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Resumo

Objetivos: Avaliar a efetividade e a seguranca da vitamina C, superoxido dismutase e
pentoxifilina no tratamento da retinopatia diabética em pacientes adultos acometidos
por esta doenca, de acordo com os critérios clinicos da American Academy of
Ophthalmology (Anexo 1). Métodos: Revisdo sistematica utilizando a metodologia da
Colaboracdo Cochrane. Estratégia de Busca: As bases pesquisadas foram:
Cochrane Central Register of Controlled Trials (CENTRAL, The Cochrane Library -
até a ultima edigdo), MEDLINE (1966 - 2007), EMBASE (1980 - 2007), CINAHL (1982 -
2007) e Web of Science (1980 - 2007), além de bases de dados de ensaios clinicos
em desenvolvimento: Current Controlled Trials (www.controlled-trials.com - com
ligacBes para outras bases de dados de ensaios clinicos em andamento). Também foi
realizada busca manual em anais de congressos, em listas de referéncias de artigos
publicados, e feito contato com companhias farmacéuticas e autores de artigos
publicados. Nao houve restricdo de idioma. Critérios de Incluséo: Ensaios clinicos
randomizados sobre o uso da vitamina C e superoxido dismutase na retinopatia
diabética, isoladamente ou em associacdo, controlado com nenhuma intervencao,
placebo ou fotocoagulagdo a laser, em adultos de ambos os sexos. Também foram
usados ensaios clinicos randomizados sobre o uso da pentoxifilina associada a
fotocoagulacéo a laser controlado com placebo ou com a fotocoagulagéo isoladamente,
em adultos de ambos 0s sexos. O principal critério de exclusdo foi idade inferior a 20
anos ou superior a 75 anos. Coleta e analise dos dados: A extracdo de dados foi feita
de maneira independente por dois investigadores de acordo com critérios previamente
determinados e os resultados foram comparados para determinacdo do grau de
concordancia. A avaliagcdo da qualidade metodologica néo foi feita devido a auséncia
de estudos que preenchessem os critérios de inclusdo. Resultados: Em relacéo a
revisdo sobre o uso da vitamina C e superoxido dismutase no tratamento da retinopatia
diabética, um total de 241 publica¢gBes foram identificadas através da busca eletronica.
Destas, 28 foram identificados como contendo potenciais informacdes sobre o
tratamento dos pacientes com retinopatia diabética utilizando-se estas substancias e
foram lidos na integra. Em relacdo a revisdo sobre o uso da pentoxifilina no tratamento
da retinopatia diabética, um total de 97 publicacdes foram identificadas através da
busca eletrbnica. Destas, 17 foram identificados como contendo potenciais informacgdes
sobre o tratamento dos pacientes com retinopatia diabética utilizando-se esta
substancia e foram lidos na integra. Contudo, verificou-se que nenhum estudo, até o
momento, avaliou o tratamento da retinopatia diabética com vitamina C, superdxido
dismutase e pentoxifilina segundo os critérios de inclusdo de tal forma a indicar se o
uso destas substancias apresenta um impacto significativo sobre a progressdo da
doenca ou sobre a incidéncia de cegueira. Conclusdes: Nenhuma pesquisa, até o
momento, examinou de forma adequada o tratamento da retinopatia diabética com a
vitamina C, superoéxido dismutase e pentoxifilina de tal forma a indicar se tais formas de
intervencdo apresentam um impacto significativo sobre a progressao desta condicao
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clinica. O potencial papel destas substancias no tratamento da retinopatia diabética
permanece aberto ao debate e sugere-se que futuras pesquisas que enfoquem
desfechos clinicos, sejam realizadas para se avaliar a relevancia desta abordagem
clinica.
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1 INTRODUCAO

O diabete melito (DM) é uma desordem metabdlica resultante de um
defeito na secrecao de insulina, na sua a¢ao ou de ambos os fatores (1). Sua principal
consequéncia é a hiperglicemia crdnica que, por sua vez, acarreta disturbios do
metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas (1).

As complicag@es clinicas do diabete melito podem afetar as grandes
e as médias artérias - levando a doenca arterial coronariana e a doenca arterial
periférica, ou as pequenas artérias, causando a microangiopatia diabética - retinopatia,
nefropatia e neuropatia (2,3).

A retinopatia diabética (RD) representa a principal causa de cegueira
nos paises desenvolvidos e acomete aproximadamente todos os individuos com
diabete melito do tipo 1 (DM 1) e cerca de 60% dos individuos com diabete melito do
tipo 2 (DM 2) (4,5).

Estudos demonstraram que o tratamento intensivo do diabete reduz
o risco do desenvolvimento e da progressao das complicacdes diabéticas (6).

A fotocoagulacéo a laser constitui uma das principais formas de
tratamento da RD (5). Porém, € um procedimento invasivo que destréi células
retinianas (7). Desta forma, tratamentos farmacoldgicos menos agressivos se fazem
necessarios para a prevencao ou, até mesmo, a regressao das lesdes retinianas de
pacientes diabéticos.

Pesquisas apresentam evidéncias crescentes de que a RD seja
causada pela acéo de radicais livres (8,9). Assim, “varredores” dessas substancias,
como a vitamina C e a superodxido dismutase (SOD), poderiam exercer influéncia sobre
o desenvolvimento e a progressao desta condic¢ao clinica.

Outros estudos demonstraram que a ocluséo capilar também
apresenta um papel importante no desenvolvimento da RD (10). Assim, antiagregantes,
como a pentoxifilina, poderiam ser Uteis para o seu tratamento e, até mesmo, para a
sua prevencao (10).

Faz-se, portanto, necesséria a elaboracdo de uma revisao
sistematica da literatura com o objetivo de se verificar se essas substancias
apresentam utilidade no tratamento da RD.



2 OBJETIVOS

1. Avaliar a efetividade e a seguranca do uso da vitamina C,
superoéxido dismutase e pentoxifilina no tratamento da RD.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Diabete melito
3.1.1 Conceito

O diabete melito constitui um grupo de alteragbes metabdlicas
caracterizado por hiperglicemia cronica resultante da resisténcia periférica a insulina,
da reducdo da secrecdo pancredtica desta substancia e do aumento da producédo
hepatica de glicose, acarretando, a longo prazo, uma série de complicacdes (1).

3.1.2 Epidemiologia

O DM 1 é observado em 5% a 10% dos casos de diabete,
apresentando uma variagao da prevaléncia em diferentes regides do mundo (11). Sua
incidéncia, por 100.000 habitantes com idade inferior a 20 anos, € de 0,8 (Japéo); 3,7
(Franca); 14,7 (Estados Unidos) e 28,6 (Finlandia) (11).

O DM 2 é a forma mais frequente da doenca (90% dos casos), cuja
prevaléncia vem apresentando um elevado incremento nas ultimas décadas (11). Os
seus indices médios de prevaléncia variam em diferentes populacfes, podendo-se
encontrar desde valores menores que 1,0% nos indios Mapuche, no Chile, até valores
em torno de 40,0% nos indios Pima, do Novo México (11). Dentro de um mesmo pais
também podem ser observadas diferencas entre alguns grupos raciais, como a
populacdo negra dos Estados Unidos, cuja prevaléncia é estimada em 4,5%, contra
2,5% da populacéo branca (11).

A doencga, que atinge predominantemente as camadas populacionais
mais idosas, nao apresenta diferencas entre 0os sexos, e apresenta tendéncia de
aumento de incidéncia e prevaléncia para 0s proximos anos, especialmente em paises
em desenvolvimento (11). Estudos epidemioldgicos indicam que o DM devera acometer
mais de 200.000.000 de pessoas em todo o mundo até o ano 2010, o que representa o
dobro dos valores observados em 1994, ocorrendo predominio incremental em paises
em desenvolvimento da Asia, Africa e América do Sul (11). Dentre os fatores que
explicariam esses dados, destacam-se o0 aumento das faixas populacionais mais
idosas, como consequéncia da maior expectativa de sobrevida da populagcédo, e
mudancas dos padrdes alimentares e do estilo de vida (11).



3.1.3 Panorama brasileiro

Estima-se que no Brasil existam 5 milhdes de diabéticos, dos quais
metade desconhece o diagnéstico (11). De acordo com os dados obtidos pelo Estudo
Brasileiro de Prevaléncia do Diabete, realizado em 1990 em 9 capitais brasileiras,
evidenciou-se que o DM apresenta uma prevaléncia de 7,6% na populacédo entre 30 e
69 anos (11). Apesar de ocorrerem indices mais elevados em Sao Paulo (9,7%) e Porto
Alegre (8,9%), o DM € uma doenca freqiente em praticamente todas as regides do
pais, independentemente das diferencas de latitude, etnias, clima, habitos alimentares
e nivel sécio-econdmico (11). Homens e mulheres mostraram-se igualmente atingidos
pela doenca que, conforme o esperado, apresentou-se gradualmente mais prevalente
nos grupos populacionais com idade mais elevada, chegando a apresentar, no grupo
mais idoso (60 a 69 anos), uma prevaléncia de 17,4% (11).

3.1.4 Tratamento

O tratamento contemporaneo do DM baseia-se em medidas néo-
farmacoldgicas (orientacdo nutricional pelo meédico, promoc¢ao de atividade fisica e
educacdo basica a respeito da doenca) e em medidas farmacoldgicas (insulina e
antidiabéticos orais) (12).

O tratamento do DM 1 é feito com insulina administrada por meio de
injecOes diarias multiplas ou através de infusdo subcutanea com uma bomba (12).

No DM 2 o tratamento farmacoldgico inclui os secretagogos da
insulina (ex. sulfoniluréias e repaglinida), os sensibilizadores da insulina - como as
biguanidas e as tiazolidinedionas (que aumentam a captacéo da glicose e reduzem a
sua produgao hepatica), os inibidores da a-glicosidase (que retardam a absorcéo de
carboidratos) e, quando necessario, a insulina ou os seus analogos (12).

3.1.5 Complicacbes crbnicas

As complicagBes clinicas do DM podem afetar tanto as grandes
quanto as médias artérias, levando a doenca arterial coronariana e a doenca arterial
periférica, ou as pequenas artérias, causando a microangiopatia diabética - retinopatia,
nefropatia e neuropatia (2,3).



3.2 Retinopatia diabética
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Figura 01: O olho (Netter Atlas de Anatomia Humana - quarta edi¢éo —
Editora Elsevier - Rio de Janeiro, 2008)

A retina forma a por¢cdo mais interna do olho e consiste em duas
camadas:

a) A camada pigmentada externa: formada por células retinianas
pigmentadas que absorvem a luz para reduzir a sua dispersdo, fagocitam
fotopigmentos dos cones e reciclam a rodopsina (13).



b) A camada neural interna: que contém os fotorreceptores
(bastonetes e cones), assim como outros tipos de células neuronais responsaveis pelo
processamento e pela conducéo dos sinais luminosos (13).

As células de Miller e, numa menor extensao, os astrocitos sao os
principais componentes gliais da retina (13).

No podlo posterior do olho e na regido temporal do disco 6ptico
localiza-se uma area da retina conhecida como macula (13). No centro da macula, a
févea apresenta a maior densidade de fotorreceptores do tipo cone e é responsavel
pela acuidade visual (13).

Sagmentos internos de
cones e bastonetes
Membrana limitante externa

Camada nuclear externa

Camada plexiforme externa

Bipolares

Miiller
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interplexiformes

Camada nuclear interna

Camada plexiforme interna =2 et el B 3_ Bits
Camada de células ganglionares

Camada de fibras nervosas

Membrana limitante interna

Figura 02. Camadas da retina (Guimaraes, Dra. Marcia Reis. Curso de Histologia da
Retina. Hospital de Olhos de Minas Gerais - Belo Horizonte, MG. 2003)

Ramos da artéria e veia centrais da retina ddo origem a uma rede de
capilares que irriga a porcéo interna da retina enquanto que a por¢ao externa € suprida
pela corodide através do Epitélio Pigmentado Retiniano (EPR) (13). As células
endoteliais da vasculatura retiniana, juntamente com as células do EPR, constituem
uma barreira que restringe os movimentos de moléculas hidrossoliveis no tecido
retiniano, a barreira hemato-retiniana (13).
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Figura 03. Vascularizagédo do olho (Guimaraes, Dra. Méarcia Reis. Curso de Histologia
da Retina. Hospital de Olhos de Minas Gerais - Belo Horizonte, MG. 2003)

3.2.1 Epidemiologia da retinopatia diabética
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Em paises desenvolvidos, a RD é reconhecida como sendo a
principal causa de cegueira na populacdo economicamente ativa (20 a 74 anos) e é
responsavel por 12% de novos casos de cegueira por ano (4,5).

No Wisconsin Epidemiologic Study of Diabetic Retinopathy
(WEDRS), 3,6% dos pacientes com DM 1 e 1,6% dos pacientes com DM 2 eram
legalmente cegos, ou seja, apresentavam uma acuidade visual de 20/200 (ou ainda
pior) no melhor olho com lentes corretivas (20/200 significa que uma pessoa a 20
passos de uma tabela de optoétipos pode ver o que uma pessoa normal vé a 200
passos) (6,14). O estudo ainda revelou que a RD foi responséavel, respectivamente, por
86% e 33,3% dos casos de cegueira em diabéticos dos tipos 1 e 2 (6).



No United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS) 37%
dos pacientes com DM 2 recentemente diagnosticado apresentavam retinopatia na
época da inclusédo no estudo (15).

No Oulu Eye Study foi encontrada uma prevaléncia de 21% de RD
em individuos diabéticos com 70 anos de idade ou mais (3).

A cegueira e o comprometimento visual relacionados com o DM
impdem uma carga significativa a sociedade (5). O custo orcamentario federal da
cegueira foi estimado em US$ 4,1 bilh6es nos Estados Unidos da América (EUA) em
1990, e 97% deste custo deveu-se as pessoas em idade economicamente ativa (5). Os
cuidados com a saude e os encargos econdmicos da RD séo ainda responsaveis pelo
resultante declinio na qualidade de vida; assim, o verdadeiro impacto na sociedade nao
pode ser estimado somente sobre uma base monetaria (5).

3.2.2 Evolucéao da RD

Estudos em pacientes diabéticos demonstraram alteragdes precoces
na funcdo visual, incluindo-se o prejuizo da visdo colorida e da sensibilidade ao
contraste, e reducdes dos potenciais oscilatérios do eletrorretinograma (ERG) (16).
Essas alteracdes frequentemente precedem o estabelecimento de lesdes
microvasculares e predizem a piora da RD de uma melhor maneira do que as
caracteristicas clinicas, sugerindo que a neurodegeneracdo, assim como a disfuncao
vascular, seja uma caracteristica importante da RD (16).

Os estagios iniciais da RD s&o caracterizados por alteracbes
histopatolégicas que incluem a perda de pericitos, o espessamento da membrana
basal, alteragcdes hemodinamicas (alteracdes no fluxo sanguineo retiniano e a presenca
de areas de nao-perfusdo capilar), anormalidades vasculares (microaneurismas,
anormalidades microvasculares intra-retinianas e sangramento venoso) e reduzida
integridade vascular (17,18). Tais alteracdes caracterizam a RD ndao-proliferativa
(RDNP) (17,18).



Capilar normal
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Figura 04. Capilar normal (Instituto da Visdo, UNIFESP)

Perda do pericito

Figura 05. Perda do periclito (Instituto da Visao, UNIFESP)
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Espessamento membrana basal

Figura 06. Espessamento da membrana basal (Instituto da Visdo, UNIFESP)
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Figura 07. Ocluséo vascular (Instituto da Visdo, UNIFESP)
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Microaneurismas

angiofluoresceinografia Microscopia o6tica

Figura 08. Microaneurismas (Instituto da Viséo, UNIFESP)

circinata e microaneurisma
edema macular

longe da févea
20/20 de visao

Figura 09. Microaneurismas (Instituto da Viséo, UNIFESP)
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IRMA _

Intraretinal
microvascular.
abnormalities

Figura 10. Anormalidades microvasculares intraretinianas (Instituto da Visao,
UNIFESP)

Figura 11. Hemorragia retiniana (Instituto da Visao, UNIFESP)



13

Os estagios tardios da RD sé&o caracterizados por complicacdes que
incluem uma alteragéo visual em virtude, primariamente, do edema macular e da
retinopatia diabética proliferativa (RDP) (17,18). Na RDP, 0s novos vasos comumente
emergem da retina e do disco 6ptico, mas muitos também podem ser encontrados na
iris e na rede trabecular (17,18). Estes novos vasos sao frageis e suscetiveis de
ruptura, resultando numa hemorragia vitrea e, subsequientemente, no descolamento da
retina (17,18). Se os vasos proliferam sobre a iris ou sobre a rede trabecular, a saida
normal do fluido aquoso pode ser prejudicada levando ao glaucoma neovascular e a
lesdo permanente do nervo oOptico (17,18).

edema macular
envolvendo a fovea

Visao baixa

Figura 12. Edema macular (Instituto da Viséo, UNIFESP)



Figura 13. Neovascularizagao (Instituto da Visdo, UNIFESP)

Figura 14. Neovascularizacao (Instituto da Visdo, UNIFESP)
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Figura 15. Hemorragias e exsudatos (Instituto da Visdo, UNIFESP)

hemorragia e fibrose

pré-retiniana

Figura 16. Neovaso / Hemorragia e fibrose pré-retiniana (Instituto da Visdo, UNIFESP)
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Figura 17. Deslocamento tracional da retina (Instituto da Visdo, UNIFESP)

3.2.3 Fatores derisco

Os maiores fatores de risco para a RD incluem: duracdo do DM,
controle glicémico alterado, uso de insulina exdgena e hipertenséo arterial (19).

3.2.4 Rastreamento

Demonstrou-se que o rastreamento da RD € uma intervengdo com
boa relacdo custo-efetividade e que pode reduzir em um terco a incidéncia de perda
parcial da visdo em adultos com DM 2 (3).

O exame oftalmoldgico completo, incluindo a oftalmoscopia (direta e
indireta) e a biomicroscopia da retina sob midriase medicamentosa, € fundamental para
a deteccdo e o estadiamento da RD (7). A documentacdo fotogréfica (retinografia)
também €& importante para a avaliacdo da progressao da doenca e dos resultados do
tratamento (7).

No Wisconsin Epidemiologic Study of Diabetic Retinopathy
observou-se algum estagio de RD em 13% dos pacientes usuarios de insulina em que
o diagnostico de DM foi feito antes de 30 anos (tipo 1), nos primeiros 5 anos de doenca
(20,21). Foi identificada RD em 40% dos pacientes com mais de 30 anos, usuarios de
insulina, e em 24% dos nao-usuarios, nos primeiros 5 anos de doenca (22). Nos
pacientes com DM 1, a prevaléncia nos primeiros 5 anos da doenca foi menor (13%),
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aumentando ap6s 10-15 anos (90%) (21,23). Desta forma, de acordo com o estudo,

preconiza-se que:

1. Pacientes com DM 1 devam ser submetidos a um exame
oftalmolégico completo dentro de 3 a 5 anos apds o
estabelecimento do DM (6);

2. Pacientes com DM 2 devam ser submetidos a um exame
oftalmolégico completo quando do diagndstico do DM (6);

3. Exames subsequentes, tanto de pacientes com DM 1 quanto
daqueles com DM 2, devam ser repetidos anualmente (6);

4. Os exames sejam realizados mais precocemente se a RD
apresentar progressao (6).

3.2.5 Classificacéo

A classificagdo corrente da RD permanece essencialmente aquela
proposta durante o encontro de Airlie House em 1966 e posteriormente modificado no
Early Treatment Diabetic Retinopathy Study (ETDRS), um ensaio clinico que
estabeleceu os estagios e 0s procedimentos para a fotocoagulacao a laser (24).

