de nutrientes e oxigénio ao EPR e aos fotorreceptores. A
ativacdo cronica do sistema do complemento atrai células imunes sistémicas
gerando morte celular na regido macular. (EPR: epitélio pigmentar da retina; CNE:
camada nuclear externa; CPE: camada plexiforme externa; CNI. camada nuclear
interna). Fonte: adaptado de VOLZ; PAULY, 2015.
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‘ Secrecéo do VEGF
(EPR em Hipoxia)

EPR

Mem. de Bruch

Invaséo de
Células Imunes Fatores do
S Complemento

Ativacéo do
Complemento

COROIDE

Figura 9: Patogénese da DMRI neovascular. A neovascularizacdo penetra na
membrana de Bruch e invade o espaco sub-retiniano. O VEGF produzido pelas
células de Muller, células do EPR e células imunes rege este processo. (EPR:
epitélio pigmentar da retina; CNE: camada nuclear externa; CPE: camada plexiforme
externa; CNI: camada nuclear interna). Fonte: adaptado de VOLZ; PAULY, 2015.

1.4.6. Principais Efetores Moleculares da Fisiopatologia da DMRI

A literatura médica demonstra, por trabalhos clinicos e experimentais,
multiplos fatores moleculares envolvidos na fisiopatologia da formag&o de drusas e
progressdo da DMRI. Destacam-se, ndo necessariamente por ordem de prioridade,

0s seguintes ja conhecidos:
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1.4.6.1. Fator de crescimento vascular e endotelial (VEGF)

E consenso na literatura o papel critico do VEGF na neovascularizacio
retiniana e coroidal. H& polémica, porém,na repercussdo da sua supressao total para
a retina, EPR e cordide. Entende-se que a esta supressdo absoluta possa causar
atrofia dos coriocapilares, que por sua vez, provocaria danos ao EPR sobrejacente e
retina (KURIHARA et al., 2012). No entanto, é improvavel que inje¢cdes intra-oculares
de anti-VEGF garantam supressao suficiente do VEGF produzido pelo EPR que
propicie esse fim indesejavel. Ainda é controversa na literatura a completa
elucidacdo da atrofia macular encontrada em alguns pacientes com DMRI tratados
com anti-VEGF. Acredita-se que néo seja um dano direto da medicacgao,visto que,
essa atrofia ndo é caracteristicamente encontrada em outras afec¢fes tratadas com
0s mesmos agentes (CAMPOCHIARO, 2015). Sendo assim, outras vias devem ser
melhor elucidadas para uma maior compreensdo multifatorial da fisiopatologia da
DMRI.

1.4.6.2. Inibidores endégenos de angiogénese

Adegradacdo proteolitica de componentes da membrana basal e outras
proteinas resulta em fragmentos que participam de um sistema de retroalimentacao
negativa da angiogénese quando o reparo normal da lesdo estd em processo de
fiinalizacdo. Assim, angiostatina (fragmento de plasminogénio), endostatina
(fragmento de colageno XVIII) e multiplos fragmentos de colageno IV tém atividade
antiangiogénica (O’'REILLY, 1997; PETITCLERC et al., 2000). Existem também
proteinas complexas como ofator derivado do epitélio pigmentar (PEDF) e
trombospondinas que participam da supressdao da angiogénese (DAWSON et al.,
1999). Um terceirocomponente do sistema de defesa antiangiogénico endoégeno € o
antagonista de VEGF chamado receptor FMS-simile tirosina quinase-1 soluvel (sFIT-
1) (FAILLA; CARBO; MOREA, 2018).
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1.4.6.3. Efetores da matriz extracelular (EMEC)

Sinais derivados da matriz extracelular (MEC) também participam da
neovascularizacdo coriorretiniana. Assim, a invasdo e migracdo de células
endoteliais através da matriz extracelular séo moduladas por moléculas de adeséao
celular, com destaque para as integrinas. A secre¢cdo de enzimas proteoliticas
chamadas metaloproteinases (MMPSs) potencializa este processo, que € modulado
por inibidores tissulares chamados TIMPs (DAMICO, 2007; KADONOSONO et al.,
1999; NITA et al., 2014).

Estudos experimentais descrevem que em ambiente de hipoxia e mediante a
producdo de receptor da fibronectina (como a integrinas a5p1), forma-se uma
membrana fibrovascular neoangiogénica que pode nao regredir a curto ou longo
prazo, mesmo quando o VEGF é bloqueado. Sendo assim, estudos inferem que uma
molécula antagonista destes referidos efetorespode levar a apoptose das células
endoteliais participantes na neovascularizagdo coroidal, resultando em sua
regressao (UMEDA et al., 2006).

1.4.6.4. Beta amiloide

O efetor beta-amiloide € representado por um grupo de peptideos curtos que
resultam da clivagem de proteinas precursoras amiléides. Tal grupo peptidico é
encontrado em depositos extracelulares como drusas de pacientes com DMRI ou
placas amiléides no cérebro dos pacientes com Alzheimer, o0 que permite que a
literatura faca um paralelo ainda ndo completamente elucidado entre estas
condicbes clinicas (LEE et al., 2019; OHNO-MATSUI, 2011).Tais peptideos
interagem com o0 sistema do complemento e trabalhos demonstram que, neste
ambiente, a expressédo de VEGF em células do EPR é aumentada. Ainda séo alvos
terapéuticos pré-clinicos, necessitando de pesquisas complementares para ratificar
e viabilizar seu potencial em DMRI (VOLZ; PAULY, 2015; YOSHIDA et al., 2005).
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1.4.6.5. Tirosina cinases (PTKs)

As tirosina cinases ou proteina quinases (PTKs) séo proteinas responsaveis
pela fosforilacdo de substratos proteicos, como por exemplo, enzimas. Atuam como
um ponto de apoio na rede de moléculas sinalizadoras independentes, cuja funcéo é
a regulacdo da expressdo génica. Podem ser divididas em duas familias: as
proteinas cinases receptoras, a exemplo do receptor de insulina e os diversos
receptores do fator de crescimento e proteinas cinases n&o-receptoras. A
fosforilacdo dasPTKs € um mecanismo chave nos processos de proliferacdo e
diferenciacdo de células endoteliais, uma vez que a atividade de receptores da
tirosina cinase € um pré-requisito para a vasculogénese e a angiogénese.Neste
contexto, o receptor transmembrana de proteina tirosina-cinase 2 (Tie2) é expresso
predominantemente nas células endoteliais vasculares. A Angiopoietina 1 (Angl)
liga-se a este receptor e estimula a fosforilacdo de mediadores da angiogénese
como a oxido nitrico sintetase (eNOS), receptor de tirosina quinase B (Akt) e
quinases reguladas por sinais extracelulares (ERK). J& a angiopoietina 2 (Ang
2)consiste em uma citocina pré-angiogénica também ja implicada em DMRIn e
correlacionada com acuidade visual, espessura macular central e gravidade de
apresentacao da doenca (NG et al., 2017). O Tie2 também ¢é regulado por uma
fosfatase, denominada proteina endotelial vascular tirosina fosfatase (VE-PTP).
Estudos experimentais demonstraram que tal proteina esta aumentada em ambiente
de hipdxia retiniana e que o antagonismo de VE-PTP com um anticorpo especifico
pode suprimir a neoangiogénese (CAMPOCHIARO, 2015).

1.4.6.6.Fator de Crescimento Placentéario (PLGF)

O fator de crescimento placentario (PLGF) tem seu mais alto nivel de
expressdo no endotélio e ativa especificamente o receptor 1 de VEGF (VEGFR1).
Este receptor, por sua vez, atua na superficie celular como receptor tanto do PLGF
como também para outros membros da familia do VEGF (VEGFA e VEGFB),
desempenhando um papel essencial no desenvolvimento da regulacdo da
angiogénese coroidal (NOWAK, 2006). Reforcando a funcdo angiogénica e relacao
do fator de crescimento placentario com o VEGFR1, estudos experimentais
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demonstram que a supressédo de VEGF A em olhos com niveis elevados de PLGF
nao elimina todos os estimulos angiogénicos coroidais inerentes a DMRI
neovascular (CAMPOCHIARO, 2015).

1.4.6.7. Fator de Crescimento derivado de plaguetas B (PDGF-B)

Também atua como fator de crescimento ao regular a formacdo de vasos
sanguineos ou a neoangiogénese coroidal. A expressdo de PDGF-B é otimizada em
ambiente de hipoxia, predominantemente em células do endotélio vascular e é
importante no recrutamento de pericitos de capilares. Estudos experimentais
demonstraram que o0 bloqueio seletivo de PDGF-B causa leve supressdo da
neovascularizacao coroidal em locais de ruptura de membrana de Bruch e tem um
efeito supressivo adicional quando combinado com um antagonista de VEGF
(LINDBLOM et al., 2003).

1.4.6.8. Fator 1 Derivado do Estroma (SDF-1)

O fator 1 derivado do estroma (SDF-1) e seu receptor (C-X-C motif receptor 4,
CXCR4) encontram-se em concentracdes elevadas na retina hipoxica. Trata-se de
uma quimiocina cujo aumento na producdo leva a uma neovascularizacdo pelo
recrutamento de células progenitoras endoteliais (CPEs) e pela inducdo de um
processo inflamatdrio (RINSKY et al., 2017). Apesar de localizados principalmente
em macrofagos, pesquisas demonstraram que os receptores de SDF-1 também sédo
expressos por células gliais retinianas, o que sugere uma estimulacdo autécrina
(LIMA E SILVA et al., 2007). Os antagonistas de CXCR4,por suprimirem fortemente
os trés tipos de neovascularizacdo retinianas, fornecem novas perspectivas de alvos
terapéuticos complementares aos antagonistas do VEGF(LIMA E SILVA et al.,
2007).

1.4.6.9. Lipofuscina (LC)

Uma das principais funcdes do epitélio pigmentar da retina é a autofagia dos

segmentos externos dos fotorreceptores em um processo denominado heterofagia.

45



E com o envelhecimento das células do EPR, € comum observar o acumulo em
lisossomos de um metabdlito ndo degradavel e autofluorescente chamado
lipofuscina (KAUPPINEN et al., 2016).

Trata-se de um lipopigmento formado por lipideos, metais e proteinas que é
especialmente abundante em células nervosas, como as presentes na retina. A
literatura confirma sua contribuicdo para a formacéo das drusas e, devido ao efeito
fototoxico e inflamatdrio da exposicao a luz azul e também ao acumulo de espécies
reativas de oxigénio, associa a lipofuscina com degeneracao retiniana, estresse
oxidativo, lesdo de células do EPR e, portanto, com DMRI. (MORENO-GARCIA et
al., 2018).

1.4.6.9. Fator Induzido por Hipéxia (HIF-1)

Trata-se de um fator de transcricdo, isto €, consiste em uma proteina que se
liga ao DNA e promove a transcricdo do gene-alvo em RNA. O HIF é uma fator
naturalmente produzido na célula de forma continua, mas em concentracdes
normais de oxigénio, € marcado pela ubiquitina e degradado por um complexo
multiproteico denominado proteassoma. Em estado de hipdxia, no entanto, o HIF-1
se acumula e transcricionalmente regula todos os genes que codificam proteinas
implicados na neovascularizacdo retiniana e coroidal (VEGF e seu receptor
VEGFR1, PDGF-B e seu receptor PDGFRb, SDF-1 e seu receptor CXCR4, Ang2 e
VE-PTP, dentre outros) (CAMPOCHIARO, 2015; KELLY et al., 2003). Desta forma,
o HIF 1, assim como o VEGF, potencialmente esta envolvido em mdultiplas vias
fisiopatolégicas da DMRI neovascular. E mais, pesquisadores ja conseguiram
detectar esta molécula-chave no endotélio e macrofagos das membranas
neovasculares humanas associadas a DMRI (CAMPOCHIARO, 2013; SEMENZA,
2000).

1.5. Diferencga entre neovascularizagéo retiniana e coroidal

Existe consideravel sobreposicdo de proteinas vasoativas envolvidos na
neovascularizacao retiniana e coroidal, principalmente porque o HIF-1 esta envolvido

em ambos os processos. No entanto, a neovascularizacéo coroidal € mais resistente
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a acdo de antagonista do VEGF (ROSENFELD et al., 2006). Uma possivel
explicacédo esta baseada nas diferencas de concentracdo de proteinas derivadas da
matriz extracelular: a neovascularizagdo retiniana cresce em dire¢do ao vitreo, um
sitio com pouca celularidade (CAMPOCHIARO, 2015). Mais experimentos sao
necessarios para testar essa hipotese, entretanto o resultado pratico da diferenca
claramente observavel na dependéncia do VEGF é que, apesar da contribuicdo de
outras proteinas vasoativas para neovascularizagdo retiniana, os antagonistas de
VEGF s&o normalmente suficientes. Em contraste, apesar da revolucéo terapéutica
dos anti-VEGF para os casos de DMRI neovascular, ainda ha supostas substancias,
ou sinais,que necessitam ser melhor compreendidos para a fisiopatologia adjuvante
da neovascularizagéo coroidal. Deve-se notar ainda que os antagonistas do VEGF
comumente ndo causam regressdo da neovascularizagdo coroidal em boa parcela
dos pacientes com DMRIn, entretanto, o tratamento prolongado com anti-VEGF
pode resultar em regressdo da neovascularizacdo coroidal com atrofia macular
secundéria (CHANNA et al., 2015). Sendo assim, até uma mais completa elucidacéo
fisiopatologica, para se evitar atrofias retinianas secundarias terminais, muitas
vezes, pode ser necessario apenas o controle do extravazamento de fluidos e da

neovascularizacao.

1.6.Biomarcadores e a estratégia translacional em pesquisas médicas

Diversas sdo as estratégias e métodos utilizados nas pesquisas cientificas
gue podem ser caracterizadas classicamente em dois polos: pesquisas basicas e
estudos aplicados. Apesar da multiplicidade conceitual, o principal objetivo da
pesquisa basica é a adesdo do conhecimento sem a obrigacdo de aplica-lo a fins
praticos. No que diz respeito aos estudos clinicos aplicados, estes sdo pesquisas
orientadas para o paciente e podem ser epidemioldgicas, comportamentais, podem
analisar as manifestacbes das doencas, as intervencdes terapéuticas, o
desenvolvimento de novas tecnologias e se materializam classicamente nos ensaios
clinicos (BUTLER, 2008; RUBIO et al., 2010). A pesquisa translacional, por sua vez,
busca unir estas duas estratégias. Tenta encurtar a transmissao do conhecimento a

medida que os resultados das pesquisas sao transferidos da bancada laboratorial
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para a beira do leito, isto €, das pesquisas basicas para a clinica (RUBIO et al.,
2010).