Diagndstico e classificacdo da retinopatia diabética

Grau de retinopatia

Achados observados a fundoscopia

Sem retinopatia

Auséncia de anormalidades

RD nao-proliferativa leve

Apenas microaneurismas

RD néao-proliferativa

moderada

Mais do que apenas microaneurismas, mas menos do que RD néo-

proliferativa grave

RD néao-proliferativa

grave

Auséncia de RD proliferativa e qualquer das alteracdes a seguir:
mais de 20 hemorragias intra-retinianas em cada um dos 4
quadrantes; dilatacdo venosa em 2 ou mais quadrantes;
anormalidades microvasculares intra-retinianas em 1 ou mais

quadrantes

RD proliferativa

Neovascularizagao, hemorragia vitrea pré-retiniana

RD = Retinopatia Diabética



18

Referéncia:

1. Esteves J, Laranjeira AF, Roggia MF, Dalpizol M, Scocco C,
Kramer CK, et al. Fatores de risco para retinopatia diabética. Arquivos
Brasileiros de Endocrinologia e Metabolismo, 2008;52(3):432-441.

Desta forma, a RD é classificada em retinopatia diabética néo-
proliferativa (RDNP) e proliferativa (RDP) (25). A RDNP é novamente dividida em
RDNP com maculopatia e em retinopatia pré-proliferativa (25). A RDNP indica uma
isquemia progressiva na retina e um risco aumentado de desenvolvimento de RDP e
cegueira (25). As caracteristicas clinicas proeminentes da RDNP incluem
microaneurismas, hemorragias em nédoa ou em pontilhado, anormalidades vasculares,
exsudatos duros amarelos, anormalidades venosas intra-retinianas e exsudatos
algodonosos (25).

A maculopatia é definida pela presenca de exudatos duros, edema
retiniano e / ou isquemia em areas proximas a macula, o centro da visado detalhada e
colorida (24). Conforme aumenta a gravidade da maculopatia, os pacientes progridem
da auséncia de percepcao de problemas visuais para uma grave perda da visédo (24).

A retinopatia diabética pré-proliferativa constitui o estagio anterior ao
estabelecimento da neovascularizacdo e € caracterizada por hemorragias retinianas
extensas, veias tortuosas e dilatadas com formato de contas, numerosos exsudatos
algodonosos ou infartos retinianos, anormalidades vasculares intra-retinianas (AVIR) e
uma marcante isquemia retiniana (7,25). A RDP é caracterizada pela presenca de
neovasos retinianos (neovascularizagdo), tecido fibroso, hemorragia pré-retiniana,
hemorragia vitrea, tragao vitreo-retiniana e descolamento retiniano localizado (25).

3.3 Tratamento ndo-invasivo
3.3.1 Controle glicémico

O Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) demonstrou
que o tratamento intensivo do DM reduziu o risco de progressédo da RD em 54% (6).

Um estudo da Universidade Kumamoto, no Jap&o, mostrou que o
tratamento intensivo do DM 1 e 2 reduziu a progressdo da RD para a forma nao-
proliferativa grave (RDNP) ou para a forma proliferativa (RDP) em 40%, assim como a
necessidade de fotocoagulacdo com laser (12).

O UKPDS demonstrou que o controle rigoroso da glicemia reduziu
em 25% o risco de desenvolvimento de complicacbes diabéticas (6,26). A analise
epidemioldgica dos dados do UKPDS mostrou uma relagéo continua entre os riscos de
complicacBes microvasculares e a glicemia, de forma que para cada ponto porcentual
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da hemoglobina glicosilada (HbAlc) que é reduzido (por exemplo, de 8 para 7%),
houve uma reducédo de 35% no risco de complica¢cées microvasculares (6).

As recomendacg0des correntes da Associacdo Americana do Diabete
(ADA) apontam, como meta ideal, uma glicose plasmatica de jejum < 110mg/dl e uma
HbAlc < 7% (12,18). A ADA considera como um controle glicémico inaceitavel uma
glicose plasmatica de jejum > 140mg/dl e uma HbAlc > 8% (12).

3.3.2 Controle pressoérico

No UKPDS os pacientes randomizados para o controle pressorico
rigoroso apresentaram uma reducdo da progressdo da RD e do risco de deterioracao
da acuidade visual de 34% e 47%, respectivamente (6,27). Além disso, houve reduc¢des
das mortes relacionadas com o DM, bem como de acidentes vasculares encefalicos

(6).

O Controlled Trial of Lisinopril in Insulin Dependent Diabetes
(EURODIAB) mostrou que o tratamento com Lisinopril reduziu a progressao da RD em
73% e a progressao para RDP em 82% (12). Neste estudo, os pacientes com melhor
controle glicémico apresentaram um maior beneficio com a utilizacdo de inibidores da
enzima de conversdo da angiotensina (IECA), sugerindo que esta combinacdo pode
ser a melhor abordagem terapéutica (12).

Assim, o0s valores pressoricos recomendados para pacientes
diabéticos sdo uma pressao sistolica < 130mmHg e uma pressao diastélica < 85mmHg
(12).

3.3.3 Controle lipidico

A dislipidemia diabética, particularmente nos pacientes com mal
controle glicémico, caracteriza-se por niveis aumentados de colesterol total,
lipoproteina de baixa densidade (LDL) e triglicérides e por niveis reduzidos de
lipoproteina de alta densidade (HDL) (12).

Dados do WESDR e do ETDRS mostraram que niveis séricos de
colesterol elevados estdao associados a um aumento significativo da presenca de
exudatos lipidicos retinianos (12,27).

Os estudos sugerem que o tratamento da hiperlipidemia pode ajudar
a estabilizar o estado retiniano e, possivelmente, a acuidade visual (12,28).

Desta forma, os valores recomendados de LDL-colesterol sdo < 100
mg/dl (12).
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3.4 Tratamento invasivo

Frente a uma RD grave, as opcdes de tratamento sdo limitadas e
baseiam-se no uso da fotocoagulacdo com laser e da vitrectomia (28,29).

A fotocoagulacéo consiste na coagulacdo da retina com um raio
laser de comprimento de onda especifico (7). Este procedimento apresenta trés
indicacgoes (7):

1. Hemorragia vitrea ou pré-retiniana (7);

2. Neovascularizacao atingindo um ter¢co ou mais do disco optico (7)
€,

3. Edema macular (7).

Segundo o National Eye Institute (NEI), se a fotocoagulacdo nao
for realizada em individuos que apresentam essas alteracdes, a probabilidade de que
eles venham a perder seriamente a visdo num periodo de dois anos € de 25 a 50%
(5,7,16,28).

Os efeitos colaterais decorrentes da fotocoagulacdo consistem em
escotomas centrais, dificuldade para leitura, aceleracdo da catarata e, principalmente,
na perda da viséo periférica ou diminuicdo do campo visual (5,7,16).

A vitrectomia é um procedimento cirurgico realizado em casos mais
graves de RD, especialmente naqueles com descolamento retiniano tracional ou
hemorragia vitrea recorrente, sendo indicada para se prevenir cegueira ou uma perda
visual grave (18,30). A vitrectomia é claramente benéfica no tratamento de RDP ativa
avancada (5,18). A vitrectomia precoce aumentou a porcentagem de olhos com uma
acuidade visual de 10/20 para 44%, comparada com 28% num grupo tratado
convencionalmente (5,18).

A vitrectomia pode acelerar a formagéo de catarata e apresenta o
risco de descolamento de retina e endoftalmite, felizmente raros (5).

Contudo, apesar dessas valiosas opc¢cbes de tratamento, a perda
visual ainda continua a ocorrer numa taxa alarmante (28) e, infelizmente, nenhum dos
tratamentos é efetivo para se reverter a perda da acuidade visual (5). Portanto, ha uma
grande necessidade do desenvolvimento de farmacos para a prevencao e o tratamento
da RD (16).

3.5 Fisiopatologia

Os elevados niveis séricos de glicose induzem uma série de
anormalidades bioquimicas e celulares na retina que podem provocar as alteracfes
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vasculares encontradas na RD (4,7,31). Os mecanismos induzidos pela hiperglicemia
que podem acarretar a disfungéo das células endoteliais incluem o aumento do fluxo da
via dos polidis, a formacédo acelerada e ndo-enzimética dos produtos finais da glicacao
avancada (Advanced Glycation End Products - AGEs), o aumento da formacao de
diacilglicerol (com a subsequente ativacao da proteina quinase C - PKC), o aumento do
fluxo através da via da hexosamina e o estado de oxirreducdo celular alterado
(4,7,31,32). Todos estes mecanismos podem contribuir para as conhecidas
caracteristicas fisiolégicas das complicacbes diabéticas através do aumento da
regulacéo das citoquinas e dos fatores de crescimento, e da formacéo de radicais livres
derivados do oxigénio e do nitrogénio (33).

3.5.1 Viados polidis

A via dos polidis é constituida por duas etapas, a reducao da glicose
a sorbitol pela aldose redutase e NADPH (nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato
reduzida), seguida pela oxidacdo do sorbitol a frutose pela sorbitol desidrogenase e
NAD+ (nicotinamida-adenina-dinucleotideo oxidada) (24). Sob condi¢cbes normais, a
glicose é canalizada preferencialmente para a via glicolitica catalisada pela
hexoquinase (24). Nos tecidos que n&o requerem insulina para a captacdo celular da
glicose (rim, retina, sistema nervoso e células endoteliais), a via glicolitica esta
sobrecarregada na hiperglicemia prolongada (24). Isto favorece a formacgao de sorbitol
e frutose através da ativacdo da aldose redutase e da sorbitol desidrogenase (24).
Como resultado, a taxa NADH (nicotinamida-adenina-dinucleotideo reduzida) / NAD+
aumenta (24). O desbalanco cria um ambiente pseudo-hipéxico de fundamental
importancia para certas alteracdes celulares (24). O aumento da atividade da via dos
polidis esta associado a outras altera¢cdes, tais como o aumento do estresse oxidativo e
da sintese de prostaglandinas e uma reducdo da producéo de éxido nitrico (24). Estas
alteragbes metabdlicas culminam na lesdo tecidual e nas alteragcbes estruturais da
vasculatura retiniana (24).

3.5.2 Mucopolissarideos

No diabete dois fatores podem contribuir para as anormalidades
estruturais dos mucopolissacarideos: 1. como a entrada da glicose nas vias
precursoras de mucopolissacarideos nao depende de insulina, quantidades
aumentadas de glicose podem ser dirigidas para estas vias no animal hiperglicémico, 2.
como a montagem das cadeias de agucares ocorre numa etapa pos-ribossémica da
sintese de mucopolissacarideo, as alteragbes do meio interno que acompanham o
estado diabético podem causar modificagBes estruturais na por¢do carboidrato da
molécula (31).
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De fato sdo vistas anormalidades na estrutura dos
mucopolissacarideos da aorta, do cortex renal, da medula renal e da pele de animais
ou humanos diabéticos (31).

O olho, um outro alvo da doenca microvascular diabética, também
desenvolve anormalidades estruturais dos mucopolissacarideos da retina; o humor
vitreo de pacientes diabéticos acumula precursores dos mucopolissacarideos em
quantidades anormais (31). A reversibilidade das anormalidades estruturais dos
mucopolissacarideos no olho e na pele com o tratamento com insulina sugere que o
tratamento otimizado pode desempenhar um importante papel na prevencdo ou
reversao dessas anormalidades bioquimicas ao limitar a quantidade de substrato que
pode entrar nessa via (31).

3.6 Formacao dos produtos finais de glicacdo avancada (AGES)

A formagédo dos AGEs resulta de uma reacdo, conhecida como
glicacdo, entre um grupo amina livre de uma proteina e um grupo carbonil de um
acucar redutor (34). A producdo de AGEs aumenta com a idade, mas esta acelerada
no DM em proporcgéao direta a glicemia (10,35). Em modelos animais de diabete, tem-se
encontrado uma formacéo excessiva de AGEs em vasos sanglineos e na retina, onde
estes compostos podem produzir a lesdo celular vista no diabete (10,35). A auto-
oxidacdo da glicose e os AGEs produzem quantidades excessivas de radicais livres
gue podem reagir com a matriz extra-celular e com uma variedade de proteinas
celulares, com a consequente alteragdo da sua funcdo (10,35). Um resultado
importante é a alteragdo da matriz subendotelial dos capilares que, por sua vez,
acarreta alteracdes estruturais nos vasos — um evento importante na fisiopatologia da
RD (10,36). Além disso, quando os AGEs se ligam aos receptores endoteliais (RAGE),
induzem uma série de eventos, incluindo a expressao de genes para uma variedade de
moléculas como, por exemplo, o Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF), o
Fator de Crescimento Derivado das Plaquetas (FCDP), os fatores de transcricéo
(NFkB, SP1 e STAT1), a ativagao de proteases - como as metaloproteinases matriciais
(MMP), as caspases e as calpinas - e a sintese de moléculas de adesdo, como a
Molécula de Adesédo Celular Endotelial Plaquetaria (PECAM) e a Molécula de Adeséao
Intercelular (ICAM) (10,36).

As moléculas de adesdao, por sua vez, estimulam a adesao célula-a-
célula e a interacdo célula-matriz extracelular (ECM) (17). Este processo recruta
macrofagos para a parede do vaso, estabelecendo o passo para a aterogénese ao
elaborar citoquinas e fatores de crescimento que ativam cascatas envolvidas na
angiogénese, trombogénese e aterogénese (17).
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3.6.1 Pericitos

O acumulo de sorbitol nos pericitos (células de sustentacdo) e nas
células endoteliais leva a perda de pericitos e a diminuicdo do numero de células
endoteliais que constituem as modificagcdes histolégicas mais precoces da RD (17,37).
Os pericitos exercem uma influéncia inibidora sobre o crescimento das células
endoteliais através do Transforming Growth Factor beta (TGF-beta) ativado (17,37).
Assim, a perda de pericitos leva ao crescimento de células endoteliais e, dai, aos
microaneurismas (17,37). A estimulacdo exata da neovascularizacdo nao é conhecida,
mas a isquemia parece ser um fator importante (37).

Extratos de retina humana ou animal estimulam a proliferacdo de
células endoteliais de homologos do Fibroblast Growth Factor acido (aFGF) e basico
(bFGF) (37). Esses fatores ligados a heparina estimulam o crescimento das células
endoteliais podendo, posteriormente, acarretar a ruptura da célula (37). Eles estdo
ligados a glicosaminoglicanas e ao sulfato de heparina da matriz celular, e sao
liberados pelas heparinases dos tecidos lesados (37).

Estudos demonstram que o pericito controla a integridade do
endotélio, a proliferacdo celular endotelial e a manutencdo da barreira hemorretiniana
(17,25). Além disso, o pericito ainda preserva a capacidade de producdo da
prostaciclina e protege as células endoteliais contra a lesédo induzida por radicais livres
(17,25).

Foi relatado que humanos normais apresentam uma relagdo 1:1
entre as células endoteliais e os pericitos, enquanto nos diabéticos esta relagdo é de
4:1 (25).

Acredita-se que o pericito apresente um papel central no
desenvolvimento da microangiopatia diabética pois a RDP se desenvolve
invariavelmente em ratos quando a densidade dos pericitos se situa abaixo de 50% da
normal (25). Desta forma, foi feita uma hipotese segundo a qual a perda de pericitos
prové um ambiente “permissivo” para a proliferacdo subsequente das células
endoteliais, resultando na neovascularizacdo vista na RD (25). Isto sugere que a
prevencdo dos estagios iniciais da retinopatia, tais como a perda de pericitos, pode
prevenir os estagios tardios subseqientes da neovascularizacao (25).

Yamaguchi e colaboradores relataram que os AGEs apresentam
uma toxicidade especifica sobre os pericitos através de interacbes com o seu receptor
(RAGES) (17,25). Isto leva a reducéo dos pericitos, a qual, ao facilitar a replicacéo das
células endoteliais, pode promover a angiogénese (17,25).
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3.6.2 Papel das citoquinas

A formacdo da membrana proliferativa pré-retiniana € um passo
muito importante na patogénese da RDP (25). Além do VEGF, demonstrou-se que o
Fator Transformador do Crescimento-2 (TGF-2) desempenha um papel-chave na
formacdo desta membrana, causada pelas anormalidades metabdlicas retinianas (25).
A contracdo das membranas proliferativa e neovascular esta intimamente associada a
expressdo de citoquinas pelas células retinianas, particularmente pelas células de
Miiller (25). Citoquinas inflamatdrias - como a Interleucina-6 (IL-6), a Interleucina-8 (IL-
8) e o Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a) - também foram estudadas nas amostras
de vitreo e de plasma de pacientes com RDP (25). Os niveis de IL-6 e IL-8 eram
maiores no vitreo de pacientes com RDP e os de TNF-a estavam elevados no plasma
de pacientes com RDP comparados aos dos pacientes com retinopatia ndo-inflamatoria
(25).

Estudos ultra-estruturais da barreira hemorretiniana ap6s exposi¢ao
a Interleucina-1B (IL-1B) ou ao Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a) mostraram efeitos
pré-inflamatérios em experimentos animais (25). Os fatores causadores da quebra
desta barreira ndo sdo completamente conhecidos, embora as citoquinas tenham sido
implicadas no desenvolvimento da RD (25).

3.6.3 Via da diacilglicerol-proteina quinase C

No diabete ha um aumento da sintese de diacilglicerol (DAG) devido
a alteracbes na glicdlise (inibicdo da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e
intensificacdo da reducao da dihidroxiacetona fosfato a a-glicerol-3-fosfato) (25,38). A
maior formacao de a-glicerol-fosfato serve como um precursor prontamente disponivel
de DAG que estimula a PKC (25,38).

A hiperglicemia também pode ativar a PKC através da ligacdo aos
receptores AGE, da maior atividade da via dos polidis, da ativacdo do trifosfato de
inositol ou do desbalangco NADH / NAD+ (25,38).

O aumento da sintese de DAG e a ativagdo prolongada da PKC
podem resultar em alteracdes na permeabilidade vascular, no fluxo sangiiineo e na
sintese da membrana basal, além de também poderem favorecer a liberacao de fatores
de crescimento (25,38,39).

Verificou-se que a adesdo dos leucdcitos as células endoteliais esta
aumentada no diabete e que este processo parece ser mediado por moléculas de
adesado (38). Alguns estudos sugeriram que a PKC também esta envolvida na
expressdo de moléculas de adesado pelas células endoteliais, como a Molécula de
Adeséo Intercelular-1 (ICAM-1) e a Molécula de Adesédo Celular Vascular-1 (VCAM-1)
(38).
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Estas alteracdes foram descritas na retina e ha evidéncias do seu
envolvimento nas lesdes celulares relacionadas com a retinopatia diabética (10,38).

3.6.4 Radicais livres

Um radical livre (RL) pode ser definido como uma espécie quimica
gue possui um elétron ndo-pareado (40). Também pode ser considerado um fragmento
de uma molécula (41). Desta forma, os radicais livres podem ser formados de 3 formas:

1. Pela clivagem de uma ligacdo covalente de uma molécula normal,
com cada um dos fragmentos retendo um dos elétrons pareados
(41);

2. Pela perda de um elétron de uma molécula normal (41);
3. Pela adicdo de um elétron a uma molécula normal (41).

Os radicais livres mais relevantes nos sistemas bioldgicos sao
agueles derivados do oxigénio (40,41,42).

3.6.5 Estresse oxidativo

Diz-se que uma célula sofre estresse oxidativo quando a formacéo
de radicais livres ultrapassa a habilidade do sistema antioxidante celular (10). Isto pode
acontecer quando muitos radicais livres sdo formados, quando as defesas
antioxidantes enddgenas estdo diminuidas ou, mais comumente, quando ambos os
eventos ocorrem (10). A produgédo excessiva de radicais livres pode lesar qualquer
estrutura celular, incluindo-se a membrana (peroxidacdo lipidica), as proteinas
(polimerizagdo anémala) e o nucleo (leséo do acido desoxirribonucléico - DNA) (10).

No diabete, a formagcdo de radicais livres, juntamente com a
deficiéncia de antioxidantes, aumenta com o tempo e pode ter um papel importante no
desenvolvimento da retinopatia (8,9).

A retina é conhecida por ser um importante alvo da doencga diabética
(1). Por causa do seu alto requerimento de oxigénio e devido ao seu conteudo de
lipidios insaturados, a retina pode ser um sitio eletivo para a producéo de radicais livres
e para a peroxidacéo lipidica (1).

Nas células endoteliais, a hiperglicemia intracelular induz um
aumento da producéo do radical superoxido ao nivel mitocondrial (41). Pensa-se que
este aumento da producao de superoxido seja 0 processo ativador de todas as outras
vias envolvidas na patogénese das complicacdes diabéticas (41). Também ocorre um
aumento da producéo de oxido nitrico (ON) que é particularmente danoso uma vez que
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ele reage com o0 oxigénio (0O2-) produzindo peroxinitrito (ONOO-), um potente oxidante
(41). O peroxinitrito é citotoxico porque inibe o transporte mitocondrial de elétrons,
oxida grupos sulfidrila nas proteinas, inicia a peroxidacao lipidica sem a necessidade
de metais de transicéo e nitrata aminoacidos (tais como a tirosina), o que afeta muitas
vias de transducédo de sinal (41). A hiperglicemia crbnica promove a glicacdo nao-
enzimatica de proteinas e as proteinas glicadas podem aumentar a geracdo de
oxidantes ao ativar os fagocitos ou por liberar diretamente O2- e peroxido de hidrogénio
(41). Além disso, os AGEs estimulam a producdo de oxidantes através de interacdes
especificas com receptores presentes nas células vasculares (41).

3.6.6 Alteracdes da regulacéo do fluxo sanguineo

Os principais vasoconstritores endoteliais sdo as endotelinas (10).
Nas células endoteliais dos vasos retinianos, a principal endotelina é o subtipo ET-1,
que é sintetizada e liberada através da acao de varios fatores (fatores de crescimento,
citoquinas, trombina e insulina, entre outros) e é negativamente controlada pela
prostaciclina, ON e heparina, entre outras substancias (10). A ET-1 interage com
receptores de membrana especificos presentes nas fibras do muasculo liso vascular
(ETA e ETB) e isso deflagra um efeito vasoconstritor (10). Na retina de animais com
diabete, a sintese e a atividade de ET-1 e ET-3 estdo aumentadas e os fatores que
inibem estas acdes estdo reduzidos; as endotelinas sao assim consideradas um dos
fatores que contribuem para a reducdo do fluxo sanglineo retiniano e para a
proliferacéo dos capilares endoteliais (10).

Dentre os fatores vasodilatadores, aqueles que merecem maior
atencdo sao a prostaciclina e o ON (10). A prostaciclina é formada a partir do acido
aracdbnico através da participacdo da cicloxigenase, para formar endoperéxidos
ciclicos, como ocorre nas plaguetas (10). A principal diferenca entre a sintese de
prostaciclina nas plaquetas e a no endotélio € que a primeira envolve a tromboxane
sintetase, que produz tromboxane A2 (TxA2, um potente vasoconstritor e agregante
plagquetario), enquanto a dultima envolve a prostaciclina sintetase (um potente
vasodilatador e antiagregante plaquetario) (10). Devido a origem bioquimica
compartilhada, mas efeitos opostos dos dois prostandides, é aceito que um balanco
apropriado entre o tromboxane plaqguetario e a prostaciclina vascular seja fundamental

para a interacao fisioldgica entre as plaquetas e a parede do vaso (10).

3.6.7 Origens da deficiéncia de 6xido nitrico vascular no diabete

No diabete, a hiperglicemia pode ativar a isoforma bll da PKC nas
células endoteliais, o que reduz a entrada de calcio nas células e, conseqientemente,
a sintese de oxido nitrico (ON) (43). Além disso, a PKC promove a geragdo de
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superoxido nas células endoteliais e este se extingue numa reacao que gera o radical
toxico peroxinitrito (43). Desta forma, a superativacdo da PKC mediada pela
hiperglicemia tanto pode reduzir a sintese quanto acelerar a perda de ON (43).

A hiperglicemia também prové um aumento de substrato para a
aldose redutase endotelial (43). Esta enzima gera sorbitol a partir da glicose numa
reacao que oxida NADPH — e, assim, reduz a disponibilidade do co-fator redutor para a
ON sintase (39).

As proteinas tissulares glicadas (cujos niveis aumentam como
consequéncia da hiperglicemia) podem gerar superdxido numa reacado nao-enzimatica
que requer a catalise de metais de transicdo; este fator também contribui para a
deficiéncia de ON associada a hiperglicemia (43). Além disso, os AGEs também podem
extinguir o ON diretamente (43).

3.6.8 Implica¢des patogénicas da deficiéncia de 6xido nitrico

A deficiéncia vascular de ON pode ser crucial para a patogénese
tanto das complicagdes micro quanto macrovasculares do diabete ndo controlado (43).
Isto pode ser prontamente apreciado a luz da importancia fisioldégica da atividade basal
do ON em manter uma vasodilatacdo arteriolar apropriada, estabilizando as plaquetas
e prevenindo a ativacdo excessiva e a adesao de leucocitos circulantes (43). A perda
de tal atividade claramente pode promover isquemia ao induzir vasoconstricao
arteriolar, oclusdo microvascular por leucécitos aderentes ativados e trombose (43).
Além disso, o ON aumenta a atividade da bomba de sddio-potassio (Na-K-ATPase) na
parede arterial e em ax6nios do nervo periférico (43). A reducao da atividade da NA-K-
ATPase nas células endoteliais capilares retinianas expostas a hiperglicemia poderia,
da mesma forma, ser atribuida & menor producéo de ON (43).

No diabete, o impacto vasoconstritor da deficiéncia de ON é
exacerbado pelo estimulo da PKC sobre a producédo de endotelina (43).

Também ha evidéncias de que a sintese endotelial de PGI 1
(prostaciclina) tende a ser subnormal em diabéticos (43). Uma vez que a prostaciclina,
assim como a prostaglandina E1 (PGE1), apresenta muitos efeitos fisiol6gicos que sao
complementares aqueles do ON — incluindo-se a vasodilatacdo — € provavel que um
prejuizo na sua producao amplifique o impacto patogénico da deficiéncia de ON (43).

No diabete, a deficiéncia de ON e a ativacdo excessiva da PKC
endotelial acarretam uma sintese aumentada de Fator Ativador Plaquetario (PAF) (43).
O PAF endotelial, confinado a membrana endotelial luminal, estimula receptores nos
leucdcitos marginados que circulam ao longo das vénulas pos-capilares, induzindo a
ativacdo destes leucocitos e levando-os a expressar P2-integrinas, as quais
possibilitam aos leucdcitos aderir firmemente a superficie endotelial (43). Um dos
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principais alvos endoteliais aos quais estas integrinas aderem — ICAM-1 — também &
estimulada pela atividade da PKC (43).

Os leucécitos ativados também sintetizam o leucotrieno B4 (LTB4), o
gue aumenta ainda mais a atividade da PKC ao estimular a fosfolipase C-b (43).

Os leucécitos sdo maiores e mais viscosos do que 0s eritrocitos e o
processo de ativacdo aumenta a sua polimerizacdo pela sua acdo sobre a actina (43).
Assim, sob condi¢cdes nas quais o gradiente de pressdo através dos capilares esta
reduzido — como nos leitos vasculares supridos por artérias estenoticas ou arteriolas
constritas — 0s leucdcitos ativados se tornam encunhados nos capilares, impedindo o
fluxo vascular (43).

Em diabéticos, a viscosidade sangliinea aumentada devido aos
maiores niveis plasmaticos de fibrinogénio, pode prejudicar ainda mais o fluxo
microcirculatorio (43). Desta forma, estes fatores promovem hipoxia retiniana, a qual
provoca a liberacdo de fatores angiogénicos — mais notavelmente, fatores de
crescimento endoteliais vasculares — que induzem a neovascularizacao (43).

3.6.9 Alteragdes dos mecanismos de controle dos fatores de crescimento

Dentre todos os fatores de crescimento, o VEGF é o que esta mais
intimamente relacionado a neovascularizacéo retiniana ja que ele participa da formacéo
dos novos vasos que aparecem apoés a isquemia retiniana (10). O VEGF pertence a
uma grande familia de proteinas com capacidades angiogénica e mitogénica (10). Ele é
produzido na retina no epitélio pigmentado, na retina neurosensorial, nos pericitos e na
camada muscular lisa vascular (10). Desde os estagios mais precoces da retinopatia
(retinopatia inicial ou de fundo) jA se observa um aumento da expressdo do acido
ribonucléico mensageiro (RNAm) do VEGF no epitélio pigmentar retiniano (10).

Estudos sobre a inducdo de permeabilidade nas células endoteliais
retinianas em cultura mostraram que o VEGF induz uma hiperpermeabilidade
transitéria e transcelular, que envolve a ativagdo da éxido nitrico sintetase e a formacao
de oxido nitrico (16). Acredita-se que esta fase é seguida por um aumento sustentado
da permeabilidade paracelular devido a uma reduc¢éo da proteina ocludina das jungdes
firmes e envolve a expressao do receptor da uroquinase (UPAR), o que pode deflagrar
a formacé&o de plasmina e a ativacdo de metaloproteinases da matriz (16).

O VEGF, por sua vez, ainda promove a expressédo da ICAM-1 pela
célula endotelial, 0 que acarreta a ativagdo leucocitéria e liberacdo de citoquinas,
causando, assim, a amplificacdo da resposta inflamatoria (10,36).
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3.7 Fator Derivado do Epitélio Pigmentado (PEDF)

Além de causar lesdo vascular, o diabete também apresenta um
impacto adverso e precoce sobre a retina neural (2,10,36). Estudos em pacientes
diabéticos demonstraram alteragdes precoces na funcao visual, incluindo-se o prejuizo
da visdo colorida e da sensibilidade ao contraste, e reducbes dos potenciais
oscilatérios do ERG (2,10,36). Essas alteracbes frequentemente precedem o
estabelecimento de lesdes microvasculares e predizem a piora da retinopatia de uma
melhor maneira do que as caracteristicas clinicas, sugerindo que a neurodegeneracao,
assim como a disfuncdo vascular, seja uma caracteristica importante da RD (2,10,36).
Estudos em pacientes e ratos diabéticos mostraram aumentos precoces e significativos
da morte apoptotica de células gliais e neuronais na retina interna (2,10,36). Sugeriu-se
que os fatores metabodlicos que levam a esse fendmeno incluem a perda do suporte
trofico mediado pela insulina ou uma lesdo devido ao acumulo excessivo de
hexosamina, fator de necrose tumoral alfa ou glutamato (2,10,36). Dados que mostram
niveis reduzidos do Fator Derivado do Epitélio Pigmentado (PEDF) em fluidos oculares
e espécies de vitrectomia de pacientes com RD sugerem que a perda de PEDF
contribui para a toxicidade das células neurogliais induzida pelo diabete (2,10,36).

O PEDF ocorre naturalmente no olho e é expresso em multiplas
células retinianas, incluindo-se as células epiteliais pigmentares retinianas, células
gliais, células endoteliais vasculares e neurdnios (16). Demonstrou-se que o tratamento
com PEDF previne a neovascularizagao retiniana num modelo de retinopatia isquémica
(16). Recentemente, verificou-se que o PEDF bloqueia o0 aumento da permeabilidade
vascular retiniana induzido por inje¢des oculares de VEGF (16). O PEDF também pode
funcionar como um antioxidante jA que ele suprime a geragdo de espécies reativas
mediada pela NAD(P)H oxidase e bloqueia o aumento da expressao de VEGF induzido
pelo estresse oxidativo (16). Estudos dos fluidos oculares de pacientes com
neovascularizacdo ativa mostra uma correlacdo inversa entre os niveis de VEGF
(elevados) e PEDF (reduzidos), sugerindo que uma mudanca no balanco entre os
niveis de PEDF e VEGF pode contribuir para o desenvolvimento da doenca
neovascular retiniana (16).

Reducbes dos niveis de RNAmM do PEDF foram relatadas em células
endoteliais em cultura e em pericitos expostos a condi¢cdes de estresse oxidativo, bem
como em ceélulas endoteliais tratadas com o FNT-a (16). Estudos recentes com células
em cultura indicam que a hipoxia e o VEGF inibem os niveis de PEDF ao aumentarem
a atividade das metaloproteinases da matriz que degradam e inativam o PEDF (16).
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3.8 Poli(ADP-ribose)polimerase e disfuncéo vascular diabética

A poli(ADP-ribose)polimerase (PARP), também conhecida como poli
(ADP-ribose)sintetase (PARS), é uma enzima nuclear abundante nas células
eucaridticas que participa do reparo do DNA em resposta ao estresse genotoxico (44).

O gatilho obrigatorio para a ativacdo da PARP é a quebra do DNA,
gue pode ser induzida por uma variedade de estimulos ambientais e radicais
livres/oxidantes, mais notavelmente o radical hidroxil e o peroxinitrito (33,45).

Quando ativada pela quebra do DNA, a PARP inicia um ciclo que
consome energia ao transferir as unidades de ADP ribose do NAD+ para as proteinas
nucleares (33,44). Este processo resulta numa rapida deplecdo dos estoques
intracelulares de NAD+ e de ATP, reduzindo a taxa de glicélise (e a respiracédo
mitocondrial), assim como os niveis de NADP (um cofator da via das pentoses e das
vias sintéticas biorredutoras, envolvido na manutencdo dos pools de glutationa
reduzida), levando a disfuncdo e morte celulares (33,44). Demonstrou-se que a
ativacdo da PARP ocorre numa ampla variedade de estados patoldgicos, incluindo-se a
lesdo de reperfusdo do célon, rim, muasculo esquelético e miocardio, doencas
inflamato6rias como a colite, diabete e artrite, choque séptico e hemorragico (33,44).
Demonstrou-se que a ativacdo da PARP também tem um papel central em doencas
cardiovasculares, incluindo-se o acidente vascular encefalico (AVE), a ateroesclerose,
a doenca isquémica cardiaca, a toxicidade por doxorrubicina e a disfungéo
cardiovascular diabética (33).

A ativacdo da PARP em resposta aos elevados niveis de glicose
pode ser atenuada pela SOD (33).

A ativagdo da PARP pode ser relevante na disfuncdo das células
endoteliais induzida pela hiperglicemia (33). As células endoteliais expostas a
hiperglicemia durante 1-2 dias apresentam uma supressao intensa dos niveis celulares
de fosfato de alta energia, assim como dos niveis de NAD+ e NADPH (33). Desde que
a ON-sintetase constitutiva (ecNOS) € uma enzima dependente de NADPH, é
concebivel que a deplecéo celular de NADPH nas células expostas a hiperglicemia seja
diretamente responsavel pela supressao da atividade da ecNOS e pela reducdo da
capacidade relaxante dependente do endotélio dos vasos diabéticos (33). Nos
pacientes diabéticos, os efeitos da hiperglicemia sobre os niveis da NADPH podem ser
exacerbados pela atividade aumentada da aldose redutase, que também depleta
NADPH assim como gera oxidantes reativos (33).

A ativagdo da PARP nas células endoteliais expostas a hiperglicemia
parece ser um fator comum entre 3 das maiores hip6teses pelas quais a hiperglicemia
causa complicaces diabéticas: ativacdo das isoformas da PKC, fluxo aumentado da
via da hexosamina e formacdo aumentada dos AGEs (33,46). Cada uma desta vias
pode ser ativada pela superproducao de superoxido a partir da cadeia de transporte de
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elétrons mitocondrial que é induzida pela hiperglicemia (33,46). A superproducdo de
superoxido nas células endoteliais expostas a hiperglicemia resulta da inibicdo da
atividade da enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), sendo a PARP o
mediador deste efeito (33). A inibicdo da atividade da GAPDH também ativa o fator de
transcricdo proé-inflamatéria NF-kB que, nas células endoteliais, é dependente da PKC
(33). A inibicdo da atividade da GAPDH é um resultado da poli(ADP-ribosil)-acdo da
enzima pela PARP e pode ser revertida atraves da inibicdo da PARP (33). A GAPDH é
uma proteina multifuncional que apresenta efeitos tanto no citoplasma quanto no
ndcleo e tem sido implicada ndo somente na fisiologia normal (exportacdo do RNA
nuclear, replicacdo do DNA, reparo do DNA, fusdo da membrana exocitotica,
organizacdo citoesquelética e atividade da fosfotransferase), mas também em estados
patologicos, tais como, doencas neurodegenerativas (doenca de Parkinson), cancer
(prostata) e na patogénese viral, onde se mostrou que o GAPDH apresenta um papel
na morte celular apoptotica (33). Demonstrou-se agora que o GAPDH é o elo de
ligacdo entre a ativacdo da PARP e a disfuncéo diabética das células endoteliais (33).

3.9 Vitamina C
3.9.1 Introducéao

A vitamina C (acido ascorbico) € um micronutriente essencial para o
metabolismo normal do corpo e esta presente nas frutas frescas, em particular nas
citricas, e nos vegetais (43). A sua deficiéncia causa escorbuto (47).

A recomendacdo minima necesséria de vitamina C é de 60 mg/dia
para pessoas saudaveis e ndo fumantes (47).

A vitamina C é um co-fator de varias enzimas (47):

1. A pré-colageno-prolina deoxigenase (prolina hidroxilase) e a pro-
colageno lisina 5-deoxigenase (lisina hidroxilase), envolvidas na
biossintese do pro-colageno (47). Assim, a deficiéncia de vitamina
C causa perdas dentarias, dores articulares, desordens ésseas e
dos tecidos conetivos, e uma cicatrizacdo deficiente das feridas,
todas as quais sdo caracteristicas do escorbuto (47);

2. As deoxigenases, envolvidas na biossintese da carnitina,
substancia essencial para o transporte de acidos graxos de
cadeia longa para o interior da mitocéndria (47). Como resultado,
a deficiéncia de vitamina C resulta em fadiga e letargia, sintomas
iniciais de escorbuto (47);

3. A dopamina-monooxigenase, que catalisa a conversdo de
dopamina em norepinefrina (47). Assim, a deficiéncia de
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norepinefrina deve estar relacionada com a depressao,
hipocondria e as alteragdes do humor que ocorrem no escorbuto
47).