Ainda controverso na literatura, o termo biomarcador constitui uma
caracteristica que pode ser objetivamente quantificada, um indicador tanto de
processos biolégicos normais quanto de condicbes patologicas ou de respostas
farmacoldgicas as intervencoes terapéuticas (STRIMBU; TAVEL, 2010). Pode ainda
se tratar de uma propriedade bioldgica cuja medida ou identificacdo € util para a
prevencao, diagndstico, prognostico, tratamento e acompanhamento das doencas
(FUENTES-ARDERIU, 2013). Por conseguinte, sua elegibilidade se da mediante
caracterizacdo objetiva, exatiddo e reprodutibilidade. Seu uso em desfechos
cientificos tornou-se tdo comum que normalmente € aceito sem maiores

guestionamentos (STRIMBU; TAVEL, 2010).

1.7.Espectrometria de massas: uma nova ferramenta de andlise na era

poés-genbmica

A pesquisa translacional esta invadindo as subespecialidades médicas com
promessa de ser uma evolucdo da medicina baseada em evidéncias, objetivando
uma aproximacdo cada vez mais de uma medicina personalizada e de precisao
(SIQUEIRA, 2012).

Recentes avancos tecnolégicos em protedmica estiveram presentes na Ultima
década. A espectrometria de massas trata-se de uma técnica robusta, considerada
uma das principais tecnologias em proteémica da atualidade (CEHOFSKI; HONORE;
VORUM, 2017; YATES, 2019). E uma ferramenta analitica que ioniza espécies
quimicas e classifica estes ions com base na sua relagdo massa-carga (m/z). Ou
seja, peptideos e seus fragmentos sdo ionizados e cada uma destas unidades
apresenta uma massa e uma carga especifica, que permite sua identificacdo precisa
(Figura 10). Mais recentemente, para reduzir a complexidade das amostras a serem
analisadas pelo espectrometro ou mesmo aumentar o fracionamento dos
peptideos,foi associada a cromatografia liquida de alto ou ultra rendimento (HPCL e
UPLC, respectivamente) (PRATIMA; GADIKAR, 2018).
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Figura 10: Espectrometria de Massas e Oftalmologia. A principal tecnologia em
protedmica da atualidade para encontrar biomarcadores e suas correlacdes
fisiopatologicas em diversas condi¢cfes oculares. Fonte: do autor (2019)

Na espectrometria de massas utilizada naprotedbmica, resumidamente, temos
uma fonte de ionizacdo, um analisador de massas e um detector. Depois de
processar a amostra, compostos peptidicos sdo ionizados e posteriormente
acelerados pelo campo elétrico para serem separados por sua razao massa/carga
(m/z) no analisador. Serdo, portanto, detectados pelo espectrédmetro que esta
conectado a programas de informatica capazes de processar grandes conjuntos de
dados. Assim, a espectrometria de massas permite a separacdo cuidadosa e a
identificagdo com grande acuracia de peptideos que poderdo ser, a posteriori,
correlacionados com suas proteinas precursoras e vias de processos biologicos.

De maneira geral, os métodos aplicados em protedmica e em particular na
espectrometria de massas, podem ser classificadas como top-down ou bottom-up.
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No primeiro caso, sdo avaliadas proteinas intactas e no segundo, as proteinas séo
hidrolisadas em peptideos, na chamada fragmentacdo quimica (SCHUBERT et al.,
2017). A abordagem top-down permite cobertura total da sequéncia e caracterizacao
completa das proteoformas. J& a metodologia bottom-up (também conhecida por
shotgun), apesar de sensivel e reprodutivel mesmo em casos de proteomas
complexos como o do soro/plasma e lisados celulares, fornece respostas baseadas
em fragmentos de um todo. No entanto, considerando as limitagdes técnico-
instrumentais atuais, grande parte dos autores considera a andlise de proteinas
intactas um método ainda com muitas limitagcdes, baixa sensibilidade e baixo
rendimento (CATHERMAN; SKINNER; KELLEHER, 2014).

Tipicamente, o fluxo de trabalho na protebmica bottom-up inicia com a
digestéo triptica de uma amostra proteica em peptideos, que sdo separados por
cromatografia liquida, geralmente de alta ou ultra performance, de acordo com a sua
hidrofobicidade em fase reversa (AEBERSOLD; MANN, 2003; SCHUBERT et al.,
2017). Nesta etapa, cada componente da amostra interage de forma distinta com o
material sorvente que, quando pressurizado e bombeado por uma coluna, resulta em
tempos de retencdo distintos (para cada residuo de peptideo), permitindo sua
separacao e consequentemente fracionamento da amostra complexa. A medida que
sdo eluidos, os peptideos sdo submetidos a ionizacdo por electrospray (ESI) e
atraidos para o espectrdmetro, onde dois eventos de MS sequenciais (tandem) ditos
MS1 e MS2 podem ocorrer: MS1 para identificacdo da razdo m/z dos ions peptidicos
nao fragmentados (precursores) e MS2 para afericdo da razdo m/z dos ions
fragmentados de peptideos detectados e especificamente selecionados em MS1 —
no presente trabalho a fragmentacao dos 15 precursores mais abundantes (top 15) —
(AEBERSOLD; MANN, 2003; FENN et al., 1989). Cada peptideo apresenta um
padrdo unico de fragmentacdo, portanto, conjuntamente os dados permitem a
identificagdo confidvel dos peptideos resultantes da fragmentacdo. A Ultima etapa
consiste em mapear as sequéncias peptidicas identificadas para proteinas e
correlacionar a intensidade dos sinais detectados pelo analisador com alteracfes
relativas a abundancia entre as amostras (SCHUBERT et al., 2017).

Diante deste cenario, o namero de sitios oftalmolégicos para coleta de
amostras €, pois, bastante amplo, sendo os principais: cornea, esclera, malha

trabecular, cristalino, humor aquoso, iris, corpo ciliar, vitreo, retina, coroide, epitélio
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pigmentar da retina e filme lacrimal (FUNKE et al., 2017). Agrega-se a vantagem de
ser possivel a utilizacdo de amostras in vivo, aproximando-se ainda mais da

perspectiva de pesquisa translacional (Figura 11).

EC/EPR

v

Figura 11: Visdo esquematica da anatomia do olho humano. Sitios oculares e biofluidos
(simbolo de gota) examinados em estudos protedmicos. (NO: nervo optico; L: liquor (fluido
cerebroespinhal); R: retina; V: vitreo; EC/EPR: esclera, coréide, epitélio pigmentar da retina; I/CC: iris,
corpo ciliar; Cr: cristalino; Tr: malha trabecular; HA: humor aquoso; C: cOrnea; FL: filme lacrimal).
Fonte: adaptado de Funke et al, 2017.

Nos experimentos de descoberta onde se busca investigar todo o perfil
protéico (discovery proteomic), € comum a sele¢cdo de um conjunto de amostras com
determinada afeccdo que serd comparada com controles, usando espectrometria de
massas, sendo possivel identificar um conjunto amplo de proteinas solaveis
presentes, incluindo aquelas pouco abundantes. Assim, ao invés de se procurar
somente a presenca, auséncia ou até mesmo a quantidade de determinada proteina,
amplia-se as possibilidades investigativas ao se encontrar o proteoma daquela
amostra. Fazendo-se entdo analises pertinentes as hipéteses, torna-se possivel a
busca por biomarcadores e/ou proteinas inéditas para aquela condicdo analisada,
bem como, um maior entendimento da vias patogénicas de uma dada afeccao.

A implementacdo de técnicas de alto rendimento analitico, como a

espectrometria de massas, possibilita analises descritivas e comparativas, com alta
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precisdo, nao invasivas ou minimamente invasivas (KARTHIKKEYAN et al., 2018).
Pesquisas em oftalmologia translacional utilizando esta técnica permitem ainda que
o olho se torne uma porta de entrada para analises sistémicas.A validacdo da
técnica geralmente ocorre com andlises ortogonais, como Western Blot e ELISA,
engquanto a imuno-histoquimica pode fornecer informacdes sobre a localizacdo das
alteracdes observadas na proteina-alvo(CEHOFSKI; HONORE; VORUM, 2017).
Alguns autores, contudo, questionam a validagdo por se tratar de técnicas menos
sensiveis e especificas. A mais, pode-se ter uma maior acuracia da avaliacdo ao se
expandir o tamanho da amostra ou por meio de comprovacdes dos achados em
modelos experimentais (CEHOFSKI et al., 2014).

Assim, diante das vantagens da técnica, utilizamos a espectrometria de

massas neste estudo experimental.
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2.1.

2.2.

2. Objetivos

Objetivo Primério:

Caracterizar, por espectrometria de massas, o perfil protedmico do humor
aquoso de pacientes com Degeneracdo Macular Relacionada a Idade do
tipo neovascular (DMRIn), comparados com pacientes com Degeneracao
Macular Relacionada a Idade neovascular virgens de tratamento (DMRIn
naive) e pacientes com catarata (controle negativo).

Objetivos Secundarios:

Demonstrar os perfis proteicos alterados nas vias fisiopatoldgicas da DMRI
neovascular com capacidade de discriminacdo entre 0S Qrupos
analisados;

Demonstrar potenciais vias fisiopatogénicas adicionais e potenciais
biomarcadores, in vivo, em pacientes com DMRI neovascular resistentes
ao padrao ouro de tratamento (anti-VEGF) que possam corroborar com o
diagnéstico, o prognaostico e/ou com a terapéutica da DMRI neovascular;
Correlacionar os achados deste estudo com aqueles descritos na literatura

internacional.
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3. Justificativa

A degeneracdo Macular Relacionada a Idade (DMRI) representa a principal
causa de baixa acuidade visual severa em idosos de paises desenvolvidos. Nas
suas multiplas formas representa aproximadamente 10% dos casos totais de
cegueira e com tendéncia de alta na prevaléncia devido ao envelhecimento da
populacdo (BRANDL et al., 2016; RUDNICKA et al., 2012; SCHRAMM et al., 2014,
WONG et al., 2014).

A forma neovascular responde pelo maior percentual de perda visual em
pacientes com DMRI e o tratamento padrdo ouro para este estagio avancado é com
medicacdo antiangiogénica (anti-VEGF), entretanto, cerca de um quarto dos
pacientes tratados apresentam resisténcia (EHLKEN et al., 2014). Isto €, néo
apresentam, a contento, recuperacdo morfolégica da retina nem melhoram o
desempenho visual mesmo com o tratamento instituido. Trata-se de uma doenca
com tratamento de alto custo que compromete uma populacao vulneravel e que néao
tem sua patogénese completamente elucidada.

Por conseguinte, observa-se certa urgéncia na caracterizagdo molecular da
doenca para se aprofundar no conhecimento fisiopatolégico, ser possivel o
fornecimento de informacBes sobre sua resisténcia a terapéutica padréao,
corroborando com a caracterizacao de possiveis marcadores de diagndstico precoce
e assim buscar novos alvos terapéuticos, ainda que adjuvantes (CAMPOCHIARO,
2015).
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4. Pacientes e métodos

Os sujeitos da pesquisa foram pacientes que se submeteram a aplicacao
intra-vitrea de anti-VEGF para o tratamento de DMRI neovascular. De forma
voluntaria e respeitando a Declaracdo de Helsinque, assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), sendo este trabalho aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Oftalmolégico de Brasilia/Plataforma
Brasil, com CAAE 64921317.1.0000.5667.

O humor aquoso coletado por paracentese da camara anterior do olho com
agulha e seringa estéril num volume de 0,5 ml foi armazenado em um recipientecom
gelo seco até ser acondicionado em um refrigeradora -80°C no Laboratério de
Bioquimica e Quimica de Proteinas da Universidade de Brasilia — LBQP/UnB.O
material foi submetido a analise protedbmica utilizando técnica analitica de alto
desempenho, a ultra cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(UPLC-MS/MS).

Os sujeitos da pesquisa foram separados em 3 grupos: (i) pacientes com
DMRI neovascular virgens de tratamento, chamados aqui de naive, que em
acompanhamento a posterori demonstraram boa resposta ao anti-VEGF; (ii)
pacientes com DMRI neovascular resistentes aos anti-VEGF (descritos em detalhes
abaixo) e (iii) grupo controle composto por pacientes portadores de catarata, sem
patologias sistémicas ou afecc¢ao retiniana de base.

Para a classificacdo da DMRI, foram realizados exames oftalmoldgicos
completos com documentacdo da melhor acuidade visual corrigida (MAVC), pressao
intra-ocular (P1O), sendo todos os pacientes caracterizados quanto a morfologia
retiniana utilizando-se da Tomografia de Coeréncia Optica - Spectral Domain (OCT-
SD). Os seguintes aspectos retinianos foram analisados: presenca de fluido
intrarretiniano (FIR); fluido subretiniano (FSR); descolamento do Epitélio Pigmetar da
Retina (DEP); a espessura macular central (CRT); presenca de cistos intrarretinianos
(CIR) e presenca/aumento de sangramento subretiniano ou sub-epitelial (SUDEPR).

Para descartar pacientes com diagnosticos diferenciais, foram também

realizadas retinografia colorida (RTG), angiofluoresceinografia (AGF), angiografia
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com indocianina (ICG) e angiografia por OCT (OCT angiography). Todos estavam

cientes de que a qualquer momento poderiam se desligar do estudo, sem 6nus.