A vitamina C também foi implicada no metabolismo do colesterol e
dos acidos biliares, através da enzima colesterol 7a-monooxigenase, e no metabolismo
esterdide das adrenais (47).

Outras atividades da vitamina C incluem a manutencdo das enzimas
tiol num estado reduzido, e um efeito poupador da glutationa (um importante
antioxidante intracelular) e do tetrahidrofolato (co-fator para a sintese de
catecolaminas) (47).

3.9.2 Efeito antioxidante

Segundo o Panel on Dietary Antioxidants and Related
Compounds of the Food and Nutrition Board, um antioxidante pode ser definido
como uma substancia que reduz significativamente os efeitos adversos dos radicais
livres sobre a func¢éo fisioldgica normal (47).

A vitamina C (ou &cido L-ascérbico) € chamado de antioxidante
doador de elétrons devido a sua habilidade de prevenir a oxidagdo de outros
compostos ao se ligar aos seus elétrons (35). Enquanto o acido ascérbico é oxidado
numa forma estavel e nado reativa, os RL séo reduzidos a 4gua e ndo causam mais
leséo celular (35).

A vitamina C varre os radicais superoxido e hidroperoxil, peroxil
aguosos, 0 oxigénio singlet, ozénio, peroxinitrito e o didéxido de nitrogénio, os radicais
nitroxido e acido hipocloroso, protegendo, assim, outros substratos da lesdo oxidativa
(39,47).

Além disso, a vitamina C regenera o a-tocoferol (vitamina E) a partir
do radical a-tocoferil (47). Isto é particularmente importante porque o a-tocoferol pode
agir como um pro-oxidante na auséncia de co-antioxidantes como a vitamina C (47).

3.9.3 Efeitos sobre a coagulacao, as plaquetas e 0s vasos

Estudos demonstraram uma associacdo inversa entre as
concentracgdes séricas de vitamina C e os fatores de coagulacao (47,48).
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3.9.4 Efeitos sobre as plaguetas

Estudos in vitro demonstraram que concentragfes fisiologicas de
vitamina C podem aumentar a produgéo de PGE1 e de PGI1, resultando numa redugé&o
da agregacdo plaquetaria e da formacdo de trombos (47). Além disso, baixas
concentracdes de vitamina C também estdo associadas a maiores niveis do Inibidor da
Ativacdo do Plasminogénio 1, uma proteina que inibe a fibrindlise (47).

3.9.5 Vitamina C e 6xido nitrico

Outros estudos recentes demonstraram que a vitamina C restaura a
vasodilatacdo dependente do endotélio em pacientes com DM 1 e na hiperglicemia
aguda em humanos saudaveis, enquanto que estudos realizados com diabéticos do
tipo 2 mostraram resultados variados (48). Varios mecanismos podem ser responsaveis
por estes efeitos e, provavelmente, estdo relacionados a atividade antioxidante da
vitamina C (47).

O ON apresenta um papel importante na vasodilatacdo e também
inibe a agregacao plaquetaria e a adesao dos leucdcitos (47). Estudos demonstraram
que as concentracdes de ON sdo reduzidas através da sua reacdo com os radicais
superéxido e da inibicdo da sua liberacdo pelo LDL oxidado (47). Desta forma, a
vitamina C pode prevenir a quebra de ON ao varrer os radicais superoxido ou prevenir
a formacéo de LDL oxidada (35,39,47).

3.9.6 Efeitos sobre a fragilidade capilar

A deficiéncia de vitamina C promove as seguintes alteragdes sobre
os tecidos vasculares: espessamento da intima e da membrana basal, acimulo da
matriz extra-celular devido a uma sulfatacdo reduzida, perda das juncdes firmes do
endotélio (com o conseglente aumento da taxa de escape transcapilar — TET) e
fragilidade capilar (48). Estes achados também sdo encontrados na microangiopatia
diabética (48).

3.9.7 Efeitos sobre as complicacdes diabéticas

Um relato recente de que todas as alteragcdes induzidas pela
hiperglicemia - incluindo-se eleva¢cfes da aldose redutase, PKC e dos AGEs - sao
revertidas pela inibicdo da producgéo de radicais livres induzida pela glicose (49). Este
fato fornece a possibilidade de que, ao se bloguear o estresse oxidativo induzido pela
glicose, também se possa prevenir a lesédo causada pelas outras vias (49).
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A vitamina C apresenta um papel central no sistema de defesa
antioxidante e deve ajudar a mitigar o estresse oxidativo associado as complicagcfes
diabéticas (47). De fato, ha relatos de que regimes com altas doses de vitamina C
estdo associados a reversao dos sinais precoces da retinopatia e a normalizacdo da
resisténcia capilar no DM, confirmando o papel protetor dos antioxidantes na lesdo dos
vasos sangtineos (40,50).

3.9.8 Transporte intracelular de vitamina C

Conhece-se a existéncia de dois mecanismos distintos de transporte
da vitamina C para o interior das células (49):

1. Um mecanismo dependente de s6dio e mediado por um par de
transportadores de ascorbato, que predomina na barreira hemato-
encefélica, osteoblastos, mdudsculos, placenta, parede dos
intestinos, nas células renais com borda em escova, no figado,
cérebro, musculo e na maioria dos sistemas endécrinos e
neuroendocrinos, e ndo é afetado pelos niveis sanglineos de
glicose (49);

2. Um mecanismo extremamente sensivel aos niveis sanguineos de
glicose e dependente de alguns membros da familia de
transportadores de glicose (GLUT) (49). As células epiteliais
pigmentadas retinianas e certos tipos de células dos rins e dos
intestinos captam o deidroascorbato através deste tipo de
transporte (49).

Existem ainda, alguns tipos celulares, como os linfocitos e as células
vermelhas sangiineas, que utilizam ambos 0s mecanismos de captacdo de ascorbato
(49).

Uma vez que o deidroascorbato (DHA) entra nas células, é
convertido em acido ascérbico e armazenado (49).

O co-transporte de glicose e DHA pelos GLUTs em certos tipos
celulares sugere um novo mecanismo causador de doencas nestes tipos celulares
especificos (49). Estudos mostram um aumento da producdo de RL induzido pela
hiperglicemia nos 6rgdos-alvo afetados pelo DM (49). Assim, sugere-se que a producéo
de RL seja a principal via causadora das complica¢cGes diabéticas (49).

O acido ascérbico funciona como um importante componente da
defesa celular contra a toxicidade do oxigénio e a peroxidacéo lipidica causada pelos
radicais livres (8,50). Niveis reduzidos de acido ascoérbico tém sido observados em
pacientes diabéticos, principalmente naqueles com microangiopatia (8,50).
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A captacdo do &cido ascorbico pela célula € mediada por um
processo relacionado com o transporte de glicose e foi demonstrado que uma alta
concentracdo extracelular de glicose nos diabéticos pode prejudicar essa captacéo e
acentuar os problemas associados a deficiéncia desta vitamina (8,50).

Este fendbmeno privaria as células do antioxidante central e poderia
levar ao acumulo de RL seguido pela ativacdo das vias da PKC, aldose redutase e pela
producdo de AGEs no diabete (49).

Estes efeitos sao limitados a tipos celulares especificos que
dependem do co-transporte de glicose e DHA pelos GLUT (49).

Ja que o DHA e a glicose competem pelos transportadores GLUT,
cada um pode inibir o transporte do outro (49,50). A glicose sangiiinea basal no diabete
mal controlado esté tipicamente elevada e, durante episddios hiperglicémicos, eleva-se
ainda mais (49,50). Além disso, 0s niveis de ascorbato tendem a estar
significativamente reduzidos no diabete mal controlado, mesmo em diabéticos que
ingerem dietas ricas nessa substancia (49,50). A perda de ascorbato parece se dever a
sua excrecao (juntamente com a glicose) pelos rins, ao bloqueio da sua recaptacdo
pela maior concentracdo de acglcar e a sua reduzida reabsorcdo pelos tubulos renais
(devido a diurese osmotica e a glicosuria) (49).

Verifica-se, em média, uma reducdo entre 30 e 80% das taxas
normais de entrada de DHA nas células (49). Assim, o transporte de DHA para o
interior de nervos, da retina, do rim e de outros tecidos que séo Unica ou principalmente
dependentes de GLUT, estara intensa e cronicamente diminuido (49).

Desta forma, é provavel que a hiperglicemia resulte numa deficiéncia
de vitamina C em tipos particulares de células (tais como neurénios periféricos, células
pigmentadas retinianas e células endoteliais vasculares retinianas) que dependem
principal ou exclusivamente dos transportadores GLUT para a sua captacao (49).

3.9.9 Prevenindo e tratando as complica¢cdes diabéticas

Assim, acredita-se que o acido ascoérbico possa prevenir ou até
tratar as complicacfes associadas ao diabete ao afetar a glicosilacdo protéica (49,51),
a sensibilidade a insulina, o fluxo sangiineo retiniano e o estresse oxidativo (49,52).

3.9.10 Efeitos adversos da vitamina C

Os efeitos adversos do excesso de vitamina C sédo a
hemocromatose ou a sobrecarga de ferro, 0 aumento da excrecdo de acido urico e de
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oxalato (com o consequente desenvolvimento de célculos renais), nauseas, vomitos e
diarréia (53).

3.10 Superoxido dismutase (SOD)
3.10.1 Fisiopatologia das complicacfes crbnicas do diabete

Conforme j& dito, as complicacdes crbnicas do diabete ocorrem
como consequéncia da hiperglicemia persistente (32). A hiperglicemia, por sua vez,
promove a auto-oxidacdo da glicose, a formacdo de AGEs e a sua interacdo com o0s
RAGES; a ativacao de varias isoformas da PKC; a inducéo da via do poliol e o0 aumento
do fluxo da via da hexosamina (32).

Recentemente, foi feita uma hipdtese segundo a qual todos estes
processos seriam uma consequéncia do aumento da producdo de superéxido pela
cadeia mitocondrial respiratéria durante a hiperglicemia (32,54).

O papel da mitocondria na patogénese da retinopatia € amparado
por relatos que mostram que a mitocondria retiniana apresenta uma disfuncdo no
diabete (54,55). Ratos diabéticos ha 8 meses (uma duracdo na qual a apoptose da
célula capilar é vista na retina) apresentam aumento da liberagdo do citocromo ¢ no
citosol e da proteina pro-apoptética Bax na mitocondria (54,55). Além disso, a
incubacdo de células capilares retinianas em meio hiperglicémico resulta nessas
mesmas anormalidades, as quais sdo acompanhadas por apoptose celular aumentada
(54).

A apoptose das células capilares retinianas € um evento inicial na
patogénese da RD, e o estresse oxidativo foi ligado a apoptose acelerada das células
capilares retinianas (54). Pelo fato de ter-se demonstrado que as células capilares
retinianas séo perdidas através da apoptose antes que outra alteracdo histopatologica
seja detectavel e porgue os tratamentos que inibem o desenvolvimento da retinopatia
também inibem a apoptose e a ativacdo da caspase-3, sugere-se que 0 superoxido
apresenta um papel importante na patogénese da RD (54).

Desta forma, a reducéo da producéo de superéoxido pela mitocondria
ou 0 aumento da sua taxa de decomposicdo pelos antioxidantes poderiam bloquear
muitas das conseqiéncias patoldégicas da hiperglicemia (32).

3.10.2 Histoérico da SOD

Em 1938, Mann e Keilin descreveram uma proteina azul-esverdeada
que contém cobre (hemocupreina), a qual eles haviam isolado do sangue bovino
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(40,56). Em 1953, uma proteina similar foi isolada a partir do figado de cavalos e
chamada de hepatocupreina (40).

Em 1969, McCord e Fridovich relataram que a proteina eritrocitéria é
capaz de remover cataliticamente o radical superdxido, isto €, funciona como uma
enzima superoxido dismutase (SOD) (40,57). Posteriormente, demonstrou-se que a
SOD é idéntica a eritrocupreina humana e a hemocupreina bovina previamente
descritas (55,57).

Logo, SODs foram isoladas de uma variedade de eucariontes e
procariontes (57). Todas as SODs eucaridticas continham cobre e zinco (CuZnSOD),
enquanto que as procaridticas continham manganés (MnSOD) (57). Enquanto
trabalhava com figados de frangos, Fridovich percebeu que ele continha dois tipos de
SOD, um localizado na mitocondria e outro localizado no citosol (57).
Surpreendentemente, a SOD mitocondrial continha manganés (57).

A semelhanca entre as SODs mitocondrial e bacteriana sugere que
a mitocondria evoluiu a partir de uma relagcdo simbidtica endocelular com os
procariontes (57).

Juntamente com Fred Yost, Fridovich também isolou uma SOD que
contém ferro (57).

Howard M. Steinman e colaboradores determinaram a sequéncia
completa de aminoacidos da CuzZnSOD (57). Steinman e Robert L. Hill determinaram a
sequéncia de aminoacidos dos primeiros 29 residuos do amino terminal da Mn
dismutase mitocondrial, da Manganés dismutase bacteriana e da Ferro dismutase
bacteriana (57). O elevado grau de semelhanca de identidade entre as dismutases
bacteriana e mitocondrial forneceu um suporte adicional para a origem endossimbiética
da mitocondria (57).

3.10.3 A¢des da SOD

A SOD constitui a defesa primaria contra os radicais superoxido, e a
sua reacdo com estes radicais livres resulta na formacdo de peréxido de hidrogénio
(39).

Devido a sua localizagdo mitocondrial, considera-se a MNnSOD como
a primeira linha de defesa contra o estresse oxidativo (54).

Demostrou-se que ha uma menor atividade da SOD mitocondrial na
retina, bem como do seu RNAm, durante a apoptose das células capilares e o
aparecimento das caracteristicas histopatologicas da retinopatia diabética (54).
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Estudos in vivo e in vitro sugerem que a MnSOD apresenta um papel
protetor contra o desenvolvimento da retinopatia diabética pois o aumento da sua
expressdo em células endoteliais retinianas isoladas protege as células capilares
retinianas do estresse oxidativo induzido pela glicose e da apoptose das células
capilares (54).

3.10.4 Efeito da MnSOD sobre a “mem¢éria hiperglicémica”

Um paradoxo no diabete é denominado “memdaria hiperglicémica” e
refere-se a persisténcia da progressédo das altera¢cdes microvasculares induzidas pela
hiperglicemia durante os periodos subseqientes de homeostase glicémica normal (25).
Este fenbmeno notavel ocorreu nos olhos de cachorros diabéticos durante um periodo
de euglicemia pdés-hiperglicémica (25). Os olhos estiveram histologicamente normais
por 2,5 anos frente a exposicdo a glicemia elevada e sustentada (25). Mas, ap0s um
periodo subsequente de 2,5 anos de glicemia normal, os olhos desenvolveram
retinopatia grave (25). A piora da retinopatia, apesar de uma normoglicemia
sustentada, também foi relatada em ratos com diabete induzido pela estreptozocina
implicando em que o bom controle glicEmico isolado ndo detém o progresso da
microangiopatia diabética no seu estagio tardio (25).

Resultados do Epidemiology of Diabetes Interventions and
Complications Study indicam que a memoria hiperglicémica também ocorre em
pacientes humanos (25). Demonstrou-se que os efeitos do tratamento convencional e
intensivo sobre a ocorréncia e gravidade da retinopatia e nefropatia pds-estudo
persistem por até 4 anos apos o Diabetes Control and Complications Trial, apesar
de valores de hemoglobina glicosilada quase idénticos durante o seguimento de 4 anos
(25). O interessante é que a obtencdo de normoglicemia através do transplante
pancreatico também néo é efetivo em reduzir a progressao da RD (25). Outros estudos
demonstram que a exposicao glicémica prévia (HbAlc) e o nivel glicémico na primeira
visita também influenciam o desenvolvimento da RD (25). A licdo desses estudos é que
atingir-se o melhor controle glicémico a partir do estabelecimento do diabete parece ser
de notdvel importancia uma vez que os niveis de HbAlc j& durante o primeiro ano de
diabete estéo relacionados ao desenvolvimento posterior da retinopatia diabética (25).

Conforme sugerido por Brownlee e colaboradores, a producao
mitocondrial de superoéxido induzida pela hiperglicemia (estresse oxidativo) pode prover
uma explicacdo para o desenvolvimento de complicacdes durante os periodos de
glicemia normal pés-hiperglicemia (25,54).

Tratamentos que inibem a ativacdo da enzima promotora de
apoptose e, consequentemente, o desenvolvimento da RD, reduzem o estresse
oxidativo na retina (54). Assim, foi observado que o aumento da expressdo da MnSOD



39

previne o estresse oxidativo induzido pela glicose nas células endoteliais retinianas
(54). Assim, a MnSOD poderia ser utilizada no tratamento da “memoaria hiperglicémica”.

3.10.5 Efeitos adversos

A superoxido dismutase ndo apresenta efeitos adversos conhecidos
(40).

3.11 Pentoxifilina

3.11.1 Introducéao

7

A pentoxifilina, 3,7-dimetil-1-(5-oxohexil)-xantina, € um derivado da
xantina que inibe a xantina oxidase, uma enzima que é considerada candidata para a
formacao de radicais livres do oxigénio nas células (34).

3.11.2 Indicacdes

A pentoxifilina é usada clinicamente no tratamento da doenca arterial
periférica oclusiva cronica com claudicacao intermitente, doenca isquémica cardiaca e
insuficiéncia cérebro-vascular, num grande numero de sindromes inflamatérias e na
caquexia associada com cancer e com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS) (34,43,57,59).

3.11.3 Acdes gerais

O tratamento das doencgas vasculares com pentoxifilina melhora a
perfusdo em vasos ocluidos e o fluxo nutricional capilar, induz o desenvolvimento de
circulacao colateral, normaliza a microcirculagdo e o metabolismo muscular, possui
uma importante acdo vasodilatadora e antitromboética, afeta os leucdocitos com uma
acao estabilizante endotelial e melhora a hemorreologia (60).

Estes efeitos também podem ser observados ao nivel retiniano (60).

3.11.4 Efeito sobre o Fator de Necrose Tumoral-a

O FNT-a provoca a formagao mitocondrial de peréxido de hidrogénio
(61). A pentoxifilina, por sua vez, ao inibir a producédo do FNT-q, reduz os niveis de
peréxido de hidrogénio e, conseqlientemente, o estresse oxidativo (61).



40

3.11.5 Efeitos sobre o Fator de Crescimento Epidérmico (FCE)

Estudos mostram que pacientes com DM 1 e 2 apresentam, além
do estresse oxidativo aumentado, alteragcbes do Fator de Crescimento Epidérmico
(FCE) e do ON (61).

Assim, a interacdo entre o FCE e 0 seu receptor causa uma
elevacao transitoria do peroxido de hidrogénio (61). O sinal do receptor extra-celular de
FCE regula a via da PKC e constitui a principal via de sinalizacdo que media a
expressao da aldose redutase sob o estresse oxidativo (61).