4.1. Critérios de Incluséo

Para categorizar os pacientes como resistentes foi realizada uniformizacéo de

classificacdo da resposta dos individuos com DMRI neovascular ao anti-VEGF,

sintetizada no quadro que segue:

Resposta a Terapia anti-VEGF no DMRI

Resposta

Boa

0]

Parcial

(I

Pobre
(1

N&o ha resposta
(= auséncia de resposta)
(V)

Morfologia

Auséncia de fluido subretinal

(FSR), fluido intraretinal
(FIR), cistos intraretinais
(CIR) ou a reducdo da

espessura central da retina
no subcampo central (CRT)

>75% dos valores de base

Reducdo do CRT entre 25 a
75% dos valores de base,
e/ou persisténcia do FSR,
FIR, CIR e/ou aparecimento
de novo CIR, FIR e FSR

Entre 0 a <25% de reducédo
do CRT e/ou persisténcia do
FSR, FIR, CIR  elou
aparecimento de novo CIR,
FIR e FSR
Nenhuma mudanca ou
aumento de CRT, FSR, FIR
e/ou DEP comparado com a

linha de base

Funcional

Aumento da acuidade visual
(AV) > 5 letras da linha de
base (efeitos de teto nos
olhos com bom inicio de AV,
definido como ETDRS 70
letras ou acima). Prestar mais
atencdo nas caracteristicas
morfolégicas se AV for boa
esp>70).

Mudanca da AV de 1-5 letras
da linha de base

Mudanca da AV de 0-4 letras

Mudanca >5 letras, ou seja,
declinio da AV da linha de
base desde 1 més apds a

terceira injecéo inicial
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Notas:

1. Atrofia da retina/adelgacamento e/ou fibrose subretiniana ndo envolvem resposta pobre,
mas confunde AV. Similarmente, mudangas minimas do fluido sobre o tecido cicatricial etc
podem n&o implicar em resposta pobre. Estes podem resultar de uma doenca de longa data e
ndo do resultado do tratamento.

2. Tubulag®es retinianas externas (TRE) néo representam vazamento de fluido ativo.

3. Presenca de DEP — evidéncia até a data ndo indica que achatamento de PED determina
resultados; entretanto, progressdo de DEP indica ativacdo da doenca e requer ICGA para
excluir IPCV e/ou considerar a mudanga de tratamento.

4. Caracteristicas (respostas) morfologicas ou funcionais podem ndo estar correlacionadas.

5. Primeira resposta determinada apos fase inicial, ou seja, na primeira visita apos ter iniciado
a terceira injecéao.

6.Respostas secundarias sdo determinadas em qualquer tempo desde 1 més apos o inicio da
terceira injecdo (meses 4-11).

7. Respostas atrasadas séo determinadas no 12° més ou apos.

Quadro 3:Normatizacdo de Resposta Terapéutica ao anti-VEGF na DMRIn. (Semelhante ao
Quadro 2). Fonte: adaptado de AMOAKU et al., 2015.

Para este estudo, como resistentes, utilizamos os critérios de resposta pobre
ou auséncia de resposta a 06 aplicaces mensais de anti-VEGF. A melhor acuidade

visual corrigida (MAVC) estava entre 20/400 e 20/25 pela tabela de Snellen.

4.2. Critérios de Exclusao

Para os pacientes portadores de DMRI, como critério de excluséo, tivemos
aqueles que apresentassem sinais de retinopatia que ndo devido a degeneracao
macular relacionada a idade. Para os pacientes portadores de catarata senil
(envelhecimento fisiolégico do cristalino) que compuseram o grupo controle, seriam
excluidos qualquer que tivesse sinais de retinopatia evidenciavel. Também foram
excluidos todos os pacientes com histéria de cirurgia intraocular diferente da
aplicacéo intra-vitrea de anti-VEGF nos 6 meses prévios ao projeto proposto.

O esforgco amostral inicial, isto €, 0 nimero de pacientes convocados para
compor a pesquisa foi de 250 pacientes. Devido ao crivo dos critérios de incluséo,
critérios de excluséo, dificuldades de armazenamento, amostras coletadas com
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pequenos volumes e perdas amostras no processamento, foram selecionadas: 05

amostras de pacientes para grupo naive, 10 amostras para 0 grupo persistente e 10

amostras para o grupo controle. Por questdes anteriores as analises (a exemplo de

quantidades de peptideos totais menor que os minimos exigidos para cada corrida)
e posteriores ao pré-processamento analitico (ex.:inadequado alinhamento das
amostras entre os grupos no sowftware Progenesis), obteve-se o numero de 5
amostras para cada grupo. Uma analise de poténcia estatistica a posteriori mostrou,
contudo, que 5 pacientes por fendtipo (grupo) foram suficientes para demonstrar

robustez estatistica, isto é, para atingir 86,4% das amostras com poténcia > 0,8.

4.3. Riscos e Beneficios

Apesar de ser consenso que O tratamento padrdo ouro para a DMRI
neovascular € a aplicacdo de anti-VEGF, o volume injetado intra-vitreo pode
provocar aumento da pressao intra ocular (PIO). E, em sua consequéncia, poderia
ocorrer oclusao da artéria central da retina, hipoperfusdo da cabeca do nervo 6ptico,
hipofluxo macular que culminariam em lesédo retiniana com perda de camada de
fibras nervosas e prognéstico visual potencialmente reservado (HUANG et al., 2008;
KATAYAMA et al., 2014; SHIN et al., 2017; TSUI; CHIANG; TSAI, 2008).

De forma profilatica e com o objetivo de se evitar o aumento da PIO, os
médicos assistentes utilizam-se, quando consideram necessario, da paracentese
estéril da camara anterior (procedimento reconhecido pela Sociedade Brasileira de
Retina e Vitreo — SBRV). A literatura médica demonstra que tal paracentese é uma
técnica segura que incontestavelmente impede o aumento da PIO e protege a
perfusdo retiniana, sua camada de fibras nervosas e a cabeca do nervo Optico
(ENDERS et al., 2017; ICHIYAMA et al., 2014; MATHALONE; ARODI-GOLAN; SAR,
2012).A andlise laboratorial do humor aquoso ocorreu, portanto, apenas nestas
amostras que, se nao fossem armazenadas, seriam desprezadas. As paracenteses
foram realizadas antes da aplicacdo de anti-VEGF nos pacientes com DMRIn que
tiveram o tratamento indicado por seus médicos assistentes.

Os pacientes do grupo de controle, antes da facectomia e apds a incisao

corneana de rotina para tal procedimento, tiveram o humor aguoso coletado em
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recipiente estéril em equivaléncia a paracentese em pacientes com DMRI. Da

mesma forma, também nao se agregou riscos adicionais.

4.4. Preparacdo de Amostras

As amostras foram diluidas em solucdo de TEAB 0.02M e submetidas a
sonicacdo em TipSonicador Q125 (QSonica) com intensidade a 40% do potencial
em 3 ciclos de 10 seg cada. Os concentrados proteicos foram quantificados

utilizando o método de Qubit™.

4.5. Quantificacdo de proteinas e peptideos

A quantificacdo da concentracdo de proteinas das amostras foi realizada a
partir da deteccdo de fluorescéncia pela técnica de Qubit™ (Invitrogen).
Primeiramente, preparou-se o0 reagente fluorescente a partir da juncdo entre
solucdes de fluoréforo e tampao na proporcédo de 1:200. Em seguida, aliquotas de
3ul de amostra diluidas em agua Milli-Q® (1:3) foram adicionadas ao reagente para
atingir volume final de 200ul. As misturas foram incubadas por 15 min cada, de
forma sequencial, e entdo analisadas no equipamento portatil Qubit™.

Apés a leitura de cada amostra, a concentracéo final foi obtida multiplicando o
valor da leitura pelo fator de diluicdo escolhido. O protocolo do fabricante é

apresentado na figura 12.
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Solugdo Padrdo (Calibrantes)

Todos os reagentes devem estar
em temperatura ambiente ﬁ ﬁ

Reagente
ngltTM . L uL\, \' 1oL
1xnpl 190 pL g U
J Volume final de 200pL
e ~ 199 x n pL* Amostras

Solugéo de 180-199 pL
Tampsio Trabalho
Qubit™ Qubit™

120 pL\ 120 i\, 1-20pL\,

* Onde n = niumero de calibrantes somado ao nimero de amostras U U g

Volume final de 200uL

CEE)

Figura 12: Quantificagdo por Qubit™. Instrucbes do fabricante acerca do
procedimento para calibragcdo e quantificacdo. Fonte: adaptado do fabricante
(Invitrogen)

4.6. Digestao Triptica de Proteinas em Solucéo (Classica)

Foram aliquotadas 10ug de proteina em tubos Eppendorf de baixa adsorgao
para proteinas e peptideos (LoBind) para o processo de digestédo. Liofilizados em
concentrador rotatério SpeedVac™ SC100 (Savant™), os extratos proteicos foram
inicialmente ressuspensos em solucdo de TEAB 20mM, ureia 8M e DTT 50mM (pH
7,9) e incubados por 25 min a 55°C e 400rpm. Sob abrigo de luz e apés
resfriamento, foi adicionada solugéo de IAA suficiente para atingir concentracéo final
de 14mM e incubou-se novamente por 40 min a 21°C e 400rpm. Posteriormente foi
adicionada solucéo de DTT na concentracao final de 5mM para parada da reacéo de
alquilagéo.

As amostras foram entdo diluidas na razdo 1:50 (enzima: proteinas totais)
com solucdo de TEAB 20mM (pH 7,9), devido a intolerancia da enzima tripsina a
altas concentracbes de ureia, ja considerando a adicdo de solucdo de CacCl:

suficiente para atingir concentracao final de 1mM e a adi¢ao de tripsina (Promega)
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na razdo 1:50. Em seguida, as amostras foram incubadas por 13 horas a 37°C e
300rpm, e apoés o periodo de digestédo, foi adicionado TFA na concentracédo final de
1% para evitar clivagens inespecificas e parar a reacdo. Os digestos proteicos foram

dessalinizados imediatamente.

4.7. Dessalinizagéo de Peptideos

Os peptidios tripticos foram dessalinisados em microcolunashome-made de
fase reversa. Construidas a partir de discos Empore™ SPE (Sigma-Aldrich, USA),
com particulas C18 de caracteristica hidrofébica, as microcolunas permitem a
purificacdo e enriquecimento dos peptideos a partir da retirada de sal e subsequente
eluicdo dos mesmos.

Para o preparo das microcolunas, construidas em ponteiras P200, foram
realizadas sequéncias de centrifugacdo a 1000g por 3 min com 100uL de MeOH
100%, seguido de 100uL de solucdo de acetonitrila 80%(v/v) e acido acético
0,5%(v/v), e por fim 100uL de solucéo de acido acético 0,5%(v/v).

Finalmente, os digestos proteicos foram adicionados as colunas,
centrifugados a 900g durante 4 min e dessalinizados duas vezes com 100uL de
solucéo de acido acético 0,5% (v/v) a 1000g por 3 min.

A eluicdo dos peptideos foi realizada com concentracfes crescentes de
acetonitrila (25%, 50%, 80% e 100%), mantendo a concentracdo de acido acético a
0,5% nas solucdes, e centrifugacdes lentas de 600g durante 3 min.As fracdes, de
20uL (v/v) cada foram coletas emtubosEppendorfLoBind.

Os peptideos eluidos foram liofilizados em concentrador rotatério
SpeedVac™SC100 (Savant™) e armazenados a -80°C até a quantificacdo, também

realizada segundo a plataforma Qubit™.

4.8. Analiselabel-free por uPLC-MS/MS

As amostras foram analisadas por um sistema cromatografico RLSC nano-
UPLC Dionex Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific) acoplado a um espectrébmetro

de massas LTQ-Orbitrap Elite (Thermo Fisher Scientific).
61



Da fracao de proteinas extraidas e processadas, foi injetado 1ug de peptideos
empré-coluna home-made (100pum de diametro interno x 3cm de comprimento)com
particulas esféricas de silica revestidas por C18 ReprosilPur de 5um e poros de
120A (Dr. MaichGmbH) para remocéo de residuos de sais.Posteriormente, esses
peptideos foram fracionados em coluna analitica home-made (75um de didmetro
interno x 24cm de comprimento) com particulas C18 ReprosilPur de 3um e poros de
120A (Dr. MaichGmbH). O gradiente linear deeluicdoentre os solventes A(acido
férmico 0,1% em agua) e B (acido formico0,1% em acetonitrila) foi composto de 2%
a 35% de B durante 155 min.

Os espectros de massas foram adquiridos em modo positivocom aquisicdo de
espectros de MS/MS dependente de dados (Data DependentAcquisition — DDA). Em
MS1foram obtidos espectros em alta resolucdo (120000 FWHM) entre 300 — 1650
m/zno analisador Orbitrap. Cada varredura foi seguida por MS2 dos 20 ions mais
intensos,acima do sinalminimo requerido de 3000,no analisador ion trappelométodo
de dissociacdo induzida por colisdo (CID). A reandlise de ions ja fragmentados foi
inibida por exclusdo dinamica, favorecendo a identificacdo de peptideos menos

abundantes.

4.9. Andlise de Dados

4.9.1. Progenesis Ol

Os espectros foram  processados pelo softwareProgenesis QI

(http://www.nonlinear.com/progenesis/qi) (Nonlinear Dynamics©), onde

primeiramente foram submetidos ao alinhamento do tempo de retencao
cromatrografico e em seguida quantificados de acordo com a area de intensidade
integrada dos picos recuperados do extractedionchromatogram (XIC).

A aplicagdo do filtro Anova (p<0.05) garantiu a triagem de eventos
estatisticamente significativos, no intervalo de confianca de 95%. Estes tiveram seus
espectros de MS2 aceitos para exportacao e identificagdo na plataforma Peaks®

Studio 7.0 (http://www.bioinfor.com/peaks-studio) (BioinformaticsSolutions, Inc.)

obedecendo o0s seguintes parametros: proteinas com minimo de 2 peptideos,
taxonomia Homo sapiens, banco de dados UniProtKB - SWISS-PROT/TrEMBL
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(abril/2019), acuracia MS1 de 10ppm; acuracia MS2 de 0,5Da; até 2 locais de
clivagem perdidos; carbamidometilacdo de cisteinas como modificacdo fixa;
oxidag&o de metionina como modificagéo variavel.

O numero de proteinas, grupos de proteinas e nimero de peptideos foram
filtrados com FDR inferior a 1%, utilizando-se ao menos 2 peptideos para a
identificacdo.Além disso foram ativados os modulos de busca por modificacdes do
banco Unimod com base em padrbes de fragmentacdo, bem como busca de
mutacdes pontuais.

A lista de identificacbes foi exportada novamente para o softwareProgenesis
QI, onde aplicou-se também as identificagdes de proteina o filtro Anova (p<0.05). As
andlises multivariadas ndo supervisionada tipo PCA (Pattern Cluster Analysis) e as
de hierarquizagdo HCA (Hierarquical Cluster Analysis) tipo dendograma finalizaram o

refinamento de dados baseado no desenho experimental.

4.9.2 MetaboAnalyst

A fim de avaliar a representatividade das proteinas reveladas pela analise no
software Progenesis QI em cada cenario de estudo, construiu-se um arquivo com 0s
dados de abundancia bruta correspondentes em cada amostra para processamento
no software MetaboAnalyst 3.0® (http://www.metaboanalyst.ca) (XIA; WISHART,

2016). Devido ao grande numero de variaveis, ocorreu transformacdo dos dados
protedmicos em logaritmos, sendo organizados em forma de PeakListe inseridos no
referido software onde primeiramente foi realizado o tratamento de dados por meio
do alinhamento automatico dos valores m/z, normalizacao por soma e centralizacao
em média dividida pela raiz quadrada do desvio padrdo de cada variavel (escala de
Pareto). Picos que apareceram em menos que 50% das amostras de cada grupo
foram ignorados.

Foram realizadas andlises univariadas, multivariadas, de agrupamento e de
classificacdo. Inicialmente, o Teste t-student e Anova ndo paramétricos foram
empregados para avaliar a significancia estatistica (p<0.05) dos ions peptidicos
adquiridos. Em sequéncia, a analise multivariada n&o supervisionada PCA permitiu

observar a tendéncia de agrupamento das amostras.
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Andlises ndo supervisionadas de agrupamento hierarquico e nao hierarquico
foram realizados para revelar semelhancas entre os grupos. O dendograma baseou-
se na distancia euclidiana calculada pelo algoritmo Ward para minimizar perdas
geradas pelo agrupamento. J4 o heatmaputilizou correlagdo de Pearson calculada
pelo algoritmo Ward a partir de dados gerados pelo VIP score (PLS-DA imp.

features).

4.10. Anotacdes Funcionais

O software Strap ( http://www.bumc.bu.edu/cardiovascularproteomics/

cpctools), a partir de codigos do banco experimental UniProtkB, classificou e
agrupou as proteinas identificadas considerando funcdo molecular, componente
celular e processo biolégico — chamado de categorizacédo por Gene Ontology(GO) —
presentes nos bancos de dados GO, EBI QuickGO e UniProtKB (BHATIA et al.,
2009).

O software Blast2go (https://www.blast2go.com) realizou anotacfes funcionais

nao sO6 baseado no banco de dados GO como também NCBI (para proteinas nao
redundantes e dados relacionados ao gene), a partir da sequéncia de aminoacidos
de cada proteina (GOTZ et al., 2008).

A representacdo de vias e as interacfes entre as proteinas reguladas foram
avaliadas com o uso das plataforma String, permitindo a representacao grafica de
tais interacbes. O recurso esta disponivel online e de forma gratuita no site

http://string-db.org e a ferramenta serve ainda para destacar 0s enriquecimentos

funcionais nas listas de proteinas fornecidas, usando o sistema de classificacédo
funcional GO e o banco de dados KEEG (Enciclopédia de Genes e Genoma de
Kioto).

Complementarmente, foram avaliadas as 30 proteinas com melhor grau de
contribuicdo para a discriminagdo entre os cenarios clinicos eleitas a partir do VIP
score gerado pela analise PLS-DA imp. Featuresno software MetaboAnalyst, uma

classificacdo multivariada superviosionada, ndo-parameétrica.
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5. RESULTADOS

Os resultados foram encontrados por analises estatisticas obtidas pelos
softwares Progenesis, MetaboAnalyst, String, Termo GO (Gene Onthology) e banco
de dados KEEG (Enciclopédia de Genes e Genoma de Kioto) para distincédo das trés
condi¢cdes clinicas pesquisadas: (i) pacientes com Degeneracdo Macular
Relacionada a Idade do tipo neovascular virgens de tratamento (DMRIn naive), (ii)
pacientes com DMRIn resistentes ao tratamento padrdo ouro com anticorpos contra
o Fator de Crescimento Vascular e Endotelial (VEGF) e (iii) pacientes com catarata,
qualificados como controles negativos de retinopatia. Os espectros obtidos
permitiram caracterizar o conjunto total de proteinas detectaveis nas amostras, bem
como avaliar quantitativamente aquelas que apresentaram abundancia relativa
significativamente diferente entre os grupos analisados (Tabela 1). A analise das
proteinas identificadas forneceu ainda informacdes sobre os componentes que
melhor distinguiram as condi¢des clinicas da pesquisa, sendo agrupadas quanto as

vias de sinalizacao biologica, termos GO e interacdes que mantiveram entre si.

Tabela 1: Estatistica dos Resultados

Correspondéncias de espectro peptidico 85880

Sequéncias de peptideos 10736

Grupos de proteinas 1536

Proteinas 2336

Proteinas (#Peptideos Unicos) 415(>2); 145(=2); 584(=1)
FDR (Correspondéncias de espectro-peptidico) 1.0%

Fonte: do autor (2019).

Nas amostras de humor aquoso analisadas, foi identificado um total de 2336
proteinase 1536 grupos proteicos. Destes, 891 grupos de maneira confiavel (FDR <
1%) e 85 proteinas estavam reguladas entre as condi¢cdes analisadas, permitindoo
agrupamento dos pacientes (PCA) e a distincdo entre os trés grupos da pesquisa,

conforme ilustra a figura a seqguir:
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Figura 13: Andlise PCA pelo software Progenesis QI (p<0.05) apresentando os scores
plot das proteinas reguladas no humor aquoso de pacientes do grupo DMRIn naive,
do grupo DMRIn resistentes ao anti-VEGF e Grupo Controle. As amostras de pacientes
com DMRIn naive sdo representadas em azul, as de pacientes com DMRIn resistentes ao
anti-VEGF em roxo e as de pacientes controle em laranja. As proteinas sdo dispostas em
cinza de acordo com o estado de regulacdo positivo e o cenério respectivo. Ocorre
sobreposi¢cdo espacial de replicatas na figura. Fonte: adaptado do software Progenesis QI
(do autor, 2019).

Uma analise de poténcia estatistica a posteriori mostrou que 5 (cinco)
pacientes por cenario clinico foram suficientes para demonstrar robustez estatistica,
atingindo 86,4% das amostras com poténcia > 0,8. Tais proteinas reguladas foram
agrupadas emdendogramas, isto €, graficos hierarquicos (clusters) de acordo com
seus perfis de abundancia em cada grupo analisado, como demonstrado nas

Figuras 14 e 15, respectivamente.
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Figura 14: Gréfico hierarquizado (andlise HCA) mostrando o agrupamento de
proteinas de acordo com seus perfis de abundancia pelo software Progenesis QI
(p<0,05). (do autor, 2019).

Figura 15: Perfis de abundéncia relativa de proteinas agrupadas. As amostras de pacientes com
DMRIn naive séo representadas em azul, as de pacientes com DMRIn resistentes ao anti-VEGF em
roxo e as de pacientes controle em laranja. Cada linha da figura representa uma proteina e cada
ponto no pico ou no vale, a abundancia da mesma por paciente. As proteinas representadas estédo
com predominio de regulacdo positiva nos casos de DMRIn naive e DMRI resistente e com
predominio de regulacdo negativa nos controles em (A). O oposto corre em (B). Fonte: adaptado do
software Progenesis QI (do autor, 2019).

Como critério adicional de restringéncia, foram consideradas apenas as
proteinas identificadas com dois ou mais peptidios para uma identificacdo protéica
mais confiavel.

Dessa forma, mediante analise estatistica utilizando-se a plataforma

MetaboAnalyst e realizacdo de testes confirmatérios post-hoc para definicdo das
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condicbes em que cada proteina encontra-se significativamente regulada, foi
possivel determinar por analise multivariada o Variable Importance Projection scores
(VIP-scores), as trinta proteinas que melhor discriminam os grupos analisados
(Figura 16).
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Fosfatidilinositol 3-quinase 2 (o}
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Figura 16: VIP scores das proteinas que melhor discriminam as condi¢cdes clinicas
analisadas (PLS-DA imp. features, p<0.05). As caixas coloridas a direita indicam a
intensidade relativa de cada proteina nos respectivos grupos. Fonte: adaptado do software
MetaboAnalyst (do autor, 2019)

As trinta e nove proteinas abaixo (Tabela 2) permitem a discriminacdo dos
grupos analisados e possuem correlacionadas com funcdo visual ou com vias

metabdlicas direta ou indiretamente ligadas a neoangiogénese coroidal, condigdo

essencial na patogénese da DMRI neovascular.
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Tabela 2: Proteinas discriminantes selecionadas por fun¢do metabélica (anotacdes GO)

PROTEINA FUNGAO BIOLOGICA ANOVA MAX REGULAGCCAO  REGULAGAO
(P) FOLD POSITIVA NEGATIVA
CHANGE
1 Amiléide simile - estresse oxidativo 0.02 2.98 Naive Controle
proteina 1 - ligagao de ion de metal de
(APLP1) transicado
(F5GZ08)
2 Cadeia Pesada - resposta imune adaptativa 0.016 71.91 Naive Resistente
de - via de sinalizagdo do
Imunoglobulina receptor de células B
MU - ativagdo da via classica
(PO1871) do complemento
- resposta imune inata
- migragao de leucdcitos
- regulagédo positiva da
ativagéo das
células B
3 Complemento C8 - ativagdo do complemento 0.019 6.16 Naive Controle
cadeia alfa
(P07357)
4 Ectonucleotideo - regulagdo da 0.0032 6.00 Naive Controle
pirofosfatase / angiogenese
familia
fosfodiesterase —
membro 2
(ENPP2)
(E7EUF1)
5 Fator de - adesao celular 0.00063 7.66 Naive Controle
crescimento - regulagdo do crescimento
insulina-simile celular (receptor tirosina
proteina 7 quinase)
(IGFBP-7)
(Q16270)
6 Fator de - regulacdo negativa da via 0.013 7.00 Naive Controle
crescimento de sinalizagéo do receptor
insulina-simile do fator de crescimento
proteina 7, semelhante a insulina
isoforma CRA_a
(AOA024R433)
7 Fator Derivado - regulagdo negativa da 0.03 3.09 Naive Controle
de Epitélio angiogénese
Pigmentar - regulacdo negativa da
(PEDF) resposta inflamatéria
(P36955)
8 Fator do - ativacé@o do complemento 0.0048 5.86 Naive Controle
Complemento H - regulagdo da ativagdo do
relacionado a complemento
proteina 1
(Q03591)
9 Interfotorreceptor - percepgéo visual 0.00022 9.32 Naive Controle
de matriz
proteoglicano 1
(IMPG1)
(Q17R60)
10 Lipocalina 1 - modulagédo do estresse 0.024 1.98 Naive Resistente
(Tear oxidativo
prealbumin),
isoforma CRA_a
(LCN1)
(AOA024R8D7)
11 Proteina 4 - desenvolvimento ocular 0.013 1.56 Naive Controle
Ligante de - resposta ao acido
Retinol (RBP4) retindico
(P02753) - processo metabdlico do

acido retingico

- processo metabdlico de
retinol

- transporte de retinol
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12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

Antigeno CD14
de diferenciacé@o
monocitica
(F1C4A7)

Apolipoproteina
A-l, isoforma
CRA_a
(AOA024R3E3)

Apolipoproteina
A-IV
(P06727)

Calicreina
Plasmatica
(P03952)

Clusterina
(AOA384NKS6)

Complemento C2
(B4DQI1)

Complemento C3
(P01024)

Complemento
C4-A
(POCOL4)

Complemento C7
(P10643)

Fosfoinositideo
Fosfolipase C
(Q86YU9)

Glutationa
peroxidase (GPx)
(AOA087X1J7)

Inibidor Tecidual
de
Metaloproteinase
1 (TIMP1)
(Q58P21)

Proteina 3
ligadora de
Retinol
(P10745)

Receptor 1 do
Fator de
Crescimento
Vascular
Endotelial
(VEGFR-1)
(AOAIW2PNW4)

Receptor de
tirosina cinase,
isoformaCRA_a
(AOA024RD88)

Superoéxido
dismutase
extracelular [Cu-
Zn]

(SOD)

(P08294)

Vitronectina

- percepgao visual

- resposta inflamatéria 0.00039
- armazenamento de 0.00048
lipidios

- processo biossintético de
lipoproteinas

- regulagdo negativa da
atividade da lipase

- homeostase lipidica 0.00019
- transporte lipidico

- remogcao de radicais

superéxido

- desmonte da matriz 0.034
extracelular

- fibrindlise

- ativacéo do

plasminogénio

- resposta inflamatéria 0.00097
- regulacdo do sistema do
Complemento

- ativagdo do complemento 0.031

- ativacé@o do complemento 0.00025

- ativagdo do complemento 0.00029
- resposta inflamatéria

- resposta imune inata

- regulagédo positiva da

depuracédo (cleareance) de

células apoptéticas

- ativagdo do complemento 0.00043

- processo catabdlico 0.01
lipidico

- responsta ao estresse 0.032
oxidativo

- inibidor da atividade de 0.0027
metaloendopeptidase

- regulagdo da
angiogénese

- processo metabdlico 0.0023
lipidico

- processo metabdlico do

retinol

- percepcao visual

- via de sinalizagéo do 0.0049
receptor do fator de

crescimento vascular

endotelial

- via de sinalizagéo do 0.037
receptor do fator de

crescimento vascular

endotelial

- resposta celular ao 0.0011
estresse oxidativo
- resposta a hipoxia

- regulagédo do 1.19x10°

4.64

8.54

7.90

3.70

4.47

2.89

3.71

5.81

5.12

15.44

2.29

3.99

4.87

22.05

21.65

2.68

5.24

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Controle

Controle

Controle

Naive

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle]