A pentoxifilina € um redutor do FCE capaz de aumentar os niveis de
AMPc e GMPc ao inibir a fosfodiesterase (PDE), a enzima responsavel pela
degradacdo dos nucleotideos ciclicos celulares (61). O aumento dos niveis dos
nucleotideos ciclicos, por sua vez, é capaz de prevenir 0 estresse oxidativo ao reduzir a
peroxidacao lipidica (61). Portanto, conclui-se que a pentoxifilina reduz a leséo celular
resultante da acédo dos RL (61).

3.11.6 Efeitos sobre o ON

A pentoxifilina, ao reduzir os niveis de peroxidacdo lipidica, pode
proteger o ON da inativagdo pelos radicais livres contribuindo, assim, para a
vasodilatacdo e para a melhora das propriedades hemorreoldgicas (60).

3.11.7 Efeitos sobre os leuco6citos

O aumento da velocidade do fluxo leucocitario retiniano pela
pentoxifilina, tanto em individuos normais quanto em diabéticos, provavelmente se
deve a uma melhora da fluidez leucocitaria (43,59). Os efeitos diretos da pentoxifilina
incluem aumento da taxa de filtracdo do sangue total, aumento da deformabilidade dos
eritrocitos e reducdo da agregacédo plaquetaria e dos eritrécitos (43,59). A pentoxifilina
tem efeitos significativos in vitro sobre os leucécitos, melhorando a sua deformabilidade
ao reduzir o contetdo de F-actina e a producdo do anion superoxido (43,59,62). Além
disso, o aumento da velocidade dos leucdcitos retinianos pode ser parcialmente devido
a um efeito vasodilatador da pentoxifilina demonstrado no musculo cremastérico do
rato (43,59). A vasodilatacdo pode ocorrer como resultado de uma reducdo do
conteudo de F-actina e da contratilidade das células musculares lisas individuais
(43,59). Alem disso, os anions superoxido estimulam as contragcbes do musculo liso
vascular resultando em vasoconstricao (43,59). Portanto, uma redugao na producao de
anios superéxido pelos leucécitos (e, possivelmente, pelas células endoteliais),
induzida pela pentoxifilina, também pode contribuir para a vasodilatacdo (43,59). Estas
acOes da pentoxifilina, teoricamente, reduzem o risco de aprisionamento leucocitario e
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lesdo vascular endotelial, sugerindo que ela possa ter um efeito benéfico no curso da
RD (43,59).

3.11.8 Efeitos sobre os eritrocitos

Estudos demonstraram que a pentoxifiina promove um aumento
significativo da velocidade de fluxo sanglineo nos capilares retinianos (59). Ela corrige
a deformabilidade eritrocitaria alterada, reduz a hiperviscosidade sanglinea e exerce
um efeito benéfico sobre os sintomas clinicos das doencas vasculares (43,59,63). Esta
droga aumenta o contetdo intracelular de ATP e afeta as fun¢cdes da membrana
eritrocitaria, incluindo-se a alteracao eletrolitica (43,59). Além disso, a pentoxifilina
diminui a agregacgéao plaquetéria e reduz os niveis de fibrinogénio plasmatico (43,59).

Varios investigadores demonstraram que a deformabilidade
eritrocitaria é dependente de ATP, e que a rigidez eritrocitaria diminui a medida que o
ATP intracelular aumenta (64). Demonstrou-se que a pentoxifilina aumenta o contetdo
intracelular de ATP, e este aumento, aparentemente, melhora a deformabilidade da
célula sanguinea vermelha, conforme mensurado pela taxa de filtracdo sangiinea total
(64). Assim, a melhora da filtrabilidade eritrocitaria, observada em pacientes diabéticos,
pode estar relacionada a uma acgao farmacolégica especifica do farmaco (64).

Estudos mostraram reducbes nas concentracbes de fibrinogénio
durante o tratamento com pentoxifilina, 0 que provavelmente contribui para a melhora
da fluidez do eritrocito no DM (57,64).

Além desses efeitos, ainda se observa uma reducdo da presséo
sangilinea, a qual também pode contribuir para a melhora da reologia sangiinea
(57,64).

Devido a estes efeitos combinados, ha um incremento do suprimento
de oxigénio para areas isquémicas (bem como da taxa de captacdo de oxigénio pelo
humor da camara anterior), além de uma tendéncia a um aumento da amplitude das
ondas do ERG (57,65). A angiografia fluorescente pos-tratamento do fundo de olho
notou-se uma melhora da circulacdo sangiiinea nos pequenos vasos (57,65).

3.11.9 Efeitos adversos

Os efeitos adversos mais comumente relatados do tratamento com
pentoxifilina envolvem o trato gastrointestinal, como, por exemplo, vOmitos e
inapeténcia (66). Também ha relatos de vertigem e cefaléia que ocorrem numa
pequena porcentagem de pacientes que recebem a medicacdo (66). Outros efeitos
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adversos (como, por exemplo, efeitos sobre o sistema cardiovascular ou sistema
nervoso central) sdo raramente relatados (66).

3.11.10 Pentoxifilina e retinopatia diabética

Devido a habilidade da pentoxifilina em aumentar o fluxo sanguineo
microvascular retiniano, acredita-se que ela possa ser benéfica no tratamento da RD
inicial (59).

Estudos mostram uma aparente melhora nas desordens
microcirculatorias retinianas apos o tratamento com pentoxifilina, tendo sido observado
o desaparecimento de microaneurismas e hemorragias em pacientes com RDNP (64).
Entretanto, nenhuma alteracéo foi observada em pacientes com RDP (64).

Nos casos de hemorragia retiniana, observou-se que a
administracdo de pentoxifilina pode prevenir o ressangramento, 0 que mostra um efeito
positivo sobre o progndstico da acuidade visual (58).

Assim, a pentoxifilina € um agente patogenético altamente efetivo
para o tratamento da RD (67). A sua pecularidade farmacodinamica consiste huma
acao expressa sobre as propriedades reoldgicas do sangue e um efeito inibitério sobre
as plaquetas (67).

Além disso, a pentoxifiina é bem tolerada e pode ser usada em
combinagao com outras substancias (67).
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4 METODOS

4.1 Tipos de estudo

Revisdo sistematica da literatura utilizando-se ensaios clinicos
randomizados.

4.2 Local

Disciplina de Medicina de Urgéncia e Medicina Baseada em
Evidéncias da Escola Paulista de Medicina (EPM) - Universidade Federal de S&o Paulo
(UNIFESP), Sao Paulo - SP.

Programa de PoOs-Graduacdo em Medicina Interna e Terapéutica
(PGMIT).

Centro Cochrane do Brasil.

4.3 Critérios de incluséo
4.3.1 Tipos de estudos

Ensaios clinicos randomizados que utilizaram vitamina C, superéxido
dismutase e pentoxifilina, isoladamente ou em associacdo, no tratamento da retinopatia
diabética comparadas a auséncia de tratamento, ao uso de placebo e a fotocoagulacdo
a laser.

4.3.2 Tipos de participantes

Pacientes adultos entre 20 e 75 anos com retinopatia diabética
detectada clinicamente pela presenca de lesGes microvasculares retinianas
oftalmoscopicamente visiveis.

Para ser consistente com as alteracdes na classificacdo e nos
critérios diagnosticos do diabete melito através dos anos, o diagnéstico deveria ter sido
estabelecido utilizando-se os critérios padrées validos quando do inicio do ensaio
clinico [por exemplo, ADA, 1997 (68); ADA, 1999 (69); WHO, 1980 (70); WHO, 1985
(71); WHO, 1998 (72)]. O ideal € que os critérios diagnosticos deveriam ter sido
descritos. Se necessario, a definicdo de diabete melito do autor teria sido utilizada. O
mesmo teria se aplicado aos critérios diagnosticos da retinopatia diabética. Os critérios
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diagnosticos deveriam eventualmente ter sido submetidos a uma analise de
sensibilidade.

4.3.3 Tipos de intervencdes

Foram considerados estudos que compararam a vitamina C e / ou a
superoéxido dismutase a:

1. Nenhuma intervencéao;
2. Placebo;
3. Fotocoagulagéo a laser.

E estudos que compararam a pentoxifiina associada a
fotocoagulacéo a laser versus:

1. Placebo;

2. Fotocoagulacéo a laser

4.4 Amostra
4.4.1 Tamanho da amostra

Todos os estudos encontrados através da estratégia de busca (detalhada em
Estratégia de busca) dos estudos e que preencheram os critérios de inclusao.

4.5 Desfechos avaliados
4.5.1 Priméarios

A avaliagdo priméaria da efetividade da vitamina C, superéxido
dismutase e pentoxifiina no tratamento da retinopatia diabética foi avaliada
considerando-se 0s seguintes critérios:

1. Progressdo da retinopatia diabética, definida como: (1) o
desenvolvimento de qualquer retinopatia onde previamente
nenhuma existia, (2) o desenvolvimento ou a progressao de
edema macular clinicamente significativo conforme definido pelo
Early Treatment Diabetic Retinopathy Study (ETDRS), e (3) o
desenvolvimento de retinopatia proliferativa a partir da retinopatia
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diabética n&o-proliferativa ou a recorréncia de retinopatia
diabética proliferativa ativa (73);

. Incidéncia de cegueira.

Mortalidade [mortalidade por todas as causas, mortalidade
relacionada ao diabete melito (morte por infarto agudo do
miocardio, acidente vascular encefalico, doenca vascular
periférica, doenca renal, hiper ou hipoglicemia ou morte subita)];

Morbidade (morbidades de todas as causas, assim como as
relacionadas ao diabete e as doencas cardiovasculares, como,
por exemplo, angina pectoris, infarto agudo do miocérdio,
acidente vascular encefalico, doenca vascular periférica,
neuropatia, retinopatia, nefropatia, disfuncao erétil e amputaces);

Efeitos adversos;
Qualidade de vida;

Custos.

4. 5.3 Covariaveis e efeitos modificadores

. Duracéo do diabete melito;

. Duracéo da retinopatia diabética;

Controle glicémico;
Controle da pressao arterial,

Uso de inibidores da enzima de conversdo da angiotensina
(IECA);

Presenca de outras doencas sistémicas.

4.6 Critérios de exclusao

O principal critério de excluséo foi uma idade inferior a 20 (devido ao
tempo de evolugdo da RD) ou maior do que 75 anos (devido a elevada presenca de
comorbidades apds esta idade).
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4.7 Estratégia de busca para a identificacdo dos estudos

Os estudos foram identificados através de uma pesquisa que
contemplou as seguintes bases de dados: Cochrane Central Register of Controlled
Trials (CENTRAL, The Cochrane Library - até a ultima edicdo), MEDLINE (1966 —
2007), EMBASE (1980 — 2007), CINAHL (1982 — 2007) e Web of Science (1980 —
2007).

Também foram pesquisadas bases de dados de ensaios clinicos em
desenvolvimento: Current Controlled Trials (www.controlled-trials.com - com ligacfes
para outras bases de dados de ensaios clinicos em andamento).

Né&o foi aplicada restricdo de idioma.

Foram combinadas as estratégias de sensibilidade descritas no
Apéndice 5b do Cochrane Handbook for Systematic Reviews of Interventions (74)
para a pesquisa de estudos clinicos controlados randomizados no MEDLINE.

Foram utilizados os seguintes termos (MeSH), em combinacdo com
a estratégia de busca para estudos clinicos controlados randomizados, com o intuito de
se identificarem estudos para inclusao na reviséo sobre a efetividade e a seguranca da
vitamina C e superéxido-dismutase no tratamento da retinopatia diabética:

Ascorbic Acid [*therapeutic use]; Diabetic Retinopathy [*drug
therapy]; Free Radical Scavengers [*therapeutic use]; Superoxide Dismutase
[*therapeutic use]

Foram utilizados os seguintes termos (MeSH), em combinacdo com
a estratégia de busca para estudos clinicos controlados randomizados, com o intuito de
se identificarem estudos para inclusao na reviséo sobre a efetividade e a seguranca da
pentoxifilina no tratamento da retinopatia diabética:

Pentoxifylline [*therapeutic use]; Diabetic Retinopathy [*drug
therapy]; Disaggregants [*therapeutic use]

As estratégias de busca do MEDLINE (Anexos 3 e 4) foram
adaptadas para refletir os titulos encontrados através dos descritores usados pela The
Cochrane Library, EMBASE, CINAHL e Web of Science.

4.7.1 Qutras fontes

Foram feitos contatos com os autores a fim de se identificarem
pesquisas nao publicadas e ensaios ainda em desenvolvimento.
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4.7.2 Listas de referéncias

Tentariamos identificar estudos adicionais através da analise das
listas de referéncia de revisdes sistematicas e ensaios clinicos incluidos, de
metandlises e da avaliacdo de comunicados relacionados a &rea da saude.

4.7.3 Selecao de estudos

Para se determinar os estudos que seriam posteriormente avaliados
com mais profundidade, dois autores [Carlos César Lopes de Jesus (CCLJ) e Prof. Dr.
Orsine Valente (OV)] acessaram de forma independente os estudos com base no titulo,
no resumo ou em ambas as secdes. Todos os estudos elegiveis foram obtidos na sua
integra. A concordancia entre os observadores seria mensurada utilizando-se o teste
kappa (75). As divergéncias seriam assinaladas se esses estudos fossem incluidos
posteriormente e a influéncia da escolha primaria seria submetida a uma analise de
sensibilidade. Onde houvesse divergéncias de opinido, estas seriam resolvidas através
da consulta a um terceiro autor (Profa. Dra. Virginia Femandes Moca Trevisani). Se a
resolucdo da divergéncia nao fosse possivel, o artigo deveria ser adicionado aqueles
gue aguardavam avaliacdo e os autores deveriam ser contatados para esclarecimento.

Um grafico em floresta, destinado a avaliacdo da qualidade das metanalises dos
estudos selecionados, seria anexado (76).

4.7.4 Extracdo e manuseio dos dados

Dois autores (CCLJ e OV) realizariam a extragdo dos dados acerca
do tipo de participantes, intervencdes e desfechos de cada estudo que preenchesse os
critérios de inclusdo utilizando um formulario padronizado. Quaisquer divergéncias que
ocorressem deveriam ser resolvidas através de um debate ou, se necessario, pelo
terceiro autor. Qualquer informacéo relevante que ndo constasse no ensaio deveria ser
obtida, se necessario, através do contato com o autor original do artigo.

4.8 Avaliacéo da qualidade metodolégica dos estudos incluidos

Cada estudo seria avaliado de forma independente por dois autores
(CCLJ e QV). Possiveis divergéncias deveriam ser resolvidas através de um consenso,
ou através da consulta ao terceiro autor (VFMT), no caso de discordancia. Planejamos
avaliar a influéncia dos critérios individuais de qualidade através de uma analise de
sensibilidade. A concordancia entre os autores seria calculada usando-se o indice
kappa (75). Nos casos de discordancia, os demais membros do grupo deveriam ser
consultados e o julgamento deveria ser feito com base num consenso.
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Além disso, avaliariamos a qualidade de cada estudo baseados nos
critérios de qualidade especificados por Schulz e Jadad (77,78). De uma forma
particular, os seguintes fatores seriam estudados:

1.

Minimizacdo do viés de selecdo: a) o processo de randomizacao
foi adequado? b) o sigilo de alocacao foi adequado?;

. Minimizagdo do viés de conducgdo: os pacientes e as pessoas

envolvidas na administracao do tratamento estavam cegas quanto
a intervencgéo?;

Minimizacdo do viés de seguimento: a) as perdas de seguimento
e as retiradas foram totalmente descritas? b) foi feita analise de
inteng&o de tratar?;

Minimizacgdo do viés de diagnostico: os avaliadores dos desfechos
estavam cegos quanto as intervengdes?

Baseados nestes critérios, 0os estudos seriam subdivididos em uma
das trés categorias seguintes, de acordo com os critérios do Cochrane Handbook for
Systematic Reviews of Interventions (74):

1.

2.

Todos os critérios de qualidade atendidos: baixo risco de viés;

Um ou mais critérios de qualidade parcialmente atendidos:
moderado risco de Viés;

Um ou mais critérios de qualidade ndo atendidos: alto risco de
viés.

4.8.1 Lidando com dados omitidos

Dados relevantes omitidos deveriam ser obtidos dos autores, se iSsoO
fosse factivel. A avaliagdo de dados numéricos importantes (tais como pacientes
investigados, elegiveis e randomizados), assim como uma andlise da intengéo de tratar
e da populacdo de acordo com o protocolo, seriam cuidadosamente realizadas. Taxas
de atrito (como, por exemplo, abandonos, perdas de seguimento e retiradas) seriam
investigadas. Abordagens com base na observacdo mais recente, analises de intencao
de tratar e da populacdo de acordo com o protocolo seriam apreciadas criticamente e
comparadas com os parametros dos desfechos primarios e com o calculo do poder

estatistico.
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4.8.2 Lidando com publicacdes em duplicata

No caso de publicacbes em duplicata e de publicacdes secundarias
de um estudo primério, maximizariamos a coleta de informagfes através da avaliagédo
simultanea de todos os dados disponiveis. Em caso de duvidas, a publicacéo original
(geralmente a mais antiga) teria prioridade.

4.8.3 Avaliacao da heterogeneidade

No caso da presenca de heterogeneidade clinica, estatistica ou
metodoldgica substancial, os resultados dos estudos ndo seriam combinados através
de uma metanalise. A heterogeneidade seria identificada através da inspecédo visual
dos graficos de metanalises, utilizando-se o teste do Qui quadrado com significado
estatistico quando p < 0,1. Em vista do baixo poder de tais testes, a heterogeneidade
seria especificamente estimada por meio do I-quadrado (79), onde valores do I-
guadrado maiores ou iguais a 50% indicam um nivel substancial de heterogeneidade
(80). O I-quadrado mostra a porcentagem de variacdo total entre os estudos devida a
heterogeneidade e seria utilizado para se julgar a consisténcia da evidéncia.

Quando a heterogeneidade fosse encontrada, tentariamos identificar
razdes potenciais para isto ao examinar as caracteristicas de cada estudos, assim
como aquelas dos subgrupos do principal corpo de evidéncia.

4.8.4 Avaliacéo de vieses

Graficos em funil seriam utilizados numa analise exploratdria dos
dados para se avaliar a potencial existéncia de pequenos viéses do estudo. Ha um
certo numero de explicacdes para a assimetria de um gréfico em funil, incluindo-se a
verdadeira heterogeneidade do efeito em relagdo ao tamanho do estudo, um desenho
metodoldgico pobre dos pequenos estudos e o viés de publicacdo (81). Assim, este
instrumento exploratorio de dados poderia ser ilusorio e ndo deveriamos depositar uma
énfase indevida em tal instrumento (82).

4.8.5 Sintese dos dados (metandalise)

Os dados seriam sintetizados estatisticamente se estivessem
disponiveis, se fossem suficientemente similares e de suficiente qualidade. A anélise
estatistica seria realizada de acordo com as diretrizes estatisticas referenciadas na
versdo mais recente do Cochrane Handbook for Systematic Reviews of
Interventions (74).
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4.8.6 Analise de subgrupos e investigacao de heterogeneidade

Analises de subgrupos seriam realizadas principalmente se um dos
parametros de desfecho primario demonstrasse diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos de intervencdo. Em qualquer outro caso, as andlises de
subgrupos seriam claramente assinaladas como um exercicio gerador de hipoteses.