Naive

Naive

Controle

Controle

70


https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006979
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006979

complemento 5
- regulacéo positiva do

VEGF

- constituinte da matriz

extracelular

- adesao celular

29 Catalase - envelhecimento 0.00046 434.28 Controle Naive
(P04040) - resposta celular ao
estimulo do fator de
crescimento
- resposta celular ao
estresse oxidativo
- regulagdo negativa do
processo apoptético
- protegdo UV

30 Fator do - ativagdo do complemento 0.041 29.42 Controle Resistente
Complemento B
(CFB)
(AOA1U9X7H5)

31 Cristalina Alfa - percepcao visual 1.7X10° 400.79 Controle Naive
Cadeia B - ligante beta amiléide
(P02511) - resposta a hipoxia

32 Cristalina Beta - percepgao visual 1.2x10° 240.93 Controle Naive
A4
(P53673)

33 Cristalina Beta - percepgao visual 2.59 633.81 Controle Naive
B1 - desenvolvimento
(P53674) lenticular

34 Cristalina Beta 3, - percepgao visual 0.013 379.97 Controle Naive
Isoforma CRA_a
(AOA024R1B)

35 Cristalina Gama - percepcao visual 0.00032 199.03 Controle Resistente
C
(P0315)

36 Enolase 1 - via glicolitica 0.0032 25.44 Controle Resistente
(AOA024R4F1) - estimulagao auto-imune

37 Cristalina Beta 2 - percepcéao visual 0.00014 141.67 Controle Naive
(RAUMM2)

38 Metalotioneina — - resposta celular ao 0.0011 Infinito Controle Naive
1G estimulo do fator de
(P13640) crescimento vascular e

endotelial

- regulagdo negativa do
crescimento

39 Ubiquitina - resposta a isquemia 0.017 2830.46 Controle Naive
hidrolase - processo catabdlico de
carboxi-terminal proteina dependente de
(VOHW74) ubiquitina

A correlacdo entre condicbes por perfis de abundancia para o conjunto
completo de proteinas foi realizado pelo programa Progenesis. Destacou-se 0
conjunto de 135 proteinas com menor p-valor (Anova) e as 30 proteinas apontadas
pela analise VIP score (Figura 17).
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Figura 17: Andlise HCA por agrupamento em heatmap das proteinas discriminantes
indicadas pela andlise PLS-DA (imp. features, p<0.05). A intensidade relativa de cada

7

proteina é apresentada para cada amostra analisada segundo a coloracdo indicada na
escala lateral. As amostras, por sua vez, sdo agrupadas de acordo com 0 respectivo
cenario. Fonte: adaptado do software MetaboAnalyst (do autor, 2019).

Redes biolégicas sao informaces complexas, conhecidas matematicamente
como grafos, que podem ser definidas como um conjunto de elementos
(denominados noés) que estdo conectados entre si por uma série de ligacdes
(arestas). Os elementos protéicos encontrados nesta pesquisa foram agrupadas em
vias moleculares pelas plataformas String e BlastKoala (FDR<0.02) e representados
nas referidas redes onde os nos simulam proteinas e as arestas, as relacdes
metabdlicas que elas mantém entre si (Figura 18).
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Figura 18: Rede e Anélise de Enriquecimento. Vias metabdlicas do termo GO detectadas como
reguladas pelas plataformas String. (A) Vias de desregulacdo da homeostase. (B) Vias de
desregulacao lipidica. (C) Vias de desregulacdo do HIF-1 (isquemia). As ligacBes entre as proteinas
representam interac8es, conforme o padrdo do programa String.
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6. DISCUSSAO

s

A degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI) é tradicionalmente
classificada em duas formas: seca e neovascular. Trabalhos de metanalise projetam
para o ano de 2020 um total de 196 milhdes de pessoas com algum estagio de
DMRI, aumentando para 288 milhdes em 2040 (Figura 19) (WONG et al., 2014).
Trata-se de uma doenca cronico-degenerativa da retina, sendo lider entre as causas
de perda de visdo central. E responsavel por aproximadamente 50% de todos os
casos de cegueira central entre 0s idosos nos paises ocidentais e, apds 0s 55 anos
de idade, as taxas de incidéncia quadruplicam a cada década de vida (ZHOU et al.,
2018). No Brasil, entretanto, ainda € pouco divulgada e ndo se tem dados
epidemioldgicos atualizados e que contemplem todo territério nacional.

A baixa acuidade visual final da DMRI se deve as lesGes dos fotorreceptores
maculares e epitélio pigmentar da retina (EPR), cujos residuos se acumulam em
forma de drusas predominantemente entre o EPR e a membrana de Bruch.
Especificamente, as drusas sao depdsitos extracelulares compostas
predominantemente por proteinas, lipidios, minerais e detritos celulares (GAO et al.,
2015; WANG et al., 2010), cuja concentracdo na regido central da retina (macula)
corresponde ao sinal clinico classico encontrado ao exame do fundo de olho em
DMRI. Apesar do fato de que,em estagios iniciais, geralmente nao estarem
associadas a perda apreciavel de visdo, o nimero e o tamanho das drusas servem
como sinais de progressédo da doenca. Ou seja, as drusas duras, pequenas e em
namero reduzido podem estar associadas ao processo fisiolégico de
envelhecimento, enquanto 0 aumento em numero e tamanho destes depositos
extracelulares implicam na progressao da DMRI (GAO et al., 2015; KASSOFF et al.,
2001), conforme visualizado no Quadro 4.
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Categoria do DMRI

Primeiro Olho*

Categorias de Elegibilidade para o DMRI (Classificagdo)

Segundo Olho

Tamanho da Drusa+ Area da Drusa+ Pigmentos
anormais++
1 Nenhum ou <125 um de Nenhum Igual ao primeiro
(auséncia de DMRI) pequeno diametro circular(= olho
(<63 um) 5-15 drusas
pequenas)
2 Pequeno (<63 pum) > 125 pum de Ausente ou Igual ao primeiro
(DMRI inicial) ou intermediario diametro circular presente, mas AG olho ou categoria 1
(263, <125 pum) ou (sobre 1/150 de ausente
ndo requerido se area de disco)
anormalidades Ao menos 1 drusa
pigmentares
presentes
32 Intermediario (263, >360 um de circulo Ausente ou Igual ao primeiro
(DMRI <125um) de diametro (sobre presente, mas AG olho ou categoria 1

intermediaria)

3b
(DMRI
intermediaria)

42
(DMRI avangada)

4ab
(DMRI avangada)

ou largo (2125 um)
ou ndo requerido,

1/16 de area de
disco) se drusas

se Atrofia macias indistintas
Geografica(AG)+ estdo presentes (=
presente 20 drusas

Primeiro olho igual a
categoria 32

Primeiro olho igual a
categoria 1, 2 ou 3a

Primeiro olho igual a
categoria 1, 2 ou 3a

intermediarias)
2656 umdiametro
circular(sobre 1/5
de drea de disco), se
drusas macias
indistintas estdo
ausentes(= 65
drusas
intermediarias)
Ao menos 1 drusa

central+ ausente

ou?2

Acuidade Visual
(AV)<20/32 ndo
devido a DMRI ou
desqualificacdo
uniocular estar
presente]]
DMRI avancgado]]#

AV<20/32 devido ao

DMRI, mas o DMRI

avancgado# ndo esta
presente§

*Deve ter AV>20/32, DMRI ndo avancado e nenhuma lesdo desqualificante.

+ Drusa e AG (Atrofia Geografica) sdo avaliados dentro de 2 discos de diametros (3000 um) do centro da macula.

++ Anormalidades pigmentares (aumento de pigmentagdo ou despigmentag¢do) com 1 disco de diametro do centro da
macula.

§ Olho nao elegivel para evento de AV

11 Olho ndo elegivel para evento de DMRI

# A AG (Atrofia Geografica) envolve o centro da macula ou sinais de neovascularizagdo coroidal (presenga abaixo do epitélio
pigmentar da retina ou da retina sensorial do fluido, sangue, fibrovascular ou tecido fibroso)

Quadro 4: Categorias de Elegibilidade para o DMRI (classificacdo). Fonte: adaptado de
KASSOFF et al., 2001.
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Figura 19: Prevaléncia de DMRI. Projecdo do numero de pessoas com DMRI (seca e neovascular)
por regido em 2014, 2020, 2030 e 2040. Fonte: adaptado de WONG et. al., 2014.

O tratamento padrdo-ouro atualmente utilizado para a DMRI neovascular é
com anticorpos contra o fator de crescimento vascular e endotelial (anti-VEGF)
(CHAKRAVARTHY et al., 2012; GAO et al., 2018; GROUP et al., 2011; HEIER et al.,
2012).Tem-se descrito na literatura varios tipos fatores de crescimento vascular e
endotelial (VEGFs) que vai do VEGF-A até o VEGF-E, passando pelo fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o fator de crescimento placentéario
(PLGF). E o VEGF-A, porém, o prototipo associado & DMRI neovascular (AVILA;
GARCIA; ISAAC, 2015; HOLMES; ZACHARY, 2005).

O bevacizumabe (Avastin®; Genentech, US) consiste em um anticorpo
monoclonal que se liga a todas as isoformas de VEGF. Trata-se, porém, de uma
droga inicialmente desenvolvida para o tratamento de neoplasias, com destaque
para metastases colorretais (AVILA; GARCIA; ISAAC, 2015; FERRARA; HILLAN:;
NOVOTNY, 2005). Inclusive por questbes de custos, esta sendo utilizada nos casos
de DMRI neovascular, mesmo sem constar na bula (medicamento off-label)
(SCHMID et al., 2014).

O ranibizumabe (Lucentis®; Genentech, US) é um anticorpo monoclonal de
fragmento Fab, recombinante e modificado que neutraliza todas as isoformas do
VEGF-A (ROSENFELD et al., 2006).Sua eficacia e seguranca foram estabelecidas
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por inUmeros ensaios clinicos, sendo os estudos pivotais ANCHOR, MARINA e PIER
(ABRAHAM; YUE; WILSON, 2010; BROWN et al., 2006; REGILLO, 2008).

O aflibercepte (Eylia®; VEGF Trap; Bayer AG, Leverkusen, Germany;
Regeneron, Tarrytown, NY, US) é uma proteina receptora recombinante de VEGF
solivel que possui uma alta afinidade, aparentemente maior que os outros dois
medicamentos anteriomente citados,pelo VEGF-A e ainda pelo fator de crescimento
placentario (PLGF) (AVILA; GARCIA; ISAAC, 2015; HOLASH et al., 2002;
PONGSACHAREONNONT et al., 2018). Os estudos classicos VIEW 1 e VIEW
2mostraram nao-inferioridade e equivaléncia clinica entre o aflibercepte com o
ranibizumabe no tratamento de DMRI neovascular(HEIER et al., 2012).

O tratamento classico da DMRIn adota protocolos de anti-VEGF ditos fixos ou
variaveis. Os primeiros sdo algoritmos utilizados em estudos iniciais e mais rigidos
na aplicacdo de algum dos anti-VEGF anteriormente descritos. Os Ultimos seguem
um acompanhamento mais flexivel onde ou se avalia a necessidade de tratamento
nas consultas mensais (“Pro Re Nata”, “PRN”) ou se programa uma estratégia mais
espacada das injecBes de anti-VEGFapés o controleda doenca (“TreatandExtend”,
“TAE”)(AVILA; GARCIA; ISAAC, 2015).

Existem trabalhos que demonstram a equivaléncia na eficacia entre estas
estratégias, com a caracteristica de considerar a terapia variavel mais afeita ao
mundo real na medida em que geralmente diminui o0 nimero de injecBes e de visitas
dos pacientes ao consultério médico, reduzindo os custos e lhes sendo mais
conveniente (ARNOLD et al., 2015; STEWART, 2015).

N&o existem trabalhos nacionais atualizados, mas para efeito comparativo, o0
valor total do tratamento por paciente ao longo da vida com as principais
medicacOes liberadas pela ANVISA no Brasil (ranibizumabe e aflibercepte) varia
entre 33 e 48 mil délares (HERNANDEZ et al., 2018). Trata-se de uma terapia de
alto custo que, no entanto, cerca de 25% dos pacientes mantém atividade da doenca
apesar do tratamento preconizado (EHLKEN et al., 2014). E mais, como uma
parcela consideravel dos pacientes sédo diagnosticados ja com fibrose subretiniana,
além do tratamento precoce com maior eficacia, um diagndstico também precoce
seria fundamental para um progndstico visual satisfatdrio destes pacientes.

Diante disto, vias patogénicas alternativas adicionais estdo sendo

continuamente estudadas para se encontrar uma terapia mais eficaz, em especial
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para a parcela de pacientes com resisténcia ao tratamento atual. Sendo assim, as
vias da neoangiogénese na DMRI neovascular ja foram correlacionadas com vias do
estresse oxidativo, ativacdo do sistema do complemento, ativacdo do sistema imune
e metabolismo lipidico (AMBATI; ATKINSON; GELFAND, 2013; REZAR-DREINDL et
al., 2016; VOLZ; PAULY, 2015).

O presente estudo utilizou-se de uma técnica de alto desempenho, a
espectrometria de massas, o que permitiu, em diminuta quantidade de amostras
liguidas e mesmo com apenas 0,5 ml de humor aquoso obtidos via paracentese de
camara anterior e menos que 1 pg de proteinas totais por amostra,a identificacéo de
2336 proteinas em pacientes com DMRI e em seus controles (catarata). Foram 185
as proteinas que estavam reguladas entre as condi¢fes analisadas que permitiram o
agrupamento de replicatas e a distingdo entre os trés grupos da pesquisa e 34
proteinas respeitaram o crivo de terem suas funcdes biolégicas descritas e
potencialmente correlacionadas com fisiopatogénese da DMRI neovascular
(Tabela3).