As seguintes analises de subgrupo foram planejadas:
1. Género;

2. Localizac&o geogréfica do estudo;

3. Duracéo do diabete melito;

4. Critérios para o diagnéstico do diabete melito;

5. Duracéo da retinopatia diabética.

6. Critérios para o diagnostico da retinopatia diabética;

7. Estratégia de comparacao.

4.8.7 Andlise de sensibilidade

Explorariamos a influéncia de varios fatores sobre o tamanho do
efeito. Para isto:

1. Realizariamos uma analise de sensibilidade excluindo-se estudos
nao publicados;

2. Realizariamos uma analise de sensibilidade levando-se em conta
a qualidade do estudo, conforme especificado acima,;

3. Realizariamos uma analise de sensibilidade excluindo-se estudos
muito longos ou muito grandes para estabelecermos o quanto
eles dominariam os resultados;

4. Realizariamos uma andlise de sensibilidade excluindo-se estudos
utilizando-se os seguintes filtros: critérios diagnosticos, idioma de
publicacdo, fonte de recursos (inddstria versus outro) e pais.

A robustez dos resultados também seria testada repetindo-se a
analise utilizando-se diferentes medidas de tamanho de efeito (risco relativo, razao de
chances, etc.) e diferentes modelos estatisticos (modelos de efeitos fixos e
randdmicos).
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4.9 Qualidade metodolégica

A qualidade metodolégica ndo foi avaliada devido a auséncia de
estudos a respeito do tratamento da retinopatia diabética com a vitamina C, superdxido
dismutase e pentoxifilina.
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5 RESULTADOS

Em relacdo a reviséo sobre o uso da vitamina C e superéxido
dismutase no tratamento da retinopatia diabética, um total de 241 publicacdes foram
identificadas através da busca eletronica. Destas, 28 foram identificados como
contendo potenciais informacdes sobre o tratamento dos pacientes com retinopatia
diabética utilizando-se estas substancias e foram lidos na integra. Em relacéo a revisao
sobre o0 uso da pentoxifilina no tratamento da retinopatia diabética, um total de 97
publicacdes foram identificadas atraves da busca eletrbnica. Destas, 17 foram
identificados como contendo potenciais informacdes sobre o tratamento dos pacientes
com retinopatia diabética utilizando-se esta substancia e foram lidos na integra.
Contudo, verificou-se que nenhum estudo, até o momento, avaliou o tratamento da
retinopatia diabética com vitamina C, superdxido dismutase e pentoxifilina segundo os
critérios de inclusdo de tal forma a indicar se o uso destas substancias apresenta um
impacto significativo sobre a progresséo da doenca ou sobre a incidéncia de cegueira.

Nenhum estudo, segundo os critérios de inclusdo, avaliou, até o
momento, o tratamento da retinopatia diabética com vitamina C, superéxido dismutase
e / ou pentoxifilina de tal forma a indicar se 0 uso destas substancias apresenta um
impacto significativo sobre a progresséo da doenca ou sobre a incidéncia de cegueira.
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6 DISCUSSAO

Héa evidéncias de um papel-chave dos radicais livres na patogénese
da retinopatia diabética. A retina é rica em acidos graxos poliinsaturados e apresenta
taxas de oxidagao de glicose e de captacado de oxigénio maiores do que qualquer outro
tecido, sendo, assim, extremamente suscetivel ao estresse oxidativo aumentado.
Alteracfes na atividade das enzimas do sistema antioxidante (tais como a superéxido
dismutase) parecem ser uma das possiveis fontes do estresse oxidativo no diabete.
Evidéncias recentes também apontam para a participacdo das espécies reativas do
oxigénio na cascata mitogénica iniciada pelos receptores de tirosina quinase de varios
fatores de crescimento, incluindo-se o Fator de Crescimento Endotelial Vascular
(VEGF). Os antioxidantes, ao menos, inibem algumas anormalidades metabdlicas e
alteracdes patoldgicas induzidas pela hiperglicemia. Portanto, € razoavel se postular
que um tratamento antioxidante pode ser (til para se prevenir a progressdo da
retinopatia diabética e que combinacdes de medicamentos poderiam ser necessarias
para se prevenir a perda visual em pacientes diabéticos. O acido ascoérbico esta
presente em grandes concentracdes nos olhos humanos e a sua habilidade de “varrer”
espécies reativas do oxigénio pode ter importancia no tratamento da retinopatia
diabética. O papel bioldgico da superdxido dismutase é o de “varrer” o superoxido, o
qual é gerado in vivo ap0s a exposicao ao oxigénio. O Epitélio Pigmentado Retiniano
(EPR) contém elevados niveis de Manganés-Superdxido Dismutase e uma reducéo
dos seus niveis pode estar relacionada a lesédo retiniana. Antioxidantes, tais como a
vitamina C e a superoxido dismutase, podem proporcionar efeitos benéficos adicionais
a pacientes com retinopatia diabética. Contudo, nenhum estudo clinico com estas
substancias foi realizado até o momento. Visto que a vitamina C e a superoxido
dismutase apresentam potencial de influenciar positivamente a doenca ocular, estas
substancias deveriam ser investigadas através de um ensaio clinico randomizado com
desfechos como incidéncia de cegueira, progressao da retinopatia diabética, qualidade
de vida e efeitos adversos do tratamento.

A ocluséo capilar € um evento precoce na patogénese da retinopatia
diabética. Ha evidéncias de que a pentoxifilina induz a normalizacdo dos padrbes
reolégicos sangliineos bem como uma reducdo significativa das taxas de excrecéo
urindria de albumina e de proteina total. Estudos abertos mostraram que diabéticos
tratados com pentoxifilina apresentaram uma absor¢cdo mais precoce da hemorragia
retiniana e uma incidéncia significativamente menor de neovascularizacdo. Em alguns
casos, houve uma melhora significativa do tempo brago-retina e uma redugcdo marcante
de areas avasculares. Estes resultados preliminares sugerem que a pentoxifilina pode
ser eficaz na prevengéo de neovascularizagdo retiniana ou intra-retiniana e na melhoria
da recuperacado dessas desordens. Portanto, antiagregantes como a pentoxifilina
podem proporcionar efeitos benéficos adicionais a pacientes com retinopatia diabética.
Contudo, nenhum ensaio clinico randomizado investigou esta hipotese.
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7 CONCLUSOES DOS AUTORES

Nenhuma pesquisa, até 0 momento, examinou de forma adequada o
tratamento da retinopatia diabética com a vitamina C, superoxido dismutase e
pentoxifilina de tal forma a indicar se tais formas de intervenc&o apresenta um impacto
significativo sobre o progresso desta condicdo clinica. O potencial papel destas
substancias no tratamento da retinopatia diabética permanece aberto ao debate, e
sugere-se que futuras pesquisas com o enfoque orientado em desfechos clinicos
deveriam ser realizadas para avaliar um assunto de tal relevancia.

7.1 Implicacdes para a pratica

Na auséncia de estudos a respeito de potenciais tratamentos
farmacoldgicos da retinopatia diabética (tais como vitamina C, superoxido dismutase e
pentoxifilina), a fotocoagulacdo a laser continua sendo o tratamento primario desta
condicéao clinica.

7.2 Implicagcdes para a pesquisa

Como a fotocoagulacao a laser constitui um procedimento invasivo
gue destréi células retinianas, novas abordagens deveriam ser desenvolvidas para se
prevenirem ou se regredirem as lesdes retinianas em diabéticos.

O papel dos radicais livres na patogénese da retinopatia diabética e
0s potenciais efeitos terapéuticos da vitamina C e da superoxido dismutase no
tratamento da doenca ocular diabética permanecem abertos ao debate.

O papel da ocluséo capilar na patogénese da retinopatia diabética e
o potencial efeito terapéutico da pentoxifilina no tratamento desta desordem clinica
também permanecem abertos ao debate.

Desta forma, sugere-se que futuras pesquisas, feitas com ensaios
clinicos randomizados que abordem tais tratamentos, sejam realizadas. Desta forma,
poder-se-ia elaborar ensaios clinicos com as seguintes caracteristicas:

a. Estabelecimento do diagnéstico de DM segundo os critérios
vingentes;

b. Estabelecimento do diagndstico, estagio e da gravidade da RD
por um oftalmologista segundo os critérios vingentes;
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. Padronizacdo de desfechos e variaveis a serem medidas para
se viabilizar a sintese dos resultados obtidos a partir de estudos
diversos;

. Planejamento da quantificagdo formal de provaveis efeitos
adversos associados, como hemocromatose, aumento da
excrecdo de acido Urico e de oxalato (com o consequente
desenvolvimento de céalculos renais), nauseas, vomitos, diarréia,
inapeténcia, vertigem, cefaléia e efeitos sobre o0 sistema
cardiovascular ou sobre o sistema nervoso central;

. Avaliacdo da adesé&o ao tratamento apos o término do estudo;
. Andlise dos beneficios e possiveis maleficios a longo prazo;
. Avaliacdo da possivel relacdo entre dose e resposta;

. Andlise dos custos com vistas a se implementar a intervencao
estudada na Rede Publica de Saude.
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8 ANEXOS

Anexo 1

Critérios diagnoésticos da retinopatia diabética da American Academy of
Ophtalmology
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Diagnodstico e classificagcdo da retinopatia diabética

Grau de retinopatia

Achados observados a fundoscopia

Sem retinopatia

Auséncia de anormalidades

RD nao-proliferativa leve

Apenas microaneurismas

RD néao-proliferativa

moderada

Mais do que apenas microaneurismas, mas menos do que RD néo-

proliferativa grave

RD néao-proliferativa

grave

Auséncia de RD proliferativa e qualquer das alteracdes a seguir:
mais de 20 hemorragias intra-retinianas em cada um dos 4
quadrantes; dilatacdo venosa em 2 ou mais quadrantes;
anormalidades microvasculares intra-retinianas em 1 ou mais

quadrantes

RD proliferativa

Neovascularizagao, hemorragia vitrea pré-retiniana

RD = retinopatia diabética

Referéncia:

1. Esteves J, Laranjeira AF, Roggia MF, Dalpizol M, Scocco C, Kramer CK, et

al. Fatores de risco para retinopatia diabética. Arquivos Brasileiros de

Endocrinologia e

Metabolismo, 2008;52(3):432-441.
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Anexo 2

Artigos excluidos (Avaliacdo da efetividade e seguranca da vitamina C e superéxido
dismutase na retinopatia diabética)
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Artigos excluidos (Avaliagdo da efetividade e seguranca da vitamina C e
superoxido dismutase na retinopatia diabética)

Bandello 2003
Caldwell 2005
Comer 2004
Comer 2005
Cunha-Vaz 1979
Cunha-Vaz 2004
De La Cruz 2004

Gaede 2006

Gupta 2005

Ivanisevic 1994

Jennings 1987

Juhl 2004

Kowluru 2001
Leal 2005

Mamputu 2004

Mayer-Davis 1998

Artigo de revisao.
Artigo de revisao.
Artigo de revisao.
Artigo de revisao.
Artigo de revisao.
Artigo de revisao.
Artigo de revisao.

Estudo sobre uma intervencdo multifatorial em pacientes
com diabete melito 2.

Neste estudo, o estresse oxidativo (mensurado através dos
niveis de malondialdeido, superdoxido dismutase, glutationa
peroxidase e vitamina C) foi medido em 50 controles
normais, 40 diabéticos sem complicacdes, 22 diabéticos com
retinopatia proliferativa e em 20 com retinopatia n&o-
proliferativa, respectivamente.

Artigo de revisao.

Estudo que investigou as concentracfes de acido ascoérbico
e de-hidro-ascérbico em diabéticos e controles normais
pareados.

O estudo descreve uma reducdo da taxa de escape
transcapilar de albumina em diabéticos do tipo 1 tratados
com vitamina C.

Artigo de revisao.
Artigo de revisao.

Os autores examinaram o efeito in vitro dos produtos finais
de glicosilacdo avancada sobre a adesdo de mondcitos
humanos as células endoteliais bovinas e os mecanismos
moleculares envolvidos neste processo.

Estudo epidemioldgico.



Millen 2003
Newport 2005
Palmieri 2006
Porta 2004
Rema 1995

Sinclair 1992

Soro-Paavonen 2006

Vinson 1994

Wang 2005
Wegewitz 2005
Yam 2007

Yildrim 2007
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Estudo epidemioldgico.
Estudo epidemioldgico.
Artigo de revisao.
Artigo de revisao.
Estudo epidemioldgico.

Este estudo mensurou a atividade dos radicais livres usando
o &cido tiobarbitdrico, malondialdeido e a glutationa
reduzida.

Artigo de revisao.

Estudo que investigou os efeitos benéficos da vitamina C e E
sobre as concentragcdes de sorbitol, a glicagdo e a
peroxidacéo lipidica.

Artigo de revisao.
Artigo de revisao.
Artigo de revisao.

Estudo que investigou a correlacdo entre cobre, zinco, 0xido
nitrico, glutationa, produtos finais da glicacdo avancada e
superoxido dismutase plasmaticos e a gravidade da
retinopatia diabética.
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Anexo 3

Artigos excluidos (Avaliacdo da efetividade e seguranca da pentoxifilina na retinopatia
diabética)
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Artigos excluidos (Avaliacdo da efetividade e seguranca da pentoxifilina na

retinopatia diabética)

Bloomgarden 1999

Desai 2007

Gincherman 1982

Gol'tseva 1983

Ivanisevic 1994

Iwafune 1980

Katznelson 1980

McCarty 1980
Parikh 2004
Polunin 1993

Radfar 2005

Saldan 1984

Schubotz 1975

Schubotz 1975a

Artigo de revisao.
Artigo de revisao

O objetivo deste artigo foi estudar a coagulacdo sangiinea
em 78 pacientes com diabete melito durante o tratamento da
retinopatia diabética com drogas antiagregantes e
hemostéaticas.

Os grupos deste estudo eram diferentes daqueles do
protocolo.

Artigo de revisao.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da pentoxifilina
oral em pacientes com hemorragia retiniana causada por
disturbios da circulagéo retiniana, isto é, obstrucao da artéria
ou da veia centrais da retina na retinopatia diabética e na
policitémica.

O objetivo deste artigo foi avaliar o efeito da pentoxifilina
sobre a oxigenacdo da camara anterior e a atividade
bioelétrica da retina.

Artigo de revisao.
Artigo de revisao.
O artigo é diferente do que consta na referéncia.

Os grupos deste estudo sao diferentes daqueles do
protocolo.

O objetivo deste estudo foi investigar o papel das alteracdes
da coagulacdo sangiiinea na patogénese da retinopatia
diabética.

Ndo constitui um ensaio clinico randomizado e n&o
investigou a retinopatia diabética.

Nao constitui um ensaio clinico randomizado e n&o
investigou a retinopatia diabética.



Solerte 1985

Sonkin 1993

Wroe 2001
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O objetivo deste estudo foi avaliar a filtrabilidade eritrocitaria,
a reducao dos niveis de fibrinogénio, a proteinaria e as taxas
de excrecéao da albumina.

O objetivo deste estudo foi determinar se a petoxifilina oral
melhoraria a hemodinamica microvascular retiniana e a
hemorreologia em pacientes diabéticos.

Relato de conferéncia.
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Anexo 4

Estratégia de busca (Avaliacdo da efetividade e seguranca da vitamina C e superéxido
dismutase na retinopatia diabética)
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Estratégia de busca (Avaliagcdo da efetividade e seguranca da vitamina C e
superoxido dismutase na retinopatia diabética)

substitute for one or no characters; tw = text word; pt = publication type; sh = MeSH,;
adj = adjacent.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.

22.

exp Diabetic Retinopathy/
exp Retinal Detachment/
exp Retinal Degeneration/

exp retinal hemorrhage/ or exp retinal neovascularization/ or exp
vitreoretinopathy, proliferative/

vitreous detachment/ or vitreous hemorrhage/
(eye diseas$ or blindness or visual loss$ or vitrectom$ or cataract$).ti.
retina$ detachment$.ti,ab.

vitreous haemorrhag$.ti,ab.

vitreous hemorrhag$.ti,ab.

(macular adj (oedema or edema)).ti,ab.
microaneurysm$.ti,ab.

neovascular$.ti,ab.

fibrous tissue$.ti,ab.

(retinopath$ or retinitis or maculopath$).ti.
(macula defect$ or macula degeneration$).ti.
(macula$ adj (defect$ or degeneration$)).ti,ab.
or/2-16.

exp diabetes mellitus/

diabet$.tw.

IDDM.tw.

NIDDM.tw.

MODY. .tw.



23.
24,
25.
26.

27.

28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.

44,

45

46

47.

48.

(maturity onset adj diabet$).tw.
hyperinsulin$.tw.
insulin sensitiv$.tw.

insulin$ resist$.tw.

(non insulin$ depend$ or noninsulin$ depend$ ar non insulin?depend$ or

noninsulin?depend$) .tw.

((typ$ 1 or typ$ 2) and diabet$).tw.

((typ$ | or typ$ 1) and diabet$).tw.

exp Insulin Resistance/

(insulin$ depend$ or insulin?depend$).tw.
or/18-31.

17 and 32.

1 or 33.

exp Ascorbic Acid/

exp Antioxidants/tu [Therapeutic Use].
Vitamin$ C.tw.

ascorbic acid.tw.

SOD.tw.

exp Superoxide Dismutase/

superoxide dismutase.tw.

(antioxidant adj6 (drug$ or therap$ or treatment$)).tw.
(anti adj6 oxidants).tw.

35 or 36 or 37 or 38 or 39 or 40 or 41 or 42 or 43.
34 and 44.

randomized controlled trial.pt.

controlled clinical trial.pt.

randomized controlled trials.sh.



49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
S57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.

70.

71

72.

73.

74.

random allocation.sh.
double-blind method.sh.
single-blind method.sh.

46 or 47 or 48 or 49 or 50 or 51.
limit 52 to animal.

limit 52 to human.

53 not 54.

52 not 55.

clinical trial.pt.

exp clinical trials/

(clinic$ adj25 trial$).tw.

«singl$ or doubl$ or trebl$ or tripl$) adj (mask$ or blind$)).tw.

placebos.sh.
placebo$.tw.
random$.tw.
research design.sh.

(latin adj square).tw.

57 or 58 or 59 or 60 or 61 or 62 or 63 or 64 or 65.

limit 66 to animal.

limit 66 to human.

67 not 68.

66 not 69.

comparative study.sh.
exp evaluation studies/
follow-up studies.sh.

prospective studies.sh.

67



75.
76.
77.
78.
79.
80.
81.
82.

83.

(control$ or prospectiv$ or volunteer$).tw.

cross-over studies.sh.

71 or72or73or74or75or76.
limit 77 to animal.

limit 77 to human.

78 not79.

77 not 80.

56 or 70 or 81.

45 and 82.

68
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Estratégia de busca (Avaliacdo da efetividade e seguranca da pentoxifilina na
retinopatia diabética)

exp = exploded MeSH: Medical subject heading (Medline medical index term); ($)
stands for any character(s); ab=abstract; ot=original title; pt = publication type; sh =
MeSH: Medical subject heading (Medline medical index term); ti=title.

I. Pentoxifylline

1. exp Pentoxifylline/

2. (pentoxifyllin$ or trental or torental or agapurin).ab,ti,ot.
3. bl-191.ab,ti,ot.

4. 6493-05-6.rn.