Tabela 3: Proteinas discriminantes selecionadas por fungdo metabdlica relacionadas a
fisiopatogénese da DMRI

. - REGULADA REGULADA
PROTEINA FUNCAO
POSITIVAMENTE NEGATIVAMENTE
FUNCAO VISUAL

Cristalina Alfa Cadeia - percepcao visual Controle Naive
B - ligante beta amil6ide
(P02511) - resposta a hipéxia
Cristalina Beta A4 - percepcao visual Controle Naive
(P53673)
Cristalina Beta B1 - percepgao visual Controle Naive
(P53674) - desenvolvimento lenticular
Cristalina Beta 2 - percepgao visual Controle Naive
Cristalina Beta 3, - percepcao visual Controle Naive

IsoformaCRA_a

Cristalina Gama C - percepcéao visual Controle Resistente
(P0315)
Interfotoreceptor - percepcao visual Naive Controle
matriz de
proteoglicano 1
(IMPG1)

METABOLISMO

LIPIDICO
Apolipoproteina A-l, - armazenamento de lipidios Resistente Controle
isoformaCRA_a - processo biossintético de

lipoproteinas
- regulacdo negativa da
atividade da lipase
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ESTRESSE
OXIDATIVO

ATIVACAO DO
SISTEMA DO
COMPLEMENTO

Apolipoproteina A-IV

FosfoinositideoFosfoli
pase C

Proteina 3 ligante de
Retinol (RBP-3)

Amiléide simile
proteina 1 (APLP1)

Catalase
(CAT)

Enolase 1

Glutationa peroxidase
(GPx)

Lipocalina 1
(Tear prealbumin),

isoformaCRA_a
(LCN1)

Superéxido dismutase
extracelular [Cu-Zn]
(SOD)

Cadeia Pesada de
Imunoglobulina um

CFB

Clusterina

Complemento C2

Complemento C3

Complemento C4-A

Complemento C7

Complemento C8
cadeia alfa

Fator do
Complemento H
relacionado a proteina
1

- homeostase lipidica

- transporte lipidico

- remogao de radicais
superéxido

- processo catabdlico lipidico

- processo metabdlico lipidico
- percepgao visual

- estresse oxidativo
- ligagao de ion de metal de
transicao

- resposta celular ao estresse
oxidativo

- regulagdo negativa do
processo apoptético

- estimulacéo auto-imune

- responsta ao estresse
oxidativo

- modulagédo do estresse
oxidativo

- resposta celular ao estresse
oxidativo
- resposta a hipoxia

- resposta imune adaptativa

- via de sinalizag&o do receptor
de células B

- ativacéo da via classica do
complemento

- resposta imune inata

- migracéo de leucécitos

- regulacédo positiva da ativacao
das

células B

- ativacéo do complemento

- resposta inflamatéria
- regulacédo do sistema do
Complemento

- ativagdo do complemento

- ativacéo do complemento

- ativacéo do complemento
- regulagéo positiva da
depuracéo (cleareance) de
células apoptéticas

- ativagdo do complemento

- ativacéo do complemento

- ativacéo do complemento
- regulagdo da ativagdo do
complemento

Resistente

Resistente

Resistente

Naive

Controle

Controle

Resistente

Naive

Resistente

Naive

Controle

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Resistente

Naive

Naive

Controle

Controle

Controle

Controle

Naive

Resistente

Controle

Resistente

Controle

Resistente

Resistente

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle
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INFLAMACAO

ANGIOGENESE

Vitronectina

Antigeno CD14 de
diferenciacao
monocitica

Cadeia Pesada de
Imunoglobulina “MU”

Calicreina Plasmatica
(KLKB1)

Clusterina

Enolase 1

Fator Derivado de
Epitélio Pigmentar
(PEDF)

Ectonucleotideopirofo
sfatase / familia
fosfodiesterase —
membro 2 (ENPP2)

Fator de crescimento
insulina-simile
proteina 7 (IGFBP-7)

Fator de crescimento
insulina-simile
proteina 7,
isoformaCRA_a

Fator Derivado de
Epitélio Pigmentar
(PEDF)

Inibidor Tecidual de
Metaloproteinase 1
(TIMP1)

Metalotioneina — 1G

Receptor 1 do Fator
de Crescimento
Vascular Endotelial
(VEGFR-1)

Receptor de tirosina
cinase,
isoformaCRA_a(KDR)

- regulagdo do complemento
- regulagéo positiva do VEGF
- constituinte da matriz
extracelular

- adesdo celular

- resposta inflamatéria

- resposta imune adaptativa

- via de sinalizag&o do receptor
de células B

- ativacéo da via classica do
complemento

- resposta imune inata

- migracéao de leucécitos

- regulacédo positiva da ativacao
das

células B

- regulacgéo inflamatéria

- desmontagem da matriz
extracelular

- fibrindlise

- ativacé@o do plasminogénio

- resposta inflamatéria
- regulacdo do sistema do
Complemento

- estimulacéo auto-imune

- regulagdo negativa da
angiogénese

- regulagdo negativa da resposta
inflamatéria

- regulacdo da angiogenese

- regulacdo do crescimento
celular

- regulacdo negativa da via de
sinalizagédo do receptor do fator
de crescimento semelhante a

insulina

- regulagdo negativa da
angiogénese

- regulagdo negativa da resposta
inflamatéria

- regulacdo da angiogénese

- resposta celular ao estimulo do
fator de crescimento vascular e
endotelial

- regulacdo negativa do
crescimento

- via de sinalizag&o do receptor
do fator de crescimento vascular
endotelial

- regulacdo da angiogénese

- via de sinalizag&o do receptor
do fator de crescimento vascular
endotelial

Resistente

Resistente

Naive

Resistente

Resistente

Controle

Naive

Naive

Naive

Naive

Naive

Resistente

Controle

Resistente

Resistente

Controle

Controle

Resistente

Naive

Controle

Resistente

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle

Controle

Naive

Naive

Naive
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Vitronectina - regulagdo do complemento Resistente Controle
- regulagéo positiva do VEGF
- constituinte da matriz
extracelular
- adesdo celular

Ubiquitina hidrolase - resposta a isquemia Controle Naive
carboxi-terminal

*A repeticdo de proteinas se deve por algumas possuirem mais de uma das funcdes
selecionadas. Proteinas com significancia estatistica (Anova p < 0.005) comparando 0s grupos naive,
resistente e controle entre si. Fonte: do autor (2019).

SERPINF1

)

Legenda:

CRYBB1 Efetores de homeostase e coagulagéo

CRYBB2 wisai Efetores da via da angiogéneses

= @
NS

U regulado positivamente

P = persistente
N = naive

Figura 20: Agrupamento das proteinas selecionadas em vias moleculares/processos
biolégicos. As ligagBes entre as proteinas representam interagfes, conforme o padrdo do programa
String. Fonte: do autor, 2019.

O privilégio imune do olho é fator protetor da funcdo e homeostase ocular
(AMBATI; ATKINSON; GELFAND, 2013). Este privilégio imunologico € caracterizado
pela tolerancia a antigenos estranhos ao olho, devido principalmente a expressao de
fatores imunossupressores enddgenos e a auséncia de linfaticos intra-oculares
funcionais (MOROHOSHI et al., 2009; STREILEIN, 1995). No entanto, a introducéo
de sinais inflamatérios estranhos ou fatores enddgenos (alguns ainda
desconhecidos)evoca uma resposta imune inata local (AMBATI; ATKINSON;
GELFAND, 2013). Assim, em estado de homeostase, as inUmeras vias dacascata do

complemento, do metabolismo lipidico eda inflamag&o funcionam harmonicamente
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para manter a funcdo ocular; entretanto, a desregulacédo destas vias e 0 estresse
oxidativo tdo comum na regido macular podem estimular a degeneracéao retiniana,
desenvolvendo todo processo fisiopatogénico da DMRI com potencial progresséo
neovascular coroidal (AMBATI; ATKINSON; GELFAND, 2013; PARK; CONNOR;
LAMBRIS, 2019; REZAR-DREINDL et al., 2016; VOLZ; PAULY, 2015). A Figura 20
demonstra a interacdo que as proteinas selecionadas apresentam entre si e com as
vias principais e assessoOrias adicionais da angiogénese coroidal, anteriormente
mencionadas.

A funcéo visual ndo se restringe aos olhos. O ser humano interpreta as
imagens no cortex occipital cerebral, no entanto, a homeostase ocular é
imprescindivel para a sensacéo visual fisiologica e varias espécies proteicas estao
envolvidas neste processo. As cristalinas sdo exemplos de proteinas muito
abundantes e sollveis nos tecidos oculares e sao as principais componentes do
cristalino, o tecido mais rico em proteinas do corpo. A literatura ja demonstra,
contudo, outras importantes fungbes das cristalinas relacionadas com o trato
neurossensorial do olho, com destaque para a regulacdo de astrécitos, remodelacéo
de vasos retinianos (SINHA et al., 2008), regulacdo da apoptose (MA et al., 2011)
edepuracdo dos segmentos externos dos fotorreceptores pelo EPR (VALAPALA et
al.,, 2014a). Em DMRI neovascular, trabalhos jA demonstraram iniUmeros auto-
anticorpos e complexos imunes contra alfa e beta cristalina, na retina e coroide,
envolvidos em um processo de inflamacéo cronica ocular (MOROHOSHI et al.,
2012a). As a-cristalinas sdo expressas em citosol e mitocéndrias de células do EPR,
protegendo-as do estresse oxidativo. Funcionam ainda como moduladores da
angiogénese, do VEGF e as proteinas chaperonas derivadas de a-cristalinas
também funcionam como inibidores da morte celular induzida por oxidacdo
(KANNAN; SREEKUMAR; HINTON, 2016). As proteinas beta cristalinas e o
Interfotoreceptor matriz de proteoglicano 1 (IMPG1) também estdo envolvidos na
percepc¢ao visual que estavam reguladas entre as condi¢cdes analisadas e também
permitiram o agrupamento de replicatas e a distingdo entre os trés grupos da
pesquisa. A literatura ainda carece de estudos que correlacionem estas proteinas
com a fisiopatogénese da DMRI de forma consistente. A proteina 4 ligante de retinol

(RBP-4), aléem de ter anotacdes GO envolvendo a percepc¢ao visual e o metabolismo
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do retinol, também ja foi retratada em um potencial tratamento da DMRI atréfica e da
Doenca de Stargardt (CIOFFI et al., 2015).

As drusas correspondem a um acumulo de detritos celulares incluindo
proteinas, minerais e lipidios entre a membrana de Bruch e o EPR (WANG et al.,
2010). E o acamulo lipidico neste sitio é considerado um acontecimento precoce na
fisiopatogénese da DMRI (Curcio et al., 2001; Curcio et al., 2005a; Chen et al., 2010;
Conley et al., 2005; Neale et al., 2010). O acumulo de lipoproteinas ha membrana de
Bruch em si ndo € condicdo suficiente para formar as drusas, sdo também
necessarios efeitos da oxidacao lipidica e ativacdo de vias inflamatérias. Assim, em
pacientes senis, lipoproteinas e lipidios oxidados sdo como um gatilho precoce da
fisiopatogénese da DMRI, em especial pelo ambiente macular favoravel ao estresse
oxidativo devido a exposicao constante a luz, a elevada atividade metabdlica
macular, ao alto fluxo sanguineo, ao acumulo patolégico de lipoproteinase a
capacidade antioxidante reduzida do EPR envelhecido (HANDA et al., 2017; JUN et
al., 2019).

Apesar da patogénese das drusas nao ser completamente elucidada,
Thompson et al. (2015) propdem um novo mecanismo para sua formacédo e
crescimento. Utilizando espectrometria de massas por imagem e cristalografia de
raios X, os pesquisadores confirmaram a presenca de fosfato de calcio (HAP) em
esférulas ocas contendo colesterol em todos os depdésitos sub-EPR na mécula e
periferia. Por imunohistoquimica, comprovaram que inimeras proteinas como fator
do complemento H, vitronectina e beta amildide revestiam tais esférulas. Ou seja, a
producdo e secrecdo de lipideos e lipoproteinas contendo colesterol, secretados
pelo menos em parte pelo EPR (JOHNSON et al., 2011), sdo recrutados e retidos na
membrana de Bruch envelhecida(CURCIO et al., 2009; RUDOLF; CURCIO, 2009)
gue sequencialmente, em um processo de oligomerizacdo auto-dirigida, facilita
deposicdes adicionais proteicas levando, em Jdltima instancia, & formacédo e
crescimento das drusas (JUN et al.,, 2019). Outros estudos fazem ainda uma
analogia entre oxidagdo de lipoproteinas na membrana de Bruch com o evento da
aterosclerose (HANDA et al., 2017; JUN et al., 2019; NEWSOME et al., 1987; TYL
HEWITT; NAKAZAWA; NEWSOME, 1989; ZARBIN, 2004).

As drusas funcionam como uma barreira entre 0s coriocapilares e 0s

fotorreceptores, limitando a oxigenacdo e o suporte nutricional dos cones e
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bastonetes e, por conseguinte, a hipéxia e isquemia geradas configuram-se como
agentes fundamentais na fisiopatogénese da DMRI (CARLO et al., 2015). O sistema
ubiquitina-proteossoma € um dos principais componentes responsaveis pela
degradacdo de proteinas danificadas ou desnecesséarias ao metabolismo celular
produzidas pela heterofagia dos segmentos externos dos fotorreceptores(BLASIAK
et al., 2019). A ubiquitina hidrolase carboxi-terminal foi encontrada regulada
positivamente nos controles e negativamente no grupo com DMRIn virgens de
tratamento. Tal achado vai de encontro a pesquisadores como Gleen e
colaboradores (2012) que encontraram a ubiquitina hidrolase carboxi-terminal
regulada positivamente em pacientes com DMRI e disfuncdo do EPR (GLEEN et al.,
2012)

A presente pesquisa encontrou nas amostras de humor aquoso analisadas,
inUmeras proteinas frequentemente associadas a particulas lipoproteicas, incluindo
fator de complemento H, proteina amildide-similar 1 e vitronectina que foram
destacadas por Thompson et al. (2015) na fisiopatogénese da DMRI. Assim como as
duas primeiras, a vitronectina apresentou uma analise estatisticamente significante
para diferenciacdo entre os grupos analisados, estando neste caso regulada
positivamente no grupo resistente e negativamente no grupo controle. As descricbes
GO correlacionam ainda a vitronectina como constituinte da matriz extracelular, com
regulacdo do complemento, regulacdo positiva do VEGF e adesédo celular.
Encontraram-se ainda as isoformas A-l e A-IV da apolipoproteina reguladas
positivamente em pacientes com DMRI resistente, corroborando com achados de
Levy e colaboradores (2015) que demonstraram que a apolipoproteina consiste em
um fator promotor da sobrevivéncia de fagécitos mononucleares sub-retinianos e,
portanto, estimulador da inflamagdo cronica na DMRI (LEVY et al., 2015).
Fosfoinositideo fosfolipase C e Proteina 3 ligante de Retinol (RBP-3) que
apresentam anotagfes GO relacionados a metabolismo lipidico também foram
encontradas nas amostras analisadas reguladas positivamente no grupo resistente e
negativamente no grupo controle.Morohoshi e colaboradores (2012b) identificaram
anticorpos anti-retinianos contra RBP-3 em pacientes com DMRI neovascular
(MOROHOSHI et al., 2012b).

Ja foi extensamente documentada a associacdo entre estresse oxidativo e

afeccdes relacionadas a idade, a exemplo da doenca de Alzheimer, doenca de
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Parkinson, aterosclerose, certos tipos de cancer e DMRI (DENTCHEYV et al., 20083;
DONG et al., 2009; HOLLYFIELD et al., 2008). Para efeito comparativo, a retina tem
0 maior consumo de oxigénio por grama de tecido no corpo humano, sendo
juntamente com o EPR extremamente suscetivel a dano provocado pelo estresse
oxidativo (HERNANDEZ-ZIMBRON et al.,, 2018). Quando esses fatores s&o
combinados no tempo, a carga oxidativa pode acumular-se rapidamente e,
eventualmente, superara capacidade anti-oxidante do olho, tendo como evidéncia
deste desequilibrio a grande quantidade de proteinas oxidadas,lipidios e fatores
relacionados a inflamacado constituindo as drusas (BLASIAK, 2011). A heterofagia
dos fotorreceptores pelas células do EPR € uma fonte constante de acidos graxos
poliinsaturados gerando um ambiente rico em espécies reativas de oxigénio (ERO)
(CATALA, 2011) que pode induzir a modificagdo oxidativa de fosfolipidios. Todo este
ambiente de exposicdo a ERO induz reconhecimento imunoldégico com dano
inflamatorio principalmente, por meio davia de ativacdo da cascata do complemento
(HERNANDEZ-ZIMBRON et al., 2018; SHAW et al., 2012).

O presente estudo encontrou na analise protedmica do humor aquoso
proteina amiloide, catalase (CAT), enolase, glutationa peroxidade (GPx), lipocalina e
superéxido dismutase (SOD) reguladas entre o0s cenarios, que permitiram o
agrupamento dos pacientes por seu perfil global de proteinasnos trés cenarios
analisados. Também foi possivel observar correlacdo das anotacfes GO destas
proteinas as alteracbes de funcionalidade causadas pelo estresse oxidativo
presentes na DMRI.

A retina contém um consideravel nimero de agentes antioxidantes nos
fotorreceptores e EPR, principalmente na porgcéo central da retina a exemplo de
enzimas como a superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e
catalase (CAT) (MROWICKA et al., 2017). As duas primeiras foram encontradas em
concentracdo aumentada nos casos de DMRI resistentes ao anti-VEGF, entretanto,
a catalase esteve com regulacdo positiva no grupo controle neste estudo
experimental em questdo. Esta enzima por estar regulada positivamente no controle
pode indicar que estes pacientes sem retinopatia estdo em homeostase com relagao
ao seu metabolismo de oxirredugéo, contrastando com a diminuicdo encontrada nos

outros cenarios naive e persistente.
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A proteina amiloide, ja muito conhecida na fisiopatologia da doenca de
Alzheimer (KASIM et al., 2019), é também um importante componente das drusas
(LEE et al., 2019; OHNO-MATSUI, 2011) e foi encontrada no presente estudo
regulada negativamente no grupo controle, sem DMRI. A lipocalina 1 (LCN 1) que ja
fora caracterizada como um protetor do estresse oxidativo potencialmente
provocado por produtos da peroxidacao lipidica (LECHNER; WOJNAR; REDL, 2001,
YAO et al., 2013) foi encontrada regulada positivamente em pacientes com DMRIn
naive e negativamente em DMRIn resistentes ao anti-VEGF nesta pesquisa.

Enzima chave da via glicolitica, também encontrada na atrofia geografica, na
atrofia neovascular da DMRI (ADAMUS et al.,, 2014; JOACHIM et al., 2007,
MOROHOSHI et al., 2012b) e com anotacdes GO envolvidas comestresse oxidativo,
a enolase foi regulada positivamente no grupo controle e negativamente no grupo
resistente. E comum a descricdo sobre a estimulacdo auto-imune da enolase por
varios autores, uma caracteristica peculiar para a DMRI, tanto que Adamus e
colaboradores (2014) ja avaliaram a prevaléncia de autoanticorpos anti-retinianos
contra a enolase em diferentes estagios da degeneracdo macular relacionada a
idade(ADAMUS et al., 2014).

Como parte do sistema imune inato, o sistema do complemento desempenha
um papel crucial na manutencdo da vigilancia imunolégica e da homeostase no
microambiente ocular (AMBATI; ATKINSON; GELFAND, 2013; MARKIEWSKI,
LAMBRIS, 2007). Ao longo dos anos, os fotorreceptores e as células do EPR da
retina sdo expostos a inimeros ativadores imunoldgicos inatos, de tal forma que a
regulacdo rigorosa da imunidade € imprescindivel para prevenir eventos
inflamatorios deletérios. Contudo, a desregulagéo do sistema do complemento pode,
potencialmente, levar a inflamacao ocular crbénica, o que contribui para a perda de
visdo na DMRI. Uma das primeiras indicacbes que o sistema complemento esta
envolvido na progressdo da DMRI foi encontrar os subprodutos do complemento
(fator H) nas drusas (HAGEMAN et al., 2001). O fator C3 é um componente central
das trés vias do complemento e mudancas funcionais neste fator afetam diretamente
toda a cascata (RICKLIN et al., 2016). Na presente pesquisa, houve o aumento de
C3, C2, C4, C7 encontrados em pacientes com DMRI resistentes ao anti-VEGF,
tendo assim correspondéncia com o descrito na literatura (GRASSMANN et al.,
2016; LU et al.,, 2018; VOLZ; PAULY, 2015). Ja o fator C8, por sua vez, foi

88



encontrado regulado positivamente no grupo de DMRI neovascular virgem de
tratamento. Conforme relatado por Lu at. al. (2018), o fator B do complemento (CFB)
foi encontrado em maior concentracdo nos pacientes controles, sem retinopatia,
funcionando potencialmente como fator preventivo para DMRI (LU et al., 2018).

A clusterina, segundo as anotacbes GO observadas, esta envolvida em
processos inflamatorios e da cascata do complemento. Entretanto, também pode
desempenhar um papel protetor na resposta ao ambiente de oxirreducao (estresse
oxidativo) das células do EPR humano, o que contribui para a sobrevivéncia celular
por meioda via PI3K / Akt, uma via de sinalizacdo intracelular importante na
regulacdo do ciclo celular. Portanto, a clusterina pode ser considerada um fator
preventivo da DMRI que, ao ser encontrada em maior intensidade relativa nos
pacientes com DMRI resistentes nesta pesquisa, denota que a referida via
permanece ativa no tentame de se restabelecer a homeostase local. Assim como a
proteina amiloide, a clusterina também ja foi descrita na fisiopatogénese da doenca
de Alzheimer (DHIMAN et al., 2019). A cadeia pesada de imunoglobulina Mu, por
sua vez, apesar de suas anotacbes GO correlacionarem-na com resposta imune e
ativacdo do complemento, foi um marcador encontrado nesta pesquisa, onde néo se
observou na literatura associacao descrita com DMRI.

Como anteriormente comentado, a literatura jA demonstra que o
envelhecimento do EPR em combinacdo com a desregulacdo imunoldgica
desempenham um papel importante na quebra da homeostase ocular na DMRI, visto
que, as vias inflamatérias contribuem para a formacdo de drusas, disfuncdo das
células do EPR e morte de fotorreceptores (STANTON; WRIGHT, 2014). InUmeros
trabalhos ratificam a relacéo direta que os o sistema do complemento tem com a
progressdo da degeneracao retiniana (ZHAO; WONG, 2012). Entretanto, a resposta
imune adaptativa que leva a ativacdo e regulacdo de citocinas inflamatérias das
células B e T ainda ndo teve sua correlagdo completamente elucidada (CAMELO,
2014; LIU et al., 2011).

Além das proteinas, ja comentadas na ativacdo do complemento (clusterina,
cadeia pesada de imunoglobulina Mu) que também apresentam correlacdo com
inflamacé@o em suas descri¢cdes funcionais GO, esta pesquisa encontrou a calicreina
plasmatica e o antigeno CD14 de diferenciacdo monocitica com intensidade relativa

aumentada no grupo de DMRI resistente. O sistema de calicreina-cinina plasmatico
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(KKS) desempenha um papel importante na fisiologia humana. Engloba o fator de
coagulacao XIlI (FXIl), o complexo de pré-calicreina (PK) e o quininogénio de alto
peso molecular (HK). Por estar envolvido na formacéo de HK ativado (um peptideo
angiogénico) e de bradicinina (um peptideo pré-inflamatorio e potente vasodilatador),
o KKS ja foi descrito na patogénese de inumeros processos inflamatérios e
angiogénicos (BRYANT; SHARIAT-MADAR, 2009). No entanto, a literatura carece
de estudos demonstrando uma correlacdo entre tal sistema e a DMRI.

Guo et al, (2004) e Ali et al (2005) correlacionaram, mesmo que
indiretamente, o antigeno CD14 com a apolipoproteina E (APOE), a principal
lipoproteina encontrada na retina (ALl et al., 2005; ANDERSON et al., 2001; GUO;
LADU; VAN ELDIK, 2004)que desempenha papel crucial no transporte lipidico local
(LEVY et al., 2015). Sendo assim, além de sabidamente participar da via
inflamatoria, o antigeno CD14 também responde por participacdo davia do
metabolismo lipidico na patogénese da DMRI.

As células do epitélio pigmentar da retina sdo uma importante fonte de
proteinas inibidoras da angiogénese. O comprometimento da funcdo do EPR é,
portanto, um evento precoce e crucialque influencia e impulsiona a
neovascularizacao coroidal (DAWSON et al., 1999; FARNOODIAN et al., 2017). O
fator derivado do epitélio pigmentar (PEDF), muito conhecido por sua participacéo
na supressdo da angiogénese e também com anotacbes GO
demonstrandoregulacdo negativa da resposta inflamatéria, foi encontrado com
intensidade negativa no grupo controle desta pesquisa (catarata). Ou seja,infere-se
gue em ambientes com homeostase retiniana mantida como nos pacientes com
catarata sem retinopatia, a necessidade de producdo de fatores inibidores da
inflamacéo e angiogénese (como o PEDF) é pequena.

No contexto da DMRI, a neovascularizacdo macular é via final da
degeneragéo retiniana. Ou seja, trata-se de uma doenca multifatorial resultante de
uma desregulacdo da homestotase ocular envolvendo, dentre outros, o
envelhecimento, a alteracdo do metabolismo lipidico, o estresse oxidativo e a
ativacdo de vias inflamatérias (AMBATI; ATKINSON; GELFAND, 2013; REZAR-
DREINDL et al., 2016; VOLZ; PAULY, 2015). Iniumeras proteinas estdo descritas na
patogénese e progressdo da angiogénese deste tipo de degeneracédo retiniana e

destacaram-se neste referido estudo o fator de crescimento insulina simile proteina 7
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(IGFBP-7) e o fator derivado do epitélio pigmentar (PEDF), regulados negativamente
em pacientes sem retinopatia. Infere-se, portanto, que estes fatores reguladores
negativos da angiogénese tiveram estimulo positivo de producdo, de fato,
predominantemente em pacientes com DMRI e n&o nos controles. A
Ectonucleotideo pirofosfatase foi regulada positivamente no grupo DMRIn naive
neste estudo experimental, no entanto, apesar de ter anotacdo GO em regulacdo da
neoangiogénese, a literatura é pobre ao correlaciona-la com DMRI.

A penetragdo da neovascularizagdo coroidal através da membrana de Bruch é
estimulada mediante a producdo de metaloproteinases (MMPS), que sdo enzimas
que digerem proteinas da matriz extracelular (JULIE M. ROSENTHAL, MD; MARK
W. JOHNSON; W.K., 2013). Inibidores das MMPs chamados de TIMPs agem como
fatores inibidores da angiogénese (QI et al., 2003). Neste estudo experimental,
encontrou-se TIMP-1 regulada positivamente no grupo persistente, correlacdo pouco
esclarecida na literatura.

A metalotioneina - 1G consiste em uma metaloproteina rica em cisteina de
baixo peso molecular. Em mamiferos, tem multiplos papéis, como a desintoxicacao
de metais pesados, a regulacdo da homeostase essencial do metal e a protecéo
contra o estresse oxidativo. Tal proteina esteve regulada positivamente no grupo
controle nesta pesquisa, 0o que condiz com a literatura que a correlaciona com
neuroprotecao retiniana (ITO; TANAKA; HARA, 2013).

A fosforilagdo das proteina cinases € um mecanismo importantena
proliferacdo e diferenciacdo de células endoteliais, uma vez que a atividade de
receptores da tirosina quinase € um pré-requisito para a vasculogénese e a
angiogénese(NG et al.,, 2017).0 receptor do fator de crescimento vascular e
endotelial (VEGF), por sua vez e por certo, é peca chave na patogénese da
neovascularizacdo coroidal da DMRIn. Encontrou-se um receptor do tipo Il de
tirosina cinase e o receptor 1 do VGEF (VEGFRL1) regulados positivamente no grupo
resistente e negativamente no grupo DMRI naive no presente estudo.