5. exp Phosphodiesterase inhibitors/

6. phosphodiesterase inhibitor$.ab,ti,ot.

7. or/1-6

II. Diabetic retinopathy

8. exp Diabetic Retinopathy/

lll. Eye diseases

9. exp Retinal Detachment/
10. exp Retinal Degeneration/
11. exp retinal hemorrhage/ or exp retinal neovascularization/ or exp

vitreoretinopathy, proliferative/
12. vitreous detachment/ or vitreous hemorrhage/
13. (eye diseas$ or blindness or visual loss$ or vitrectom$ or cataract$).ab,ti,ot.
14. retina$ detachment$.ab,ti,ot.

15. vitreous haemorrhag$.ab,ti,ot.



16. vitreous hemorrhag$.ab,ti,ot.

17. (macular adj (oedema or edema)).ab,ti,ot.
18. microaneurysm$.ab,ti,ot.
19. neovascular$.ab,ti,ot.

20. fibrous tissue$.ab,ti,ot.

21. (retinopath$ or retinitis or maculopath$).ab,ti,ot.
22. (macula defect$ or macula degeneration$).ab,ti,ot.
23. (macula$ adj (defect$ or degeneration$)).ab,ti,ot.

24. or/9-23.

IV. Diabetes mellitus

25. exp diabetes mellitus/

26. diabet$.ab,ti,ot.

27. IDDM.ab.,ti,ot.

28. NIDDM.ab.,ti,ot.

29. MODY .ab,ti,ot.

30. (maturity onset adj diabet$).ab,ti,ot.

31. hyperinsulin$.ab.,ti,ot.

32. insulin sensitiv$.ab,ti,ot.
33. insuling resist$.ab,ti,ot.
34. (non insulin$ depend$ or noninsulin$ depend$ or non insulin?depend$ or

noninsulin?depend$).ab, ti,ot.
35. ((typ$ 1 or typ$ 2) and diabet$).ab,ti,ot.
36. ((typ$ | or typ$ II) and diabet$).ab,ti,ot.
37. exp Insulin Resistance/
38. (insulin$ depend$ or insulin?depend$).ab,ti,ot.
39. or/25-38.



V. Eye diseases + Diabetes mellitus

40. 24 and 39.

VI. Diabetic retinopathy

41. 8 or 40.

VII. RCT/CCT (sensitive search)

Part 1

42. randomized controlled trial.pt.
43. controlled clinical trial.pt.

44, randomized controlled trials.sh.
45. random allocation.sh.

46. double-blind method.sh.
47. single-blind method.sh.

48. or/42-48.

Part 2
49. clinical trial.pt.
50. exp clinical trials/

51. (clinic$ adj25 trial$).ab,ti,ot.

52. ((singl$ or doubl$ or trebl$ or tripl$) adj (mask$ or blind$)).ab,ti,ot.
53. placebos.sh.

54, placebo$.ab,ti,ot.

55. random$.abti,ot.

56. research design.sh.

57. (latin adj square).ab,ti,ot.
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58.

Part 3
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.

66.

or/49-57.

comparative study.pt.

exp evaluation studies/

follow-up studies.sh.

prospective studies.sh.

(control$ or prospectiv$ or volunteer$).ab,ti,ot.
cross-over studies.sh.

or/59-64.

48 or 58 or 65.

VIII. Pentoxifylline + Diabetic retinopathy + RCT/CCT

67.

7 and 41 and 66.

IX. Meta-analysis

68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.
76.

17.

exp meta-analysis/
exp Review Literature/
meta-analysis.pt.
review.pt.

or/68-71.

letter.pt.

comment.pt.
editorial.pt.
historical-article.pt.

or/73-76.

73



78.

79.

80.
81.
82.
83.
84.
85.
86.

72 not 77.

((systematic$ or quantitativd or methodologic$) adj (review$ or
overview$)).abti,ot.

meta?anal$.ab,ti,ot.

(integrativ$ research review$ or research integration$).ab,ti,ot.
quantitativ$ synthes$.ab,ti,ot.

(pooling$ or pooled analys$ or mantel$ haenszel$).ab,ti,ot.

(peto$ or der?simonian$ or fixed effect$ or random effect$).ab,ti,ot.
or/79-84.

78 or 85.

X. Pentoxifylline + Diabetic retinopathy + Meta-analysis

87. 7 and 41 and 86.
XL VIF+ X

88. 67 or 87.

89. limit 88 to animal.
90. limit 88 to human.
91. 89 not 90.

92. 88 not 91.

74
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Publicacdo na Cochrane Library (Vitamina C e superdoxido dismutase na
retinopatia diabética)

Vitamin C and superoxide dismutase (SOD) for diabetic retinopathy
[Review]

CC Lopes de Jesus, AN Atallah, O Valente, VF Moga Trevisani
Cochrane Database of Systematic Reviews 2008, Issue 3 (Status: Unchanged)
Copyright © 2008 The Cochrane Collaboration. Published by John Wiley & Sons, Ltd.

DOI: 10.1002/14651858.CD006695.pub2  This version first published online: 23
January 2008 in Issue 1, 2008

Date of Most Recent Substantive Amendment: 14 November 2007

This record should be cited as: CC Lopes de Jesus, AN Atallah, O Valente, VF Moca
Trevisani. Vitamin C and superoxide dismutase (SOD) for diabetic retinopathy.
Cochrane Database of Systematic Reviews 2008, Issue 1. Art. No.: CD006695. DOI:
10.1002/14651858.CD006695.pub?2.

Abstract
Background

There is increasing evidence that diabetic retinopathy is caused by the action of free
radicals. Radical scavengers like vitamin C and superoxide dismutase (SOD) may
influence the outcome and progression of diabetic retinopathy, but no systematic review
of the literature has been published to examine this hypothesis.

Objectives

The aim of the current research was to review the literature in a standard systematic
way in order to assess the effects of vitamin C and superoxide dismutase on diabetic
retinopathy in methodologically robust trials.

Search strategy

We tried to obtain studies from computerised searches of MEDLINE, EMBASE,
CINAHL, Web of Science and The Cochrane Library.

Selection criteria
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Only randomized clinical trials (RCTs) that evaluated the effect of vitamin C, superoxide
dismutase or both in the treatment of diabetic retinopathy were considered.

Data collection and analysis

Two authors independently read all abstracts, titles or both and wanted to assess risk of
bias and to perform data extraction. Discrepancies were planned to be resolved by
consensus or by the judgement of a third author.

Main results

A total of 241 publications were identified by the electronic searches. Of these, 28 were
identified as potentially containing information about the treatment of patients with
diabetic retinopathy using vitamin C or SOD and were read in full. No trial evaluated the
treatment of diabetic retinopathy with vitamin C or SOD.

Authors' conclusions

No research to date has adequately examined the treatment of diabetic retinopathy with
vitamin C or SOD in such a way as to indicate whether this form of intervention has a
significant impact on the progress of this clinical condition. The potential role of these
substances in the treatment of diabetic retinopathy remains open to debate, and it is
suggested that future research focusing on patient-oriented outcomes should address
this important issue.

Background
Description of the condition

Diabetes mellitus is a metabolic disorder resulting from a defect in insulin secretion,
insulin action, or both. A consequence of this is chronic hyperglycaemia (that is elevated
levels of plasma glucose) with disturbances of carbohydrate, fat and protein
metabolism. Long-term complications of diabetes mellitus include retinopathy,
nephropathy and neuropathy. The risk of cardiovascular disease is increased. For a
detailed overview of diabetes mellitus, please see under 'Additional information’ in the
information on the Metabolic and Endocrine Disorders Group in The Cochrane Library
(see 'About’, '‘Cochrane Review Groups (CRGS)"). For an explanation of methodological
terms, see the main glossary in The Cochrane Library.

During the first two decades of the disease, nearly all patients with type 1 diabetes and
more than 60% of patients with type 2 diabetes develop retinopathy. In the Wisconsin
Epidemiologic Study of Diabetic Retinopathy (WESDR), 3.6% type 1 diabetes and 1.6%
type 2 diabetes patients were legally blind. In the younger-onset group, 86% of
blindness was attributable to diabetic retinopathy. In the older-onset group, one-third of
legal blindness was associated with diabetic retinopathy (Klein 1984).
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Diabetic retinopathy is detected clinically by the presence of visible ophthalmoscopic
retinal microvascular lesions in an individual with diabetes mellitus. Retinopathy can be
classified as non proliferative (NPDR) and proliferative diabetic retinopathy (PDR).
NPDR is again divided into NPDR with maculopathy, NPDR without maculopathy and
pre-proliferative retinopathy.

NPDR indicates progressive ischemia in the retina and an increased risk for the
development of PDR and blindness. The prominent features of NPDR include
microaneurysms, dot or blot haemorrhages, venous abnormalities, hard yellow
exudates, intraretinal microvascular abnormalities, and cotton wool spots. Maculopathy
is defined as the presence of oedema, haemorrhages, exudates, retinal thickening
within five mm of the fovea, with or without visual loss or a combination of these factors.
Pre-proliferative diabetic retinopathy is the stage before the onset of neovascularization
and is characterized by extensive retinal haemorrhages, marked venous beading,
numerous cotton wool spots or retinal infarcts, intra-retinal microvasculature
abnormalities and marked retinal ischemia as evidenced by capillary drop-outs in the
fundus fluorescein angiogram. Proliferative diabetic retinopathy is characterized by
retinal new vessels, fibrous tissue, pre-retinal haemorrhage, vitreous haemorrhage,
vitreoretinal traction and localized retinal detachment (Balasubramanyam 2002).

Laser photocoagulation is the primary means by which ophthalmologists control the
progression of macular edema and neovascularization. Since it is still an invasive
procedure destroying the retinal cells, pharmacotherapeutic approaches were
developed to prevent or regress retinal lesions in diabetic people (Balasubramanyam
2002).

Description of the intervention and how the intervention might work

Studies revealed the retina is high in polyunsaturated fatty acids and has the highest
glucose oxidation and oxygen uptake of any tissue, thus being extremely susceptible to
increased oxidative stress. Impaired activities of antioxidant defence enzymes such as
superoxide dismutase (SOD) appear to be one of the possible sources of oxidative
stress in diabetes. Recent evidence also points to reactive oxygen species (ROS) in the
mitogenic cascade initiated by the tyrosine kinase receptors of several growth factors,
including vascular endothelial growth factor (VEGF) (Balasubramanyam 2002).

In 1969, McCord and Fridovich reported on an enzyme capable of removing the
superoxide radical catalytically. They named this enzyme superoxide dismutase. There
are three types of SOD: Copper-zinc SOD (CuzZn-SOD), manganese SOD (Mn-SOD)
and iron SOD (Fe-SOD) - being present only in bacteria, algae and higher plants. The
discovery of SOD enzymes led to two important facts: 1. the superoxide theory of
oxygen toxicity (which proposes that superoxide is a major factor in oxygen toxicity and
that SODs are an essential defence against it) and 2. the introduction of the concept of
antioxidants (any substance that, when present at low concentrations compared with
those of an oxidizable substrate, significantly delays or prevents oxidation of that
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substance) (Halliwell 1999). It is now accepted that the biological role of SOD is to
scavenge superoxide, which is known to be generated in vivo after oxygen exposure
(Fridovich 1995).

SOD is present in all eye tissues. The SOD activities of most eye tissues are largely
inhibited by cianide and thus most activity can be attributed to CuzZn-SOD. The retinal
pigment epithelium additionally contains high levels of mitochondrial Mn-SOD (Evans
1995). Lens SOD can also be glycosylated in diabetes, causing loss of some enzymatic
activity.

In May 1747, James Lind, a Scottish naval surgeon, probably conducted the first
controlled clinical trial in medical history. He tested a variety of reputed remedies on 12
scorbutic sailors. Two of them were restricted to a control diet, but each of the others
was additionally given one of the substances under trial. The two seamen who were
provided with two oranges and a lemon each day made a speedy recovery. The only
other sailors to show any signs of recovery were those who had been given cider. Lind
observed no improvement in the condition of those who had been given either oil of
vitriol, vinegar, sea-water (popular remedies for scurvy at the time) or just the control
diet. But, surprisingly, it was not until 1795 that the British Admiralty finally agreed to
Lind's demands for a regular issue of lemon juice on British ships (Nishikimi 1996).

Ascorbic acid is present at high concentrations in the lens, cornea, retinal pigment
epithelium, and aqueous humour of humans, monkeys and many other animals. Its
ability to recycle a-tocopheryl radical and scavenge superoxide, singlet oxygen,
hydroxyl and other free radicals may be of importance, for example, in the treatment of
diabetic retinopathy. Vitamin C readily scavenges reactive oxygen and nitrogen species,
such as superoxide and hydroperoxyl radicals, aqueous peroxyl radicals, singlet
oxygen, ozone, peroxy nitrite, nitrogen dioxide, nitroxide radicals, and hypochlorous
acid (Carr 1999).

Adverse effects of the intervention

The known adverse effects of vitamin C are haemochromatosis or iron overload,
increased uric acid and oxalate excretion with the consequent development of kidney
stones, nausea, vomiting and diarrhea (Campos 1999). There are no known adverse
effects of superoxide dismutase (Campos 1999).

Why it is important to do this review

Diabetic retinopathy is the most frequent cause of new cases of blindness among adults
aged 20 to 74 years. That represents nearly all patients with type 1 diabetes and more
than 60% of patients with type 2 diabetes (Fong 2003). This systematic review
represents an attempt to offer novel ways of preventing or regressing the progression of
diabetic retinopathy.
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Objectives

To assess the effects of vitamin C and superoxide dismutase for diabetic retinopathy.
Criteria for considering studies for this review

Types of studies

We considered randomized clinical trials (RCTs) that evaluated the effect of vitamin C,
superoxide dismutase or both on diabetic retinopathy.

Types of participants

We planned to include adult patients aged 20 to 75 years with diabetic retinopathy,
detected clinically by the presence of visible ophthalmoscopic retinal microvascular
lesions.

To be consistent with changes in classification and diagnostic criteria of diabetes
mellitus through the years, the diagnosis should have been established using the
standard criteria valid at the time of the beginning of the trial (for example ADA 1997;
ADA 1999; WHO 1980; WHO 1985; WHO 1998). Ideally, diagnostic criteria should have
been described. If necessary, authors' definition of diabetes mellitus was planned to be
used. The same applied to diagnostic criteria of diabetic retinopathy. Diagnostic criteria
would be eventually subjected to a sensitivity analysis.

Types of intervention
We considered the following types of intervention:
1. Vitamin C versus no treatment;
2. Vitamin C versus placebo;
3. Vitamin C versus photocoagulation;
4. Superoxide dismutase versus no treatment;
5. Superoxide dismutase versus placebo;
6. Superoxide dismutase versus photocoagulation;
7. Vitamin C and superoxide dismutase versus no treatment;
8. Vitamin C and superoxide dismutase versus placebo;
9. Vitamin C and superoxide dismutase versus photocoagulation.
Types of outcome measures

Primary outcomes
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We wanted to evaluate the efficacy of vitamin C and superoxide dismutase for diabetic
retinopathy by considering the following endpoints:

1.

2.

Progression of diabetic retinopathy;

Incidence of blindness.

Secondary outcomes

1.

4.

5.

Mortality (all-cause mortality; diabetes related mortality (death from myocardial
infarction, stroke, peripheral vascular disease, renal disease, hyper- or
hypoglycaemia or sudden death));

Morbidity (all-cause morbidity as well as diabetes and cardiovascular related
morbidity, for example angina pectoris, myocardial infarction, stroke, peripheral
vascular disease, neuropathy, retinopathy, nephropathy, erectile dysfunction,
amputation);

Adverse effects;
Health-related quality of life;

Costs.

Covariates and effect modifiers

5.
6.

Duration of diabetes mellitus;
Duration of diabetic retinopathy;
Glycaemic control;

Blood pressure control;

Use of ACE inhibitors;

Presence of other systemic diseases.

Timing of outcome assessment

We planned to measure outcomes in medium and long term trials, depending on data.

Search methods for identification of studies

See: Metabolic & Endocrine Disorders Group methods used in reviews.

Electronic searches

We used the following sources for the identification of trials:

1.

The Cochrane Library (issue 2, 2006);
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2. MEDLINE (until June 2006);

3. EMBASE (until October 2006);
4. CINAHL (until October 2006);

5. Web of Science (October 2006).

We also searched databases of ongoing trials: Current Controlled Trials
(www.controlled-trials.com - with links to other databases of ongoing trials).

The described search strategy (see for a detailed search strategy under 'Additional
tables' - Table 01) was used for MEDLINE. For use with EMBASE, The Cochrane
Library and the other databases this strategy was slightly adapted.

Other sources
We contacted experts in order to identify unpublished research and trials still underway.
Reference lists

We tried to identify additional studies by searching the reference lists of included trials
and (systematic) reviews, meta-analyses and health technology assessment reports
noticed.

Studies published in any language would be included.
Methods of the review
Selection of studies

To determine the studies to be assessed further, two authors (CCLJ and VFMT)
independently scanned the abstract, titles or both sections of every record retrieved. All
potentially relevant articles were investigated as full text. Interrater agreement for study
selection was measured using the kappa statistic (Cohen 1960). Differences were
marked and if these studies were later on included, the influence of the primary choice
would be subjected to a sensitivity analysis. Where differences in opinion existed, they
were resolved by a third party. If resolving disagreement was not possible, the article
was added to those ‘'awaiting assessment' and authors would be contacted for
clarification. An adapted QUOROM (quality of reporting of meta-analyses) flow-chart of
study selection would be attached (Moher 1999).

Data extraction and management

For studies that fulfilled inclusion criteria, two authors (CCLJ and VFMT) would
independently abstract relevant population and intervention characteristics using
standard data extraction templates with any disagreements to be resolved by
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discussion, or if required by a third party. Any relevant missing information on the trial
would be sought from the original author(s) of the article, if required.

Assessment of methodological quality of included studies

Two authors (CCLJ and VFMT) would assess each trial independently. Possible
disagreement would be resolved by consensus, or with consultation of a third party in
case of disagreement. We planned to explore the influence of individual quality criteria
in a sensitivity analysis (see under 'sensitivity analyses'). Interrater agreement for key
quality indicators would be calculated using the kappa statistic (Cohen 1960). In cases
of disagreement the rest of the group would be consulted and a judgement would be
made based on consensus.

Additionally, we would assess the quality of reporting each trial based largely on the
quality criteria specified by Schulz and Jadad (Jadad 1996; Schulz 1995). In particular,
the following factors would be studied:

(1) Minimisation of selection bias: a) was the randomisation procedure adequate? b)
was the allocation concealment adequate?

(2) Minimisation of performance bias: were the patients and people administering the
treatment blind to the intervention?

(3) Minimisation of attrition bias: a) were withdrawals and dropouts completely
described? b) was analysis by intention-to-treat?

(4) Minimisation of detection bias: were outcome assessors blind to the intervention?

Based on these criteria, studies would be broadly subdivided into the following three
categories according to the Cochrane Handbook for Systematic Reviews of
Interventions (Higgins 2005).

a) All quality criteria met: low risk of bias.

b) One or more of the quality criteria only partly met: moderate risk of bias.
c) One or more criteria not met: high risk of bias.