Especificamente no contexto de resisténcia, pode-se também fazer um corte
para analisar apenas os pacientes com DMRI deste estudo. Encontraram-se, com
significAncia estatistica e capacidade discriminativa, 2 (duas) proteinas reguladas
positivamente no grupo virgem de tratamento (naive) e negativamente no grupo

resistente ao anti-VEGF. Em 3 (trés) outras proteinas ocorreu o oposto (Tabelas 2 e
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3). De fato, a cadeia pesada de imunoglobulina Mu mostra-se regulada
positivamente no grupo naive e negativamente no grupo resistente. A mesma
condicdo se repete com lipocalina, em relacdo a anterior, uma proteina que ja
demonstra correlagdo com DMRI com maior consisténcia na literatura. Segundo
Ghosh et al. (2017), a lipocalina funciona como um marcador de DMRI inicial,
particularmente quando a depuracao (clearance) mediada por lisossomos no RPE
esta comprometida, o que contribui com a inducdo de uma resposta inflamatéria
cronica. Tal hipotese também j& fora demonstrada em modelo animal de DMRI
(VALAPALA et al., 2014b).

No que se refere as 3 (trés) proteinas reguladas positivamente no grupo
resistente e negativamente no grupo naive, como jA mencionado, a literatura
demonstra que uma esta diretamente ligada a processo inflamatério (calicreina
plasmatica) e duas com o VEGF (receptor de tirosina cinase, isoforma CRA _a e o
receptor 1 do Fator de Crescimento Vascular Endotelial). Ao se caracterizar uma
lenta perda de eficacia do medicamento (anti-VEGF) ao longo do tempo, alguns
autores introduziram o novo conceito de resisténcia no contexto da DMRIn. Fala-se
de tolerancia a medicacao quando seu efeito pode ser melhorado se a dosagem for
aumentada ou administrada em um menor intervalo de tempo (BINDER, 2016). Esta
diferenca no numero de receptores em pacientes resistentes, além de ajudar a
entender a dificuldade de controlar a membrana neovascular subretiniana, pode
ainda corroborar com a explicacdo da tolerancia patolégica que alguns pacientes
desenvolvem ao tratamento padrdo-ouro da DMRIn. Ou seja, como o receptor 1 do
Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGFR-1) esta regulado positivamente nos
pacientes do grupo resistente, tal diferenciacdo pode explicar, a0 menos em parte, a
persisténcia de atividade de doengca mesmo com uso de anti-VEGF em pacientes
com DMRIn.

Ao se perceber que importante parcela da populacdo com DMRIn tratada
permanece com a doenca em atividade, compreende-se a necessidade de
celeridade na consolidagdo de vias alternativas que atuam na neoangiogénese final
da DMRI. Diante de uma doenca cronica, € comum que a estratégia mais eficaz para
se garantir boa visdo aos pacientes seja a quebra da sua histéria natural com o
intuito de prevenir as formas mais avancadas. Pesquisas recentes buscam meios

terapéuticos utilizando-se de vias adicionais na fisiopatogénese da DMRI. Estudos ja
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avaliam a seguranca e eficacia do lapalizumabe, um inibidor do fator D do
complemento que regularia negativamente a cascata da inflamacéo e, por fim, a
progresséo da doenca (DMRI). Outros estudos se debrugcam sobre a importancia da
reducdo do nivel de vitamina A processada no ciclo visual (emixustat), a eficacia da
inibicdo multialvo da tirosina quinase (pazopanibe) e se a inibicdo conjunta do VEGF
e do fator de crescimento derivado de plaquetas (squalamina) sdo estratégias
vidveis para complementar a terapéutica da DMRI (AVILA; GARCIA; ISAAC, 2015;
BHAGAT; ZARBIN, 2015; JACK et al., 2015; KEFAUVER, 2014; ZEITZ; JOUSSEN,
2017). As proteinas encontradas e selecionadas neste estudo podem também
contribuir para este fim.

E diante da avaliacdo do grau de contribuicdo das proteinas reguladas na
diferenciacdo dos cenarios aqui apresentados, nota-se que a maioria com maior
importancia nos cenarios (VIP score 1,4 — 2.0) encontram-se no grupo controle.
Sugere-se, portanto, avaliacbes adicionais sob o crivo do potencial destas
moléculas, para definicdo de potenciais biomarcadores estratégicos na DMRI. De
certo, as pesquisas necessitam de complementacdo, haja vista se encontrar,
incluindo este estudo, proteinas reguladas e ainda ndo caracterizadas, mas que
possuem significAncia estatistica na diferenciacdo dos grupos analisados.

As trinta e nove proteinas encontradas neste estudo sdo potencialmente
importantes para o entendimento da fisiopatologia da DMRI. As ja com descri¢cdes
correlacionando-as com DMRI e mesmo as ainda sem descricdes na literatura,
podem fazer parte de um perfil molecular especifico para cada condi¢cao estudada.
Abrem-se perspectivas de termos, além de uma classificacéo clinica dos estagios da
DMRI, um perfil proteico especifico com a vantagem das modificagbes moleculares
precederem as manifestacdes clinicas. As expectativas podem ser inicialmente por
aguelas proteinas mais estratégicas, quer por regulacdo positiva e maiores
intensidades relativas (fold change / VIP score), maior facilidade de mensuragéo em
matriz sérica (auto-anticorpos) ou por representatividade em cada uma das vias
adicionais da neovascularizagdo coroidal, descritas nesta pesquisa. Assim,
destacam-se as proteinas cristalinas tanto alfa, quanto beta ou gama envolvidas em
funcdo visual, a exemplo da cristalina alfa cadeia B (P02511), cristalina beta 2
(RAUMM2) e cristalina gama C (P07315). Na via do metabolismo lipidico enfatizam-
se a apolipoproteina A-1, isoformaCRA_a (AOA024R3E3) que tem correlagdo com a
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formacdo de drusas, a fosfoinositideo fosfolipase C (Q86YU9) com o maior fold
change e a proteina 3 ligante de retinol (P10745) pela potencial documentacéo
sérica por auto-anticorpo. Na via do estresse oxidativo, tem-se a catalase (P04040)
como a proteina com maior intensidade relativa (maior VIP score entre todas as
proteinas discriminantes encontradas). Na via da ativacdo do complemento, tivemos
uniformidade com as descri¢cdes da literatura, com o grupo de pacientes com DMRIn
demonstrando, de forma geral, aumento relativo em comparagao ao grupo controle.
Todas as proteinas encontradas nesta pesquisa e envolvidas nesta via podem ser
potenciais candidatas a biomarcadores. Ja na via inflamatdria, destaca-se a enolase
1 (AOAO024R4F1) que estd entre as trinta proteinas com maior capacidade
discriminativa das condi¢des analisadas (VIP score). E na via angiogénica, por fim,
até por necessidade de maiores estudos pelas inconsisténcias em comparagdo com
dados da literatura, destaca-se o inibidor tecidual de metaloproteinases (TIMP,
Q58P21) e, por estar no cerne da fisiopatogénese vigente da neovascularizacao
coroidal, o receptor 1 do fator de crescimento vascular e epitelial (VEGFRL1,
AOAIW2PNW4).
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7. CONCLUSAO

O presente estudo caracterizou o perfil global proteico em humor aquoso de
pacientes com DMRI, em comparacdo aos individuos controles, ratificando o
potencial da espectrometria de massas e de tal matriz biolégica na prospeccéo de
possiveis biomarcadores na Oftalmologia.

A diferenciacdo do proteoma de cada cenério biolégico possibilitou ainda
encontrar um perfil de proteinas discriminatérias para cada grupo: pacientes com
DMRI virgens de tratamento (naive), pacientes com DMRI neovascular resistentes
ao anti-VEGF e pacientes controles sem retinopatia ou doencgas sistémicas.

Foram identificadas 2336 proteinas, in vivo, das quais 185 estavam
diferentemente reguladas e permitiram a diferenciacdo das condicdes clinicas entre
si. Trinta e nove destas proteinas permitiram ainda correlacionar 0s grupos
analisados com o metabolismo lipidico, o estresse oxidativo, o sistema do
complemento, vias inflamatérias e da angiogénese. Assim, ratifica-se a participacao
de vias adicionais na fisiopatogénese da neovascularizacdo macular, que em um
futuro proximo podem corroborar potencialmente com o diagnostico, progndstico
e/ou terapéutica da DMRI neovascular.

Grande parte das proteinas envolvidas na fisiopatogénese da Degeneracdo
Macular Relacionada a Idade encontradas neste estudo teve correspondéncia na
literatura. Ainda foram documentadas proteinas inéditas que também podem servir
como potenciais novos biomarcadores da DMRI neovascular. Para tal, maiores
estudos prospectivos e de validagdo ainda sao necessarios para avaliar a
capacidade diagnéstica e prognéstica das classes proteicas observadas em

desequilibrio.
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9. MATERIAL COMPLEMENTAR

ANEXO A: Parecer da Sociedade Brasileira de Retina e Vitreo (SBRV) sobre

paracentese de camara anterior.

SOCIEDADE BRASILEIRA @ BRAZILIAN RETINA AND
® DE RETINA E VITREO < VITREOUS SOCIETY

Séao Paulo, 19 de abril de 2017.

Prezado Dr. Bruno Nobre Lins Coronado,

A paracentese estéril de camara anterior faz parte do procedimento
e pode ser necessaria de acordo com a avaliagdo do cirurgiao
responsavel pela administracdo do tratamento quimioterapico
intraocular via intravitrea com antiangiogénico (Anti-VEGF ).

Atenciosamente,

-Acacio Muralha Neto

Presidente, SBRV

Alameda Santos, 1.343 - Sala 408 - Jardim Paulista - CEP: 01419-001 - S3o Paulo - SP - Telefax: +55 11 3262-3587
atendimento@sbrv.org.br - www.sbrv.org.br
Sociedade Filiada ao Conselho Brasileiro de Oftalmologia (CBO)
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ANEXO B: Aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Oftalmolégico

de Brasilia/Plataforma Brasil, com CAAE 64921317.1.0000.5667.

HOSPITAL OFTALMOLOGICO Plataforma
DE BRASILIA - HOB %ul

Hasgstal Dhalmelégico 4o bl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Perfil molecular de pacientes com Degeneragdo Macular Relacionada a ldade do fipo
Meovascular (DMRIn) tolerantes ao anti-WVEGF.
Pesquisador: BRUNO NOBRE LINS COROMNADO
Area Tematica:
Versdo: 3
CAAE: 84521317.1.0000.5667
Instituigdo Proponente: CBYV CENTRO BRASILEIRD DA VISAD LTDA
Patrocinador Principal: Financiamenio Praprio

DADOS DA NOTIFICAGAD

Tipo de Motificagdo: Envio de Relatdrio Parcial

Detalhe:

Justificativa: PREZADOS,

Data do Envio: 13032018

Situagdo da Motificagdo: Parecer Consubstanciado Emitido

DADOS DO PARECER
Nimero do Parecer: 3.268.052
Apresentacdo da Notificagao:

Apresentacdo do relatdrio parcial.
Objetive da Notificagio:

Ralatdrio parcial.

Avaliacdo dos Riscos @ Beneficios:
Mao se aplica.

Comentarios @ Consideragdes sobre a Notificagio:
Relatdrios satisfaldrio, loram apreseniados os dados quaniitativos & qualitativos,

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigataria:
Mao se aplica.

Enderego:  Av, L2 Sul Quadrs: 307 Mddulo: G

Bairro:  ASA SUL CEP: 70200670
WF: OF Municipis: BRASILLA
Telefone: (#1)04424138 E-mail: cephobiihobs com br

117



Haginl Dhalmeligico da Bna

HOSPITAL OI—TALMOLOGICO
DE BRASILIA - HOB

ils

Cononuaglo do Parecer: 2.288.043

Tipe Documento Arguivo Postagem Autor Situagio
Recurso do Parecer [recurso.pdf O7o82017 Acaito
10c44-04
TCLE ! Termos de | TCLE.docx 070872017 |BRUNO NOBRE Aceito
Assentimento 104125 |LINS CORONADO
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado /| ProjetoDetalhado. dooe O07/08/2017 |BRUNO NOBRE Aceito
Brochura 131:32  |LINS CORONADO
Investigador
Cronograma ATUAL IZACACCronograma.docx 07082017 |BRUNO NOBRE Acaito
10:30:32  [LINS COROMNADO
Recurso Anexado RecursoParecerCEPHOB docx 070872017 |BRUNO NOBRE Aceito
pelo Pesguisador 12712 |LINS COROMADO
Recurso do Parecer [recurso.pdf 24052017 Acaito
18:38:-26
Outros ParecerSBRV. pdf 2400872017 |BRUNO NOBRE Aceito
10:38:65  [LINS CORONADO
Informagdes Basicas |[PE_INFORMACOES _BASICAS_DO_P 14022017 Aceito
do Projeto ROJETO 258580, pdf 08:03:22
Orgamento OrcamentoESPECTROMETRIA docx 14022017 |BRUNO NOBRE Aceito
07:50:12  |LINS COROMNADO
Declaragio de DedaracacMAMUSEND. pdf 14022017 |BRUNO NOBRE Aceito
Manuseio Maternial 07:58:00 |LINS COROMADO
Biolégico /
Biorepositario /
Biobanco
De{:lara§30 de DedaracaclMFRAESTRUTURA. pdf 14022017 |BRUNO NOBRE Aceito
Instituigae & 07:56:36  |LINS COROMADO
Infraestrutura
Folha de Rosto folhaDErosto. pdf 14022017 |BRUNO NOBRE Aceito
07:48:00  |LINS CORONADO
Situagio do Parecer:
Aprovado
Mecessita Apreciagio da CONEP:
Nio
BRASILIA, 20 de Setembro de 2017
Assinado por:
DALVANI BATISTA TELES DA SILVA
{Coordenador)
Endersgo:  Av. L2 Sul Quadra; 307 Modulo: G
Balmo: ASA SUL CEP: 70.200-670
UF: OF Municiplo: ERASILIA
Telefons: (£1)3442-2136 E-mall;  caphob-Enob. cm.on
Fiagrm 05 de 05

118



ANEXO C: Modelo de tabela de acuidade visual (Snellen). Adaptado de Kaiser,
20009.

5 A
= M
II
A
Ne. 1 No. 2 No. 3 No. 4 No, §
Leter chan Leuer charn Letier chart Lener chart Letter chart
(400} (200) {100 10 70) (60 1o 40) (30 10 20)

FIGURE 1
Snellen projection charts used by the Nikon Chart Projector NP-35.
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