Dealing with missing data

Relevant missing data would be obtained from authors, if feasible. Evaluation of
important numerical data such as screened, eligible and randomised patients as well as
intention-to-treat (ITT) and per-protocol (PP) population would be carefully performed.
Attrition rates, for example drop-outs, losses to follow-up and withdrawals would be
investigated. Issues of last-observation-carried-forward (LOCF), ITT and PP would be
critically appraised and compared to specification of primary outcome parameters and
power calculation.



84

Dealing with duplicate publications

In the case of duplicate publications and companion papers of a primary study, we
would try to maximise yield of information by simultaneous evaluation of all available
data. In cases of doubt, the original publication (usually the oldest version) would obtain
priority.

Assessment of heterogeneity

In the event of substantial clinical or methodological or statistical heterogeneity, study
results would not be combined by means of meta-analysis. Heterogeneity would be
identified by visual inspection of the forest plots, by using a standard x2-test and a
significance level of a = 0.1, in view of the low power of such tests. Heterogeneity would
be specifically examined with 12 (Higgins 2002), where 12 values of 50% and more
indicate a substantial level of heterogeneity (Higgins 2003). 12 demonstrates the
percentage of total variation across studies due to heterogeneity and would be used to
judge the consistency of evidence.

When heterogeneity was found, we would attempt to determine potential reasons for it
by examining individual study characteristics and those of subgroups of the main body
of evidence.

Assessment of reporting biases

Funnel plots would be used in an exploratory data analysis to assess for the potential
existence of small study bias. There are a number of explanations for the asymmetry of
a funnel plot, including true heterogeneity of effect with respect to study size, poor
methodological design of small studies and publication bias (Sterne 2001). Thus, this
exploratory data instrument might be misleading and we would not place undue
emphasis on this tool (Lau 2006).

Data synthesis (meta-analysis)

Data would be summarised statistically if they were available, sufficiently similar and of
sufficient quality. Statistical analysis would be performed according to the statistical
guidelines referenced in the newest version of the Cochrane Handbook for Systematic
Reviews of Interventions (Higgins 2005).

Subgroup analysis and investigation of heterogeneity

Subgroup analyses would be mainly performed if one of the primary outcome
parameters demonstrated statistically significant differences between intervention
groups. In any other case subgroup analyses would be clearly marked as a hypothesis
generating exercise.
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The following subgroup analyses were planned:
1. Gender;
2. Geographical location of the study;
3. Duration of diabetes mellitus;
4. Diagnostic criteria for diabetes mellitus;
5. Duration of diabetic retinopathy;
6. Diagnostic criteria for diabetic retinopathy;
7. Comparator strategy.
Sensitivity analysis

We would perform sensitivity analyses in order to explore the influence of the following
factors on effect size:

1. Repeating the analysis excluding unpublished studies;
2. Repeating the analysis taking account of study quality, as specified above;

3. Repeating the analysis excluding any very long or large studies to establish how
much they dominate the results;

4. Repeating the analysis excluding studies using the following filters: diagnostic
criteria, language of publication, source of funding (industry versus other),
country.

The robustness of the results would also be tested by repeating the analysis using
different measures of effects size (relative risk, odds ratio etc.) and different statistical
models (fixed and random effects models).

Description of studies

We found no study which examined the treatment of diabetic retinopathy with vitamin C
and superoxide dismutase.

Methodological quality

Methodological quality was not evaluated because of the absence of studies about the
treatment of diabetic retinopathy with vitamin C and superoxide dismutase.

Results

No research to date has examined the treatment of diabetic retinopathy with vitamin C
and superoxide dismutase in such a way as to indicate whether the use of these
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substances has a significant impact on the progression of the disease or on the
incidence of blindness.

Discussion

There is evidence of a key role of free radicals in the pathogenesis of diabetic
retinopathy. The retina is high in polyunsaturated fatty acids and has the highest
glucose oxidation and oxygen uptake of any tissue, thus being extremely susceptible to
increased oxidative stress. Impaired activities of antioxidant defence enzymes (such as
superoxide dismutase) appear to be one of the possible sources of oxidative stress in
diabetes. Recent evidence also points to reactive oxygen species (ROS) in the
mitogenic cascade initiated by the tyrosine kinase receptors of several growth factors
including vascular endothelial growth factor (VEGF).

Antioxidants at least inhibit some retinal metabolic abnormalities and pathological
changes induced by hyperglycemia. Therefore, it is reasonable to postulate that an
antioxidative therapy may be useful to prevent the progression of diabetic retinopathy,
combinations of drugs might be necessary to prevent vision loss in diabetic patients.
Ascorbic acid is present at high concentrations in humans' eyes and its ability to
scavenge reactive and oxygen species may be of importance in the treatment of
diabetic retinopathy. Superoxide dismutase is present in all eye tissues. Its biological
role is to scavenge superoxide, which is generated in vivo after oxygen exposure. The
retinal pigment epithelium contains high levels of mitochondrial Manganese-Superoxide-
Dismutase and a reduction in its level may be related to retinal lesion. Antioxidants,
such as vitamin C and superoxide dismutase, may provide additional beneficial effects
for patients with diabetic retinopathy. However, it appears that no clinical study with
these substances has been performed so far. Since vitamin C and superoxide
dismutase have the potential to positively influence diabetic eye disease these
compounds should be investigated in RCTs on patient-oriented outcomes like incidence
of blindness, progression of diabetic retinopathy, health-related quality of life and
adverse effects of the treatment.

Authors' conclusions

Potential conflict of interest

None known.

Characteristics of excluded studies
Additional tables

Analyses

This review has no analyses.
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Sources of support
External sources of support

1. No sources of support supplied
Internal sources of support

2. No sources of support supplied
Index terms
Medical Subject Headings (MeSH)

Ascorbic Acid [*therapeutic use]; Diabetic Retinopathy [*drug therapy]; Free Radical
Scavengers [*therapeutic use]; Superoxide Dismutase [*therapeutic use]

MeSH check words

Humans
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Abstract
Background

There is increasing evidence that capillary occlusion plays an important part in the
development of diabetic retinopathy. Disaggregants, such as pentoxyfiline may
influence the outcome and progression of diabetic retinopathy, but no systematic review
of the literature on its efficacy and safety has been published to examine this
hypothesis.

Objectives

The aim of the current research was to review the literature in a systematic way in order
to assess the effects of pentoxyfilline for diabetic retinopathy in methodologically robust
trials. The null hypothesis was that pentoxyfilline has no influence on the progression of
diabetic retinopathy or blindness.

Search strategy

A systematic search of electronic databases was carried out to identify publications.
Relevant papers, written in any language, were accessed and assessed for data.
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Selection criteria

Only randomized controlled clinical trials (RCTs) evaluating the effects of pentoxyfilline
in the treatment of diabetic retinopathy were to be included.

Data collection and analysis
Two authors independently assessed studies for inclusion criteria and for risk of bias.
Main results

A total of 97 publications were identified by the electronic search and two authors
checked the abstracts. Of these, 17 were identified as potentially relevant trials
providing information about treatment of patients with diabetic retinopathy using
pentoxyfilline and were read in full. Unfortunately, no publication fulfilled our inclusion
criteria.

Authors' conclusions

No sound research to date has examined the treatment of diabetic retinopathy with
pentoxyfilline in such a way as to indicate whether this form of intervention has a
significant impact on the natural history of this clinical condition. The potential role of
this substance in the treatment of diabetic retinopathy remains open to debate, and it is
suggested that future research focusing on patient-relevant outcomes takes the
opportunity of addressing this important issue directly.

Background
Description of the condition

Diabetes mellitus is a metabolic disorder resulting from a defect in insulin secretion,
insulin action, or both. A consequence of this is chronic hyperglycaemia (that is elevated
levels of plasma glucose) with disturbances of carbohydrate, fat and protein
metabolism. Long-term complications of diabetes mellitus include retinopathy,
nephropathy and neuropathy. The risk of cardiovascular disease is increased. For a
detailed overview of diabetes mellitus, please see under 'Additional information' in the
information on the Metabolic and Endocrine Disorders Group in The Cochrane Library
(see 'About’, '‘Cochrane Review Groups (CRGSs)"). For an explanation of methodological
terms, see the main glossary in The Cochrane Library.

During the first two decades of the disease, nearly all patients with type 1 diabetes and
more than 60% of patients with type 2 diabetes develop retinopathy. In the Wisconsin
Epidemiologic Study of Diabetic Retinopathy (WESDR), 3.6% type 1 and 1.6% type 2
diabetes patients were legally blind. In the younger-onset group, 86% of blindness was
attributed to diabetic retinopathy. In the older-onset group, one-third of legal blindness
was associated with diabetic retinopathy (Klein 1984).
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Diabetic retinopathy is detected clinically by the presence of visible ophthalmoscopic
retinal microvascular lesions in an individual with diabetes mellitus. Retinopathy can be
classified as non-proliferative (NPDR) and proliferative diabetic retinopathy (PDR).
NPDR is again divided into NPDR with maculopathy, NPDR without maculopathy and
pre-proliferative retinopathy.

NPDR indicates progressive ischemia in the retina and an increased risk for the
development of PDR and blindness. The prominent features of NPDR include
microaneurysms, dot or blot haemorrhages, venous abnormalities, hard yellow
exudates, intraretinal microvascular abnormalities, and cotton wool spots. Maculopathy
is defined as the presence of oedema, haemorrhages, exudates, retinal thickening
within five mm of the fovea, with or without visual loss or a combination of these factors.
Pre-proliferative diabetic retinopathy is the stage before the onset of neovascularization
and is characterized by extensive retinal haemorrhages, marked venous beading,
numerous cotton wool spots or retinal infarcts, intra-retinal microvasculature
abnormalities and marked retinal ischemia as evidenced by capillary drop-outs in the
fundus fluorescein angiogram. Proliferative diabetic retinopathy is characterized by
retinal new vessels, fibrous tissue, pre-retinal haemorrhage, vitreous haemorrhage,
vitreoretinal traction and localized retinal detachment.

Laser photocoagulation is the primary means by which ophthalmologists control the
progression of macular oedema and neovascularization. Since this is an invasive
procedure destroying retinal cells, pharmacotherapeutic approaches were developed to
prevent or regress retinal lesions in diabetic people (Balasubramanyam 2002).

Description of the intervention and how the intervention might work

Pentoxifylline (1-[5-oxohexyl]-3,7-dimethylxanthine) is a xanthine derivative. It is used in
the treatment of intermittent claudication from chronic occlusive arterial disease. Clinical
trials show that pentoxifylline may increase walking distance before the beginning of
claudication. Besides, there is evidence of an increase of blood flow in ischemic limbs of
such patients, which reduces paraesthesia, cramps and rest pain. However, some
investigators relate that just 20% to 30% of these patients may experience significant
improvement of long duration. Pentoxifylline may also be beneficial in the treatment of
diabetes associated vascular diseases. Usually, it takes two to six weeks before the
favourable effects are evident. It appears that pentoxifylline has no vasodilator effect
and therapeutic doses are not associated with significant changes of cardiac frequency
or peripheral vascular resistance. Clinical responses to long-term oral administration of
pentoxifylline appear to result primarily from the improvement of erythrocyte flexibility
and from reduced blood viscosity; a reduced fibrinogen concentration may contribute to
the latter one. A reduction in platelets and granulocytes' function may also be involved.
However, the exact mechanism of action of pentoxifylline is currently poorly understood
(Rall 1991).
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Capillary occlusion is an early event in the development of diabetic retinopathy and, as
was recently shown, leukocytes are involved in this process. Pentoxifylline improves
deformability and decreases polymorphonuclear leukocytes F-actin content in normal
individuals. Sonkin and co-workers showed, in a study with diabetic cats, a significant
improvement in cellular deformability, in F-actin content and in superoxide production
rate with the utilisation of pentoxifylline (Sonkin 1992).

Iwafune and co-workers furthermore demonstrated that diabetic individuals treated with
pentoxifylline presented an earlier absorption of retinal haemorrhage and a significant
lower appearance of neovascularization (lwafune 1980). In some cases, there was a
significant improvement in arm-retina time and a remarkable reduction of avascularized
areas. Such results suggest pentoxifylline might be effective in preventing retinal or
intra-retinal neovascularization and in improving recovery from these disorders.

A study elaborated by Ferrari and co-workers showed pentoxifylline to induce the
normalisation of blood rheologic patterns and a significant decrease of total urinary
protein and albumin excretion rates (Ferrari 1987). Such data suggest that pentoxifylline
may play an important role in both the treatment of diabetic haemorrheological changes
and renal disorders as well as in the prevention of accompanying degenerative vascular
complications (Solerte 1985).

Adverse effects of the intervention

Most commonly reported adverse effects of pentoxifylline therapy involve the
gastrointestinal tract (for example vomiting, inappetence). There are also reports of
dizziness and headache occurring in a small percentage of humans receiving the drug.
Other adverse effects (for example effects on the cardiovascular or central nervous
system) have been reported as occurring rarely (Rall 1991).

Why it is important to do this review

Diabetic retinopathy is the most frequent cause of new cases of blindness among adults
aged 20 to 74 years. That represents nearly all patients with type 1 and more than 60%
with type 2 diabetes (Klein 1984).

In spite of its relevance, systematic reviews about pentoxifylline for diabetic retinopathy
have not been performed. Therefore, this review attempts to investigate novel ways of
preventing or slowing the progression of diabetic retinopathy.

Objectives

To assess the effects of pentoxifylline in the treatment of diabetic retinopathy.
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Criteria for considering studies for this review
Types of studies

Randomized controlled clinical trials (RCTs) evaluating the effect of pentoxifylline on
diabetic retinopathy.

Types of participants

We included any adult patient aged 20 to 75 years with diabetic retinopathy detected
clinically by the presence of visible ophthalmoscopic retinal microvascular lesions.

To be consistent with changes in classification and diagnostic criteria of diabetes
mellitus through the years, the diagnosis should have been established using the
standard criteria valid at the time of the beginning of the trial (for example ADA 1997;
ADA 1999; WHO 1980; WHO 1985; WHO 1998). Ideally, diagnostic criteria should have
been described. If necessary, authors' definition of diabetes mellitus would be used.
The same applies to diagnostic criteria of diabetic retinopathy. Diagnostic criteria would
be eventually subjected to a sensitivity analysis.

Types of intervention
We considered the following types of intervention:
¢ Pentoxifylline + photocoagulation versus placebo;
¢ Pentoxifylline + photocoagulation versus no treatment + photocoagulation.
Types of outcome measures
Primary outcomes

We planned to evaluate the efficacy of pentoxyfilline for diabetic retinopathy by
considering the following:

1. Progression of diabetic retinopathy defined as (1) the development of any
retinopathy where none previously existed, (2) the development or progression of
macular oedema with clinical significance as defined by the Early Treatment
Diabetic Retinopathy Study (ETDRS), and (3) the development of proliferative
retinopathy from non-proliferative diabetic retinopathy or the recurrence of active
proliferative diabetic retinopathy (Borrillo 1999);

2. Incidence of blindness.
Secondary outcomes

1. Mortality (all-cause mortality; diabetes related mortality (death from myocardial
infarction, stroke, peripheral vascular disease, renal disease, hyper- or
hypoglycaemia or sudden death));
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2. Morbidity (all-cause morbidity as well as diabetes and cardiovascular related
morbidity, for example angina pectoris, myocardial infarction, stroke, peripheral
vascular disease, neuropathy, retinopathy, nephropathy, erectile dysfunction,
amputation);

3. Adverse effects;

4. Health-related quality of life;

5. Costs.
Covariates and effect modifiers

1. Duration of diabetes mellitus;

2. Duration of diabetic retinopathy;

3. Glycaemic control;

4. Blood pressure control;

5. Use of ACE inhibitors;

6. Presence of other systemic diseases.
Timing of outcome assessment
Depending on data.
Search methods for identification of studies
See: Metabolic & Endocrine Disorders Group methods used in reviews.
Electronic searches
We used the following sources for the identification of trials:

1. The Cochrane Library (latest issue);

2. MEDLINE (until July 2007);

3. EMBASE (until July 2007);

4. CINAHL (until July 2007);

5. Web of Science (until July 2007).

We also searched databases of ongoing trials: Current Controlled Trials
(www.controlled-trials.com - with links to other databases of ongoing trials).
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The described search strategy (see for a detailed search strategy under 'Additional
tables' - Table 01) was used for MEDLINE. For use with EMBASE, The Cochrane
Library and the other databases this strategy was slightly adapted.

Other sources
We contacted experts in order to identify unpublished research and trials still underway.
Reference lists

We planned to identify additional studies by searching the reference lists of included
trials and (systematic) reviews, meta-analyses and health technology assessment
reports noticed.

Studies published in any language would be included.
Methods of the review
Selection of studies

To determine the studies to be assessed further, two authors (CCLJ and OV)
independently scanned the abstract, titles or both sections of every record retrieved. All
potentially relevant articles were investigated as full text. Interrater agreement for study
selection was measured using the kappa statistic (Cohen 1960). Differences would be
marked and if these studies were later on included, the influence of the primary choice
would be subjected to a sensitivity analysis. Where differences in opinion existed, they
would be resolved by a third party. If resolving disagreement is not possible, the article
would be added to those 'awaiting assessment' and authors would be contacted for
clarification. An adapted QUOROM (quality of reporting of meta-analyses) flow-chart of
study selection would be attached (Moher 1999).

Data extraction and management

For studies that fulfilled inclusion criteria, two authors (CCLJ and OV) would
independently abstract relevant population and intervention characteristics using
standard data extraction templates with any disagreements to be resolved by
discussion, or if required by a third party. Any relevant missing information on the trial
would be sought from the original author(s) of the article, if required.

Assessment of methodological quality of included studies

Two authors (CCLJ, OV) would assess each trial independently for risk of bias. Possible
disagreement would be resolved by consensus, or with consultation of a third party in
case of disagreement. We would explore the influence of individual quality criteria in a
sensitivity analysis (see under 'sensitivity analyses'). Interrater agreement for key quality
indicators would be calculated using the kappa statistic (Cohen 1960). In cases of
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disagreement, the rest of the group would be consulted and a judgement would be
made based on consensus.

Dealing with missing data

Relevant missing data would be obtained from authors, if feasible. Evaluation of
important numerical data such as screened, eligible and randomised patients as well as
intention-to-treat (ITT) and per-protocol (PP) population would be carefully performed.
Attrition rates, for example drop-outs, losses to follow-up and withdrawals would be
investigated. Issues of missing daft, ITT and PP would be critically appraised and
compared to specification of primary outcome parameters and power calculation.

Dealing with duplicate publications

In the case of duplicate publications and companion papers of a primary study, we
would try to maximise yield of information by simultaneous evaluation of all available
data. In cases of doubt, the original publication (usually the oldest version) would obtain
priority.

Assessment of heterogeneity

In the event of substantial clinical or methodological or statistical heterogeneity, study
results would not be combined by means of meta-analysis. Heterogeneity would be
identified by visual inspection of the forest plots, by using a standard x2-test and a
significance level of a = 0.1, in view of the low power of such tests. Heterogeneity would
be specifically examined with 12 (Higgins 2002), where 12 values of 50% and more
indicate a substantial level of heterogeneity (Higgins 2003). 12 demonstrates the
percentage of total variation across studies due to heterogeneity and would be used to
judge the consistency of evidence.

When heterogeneity is found, we will attempt to determine potential reasons for it by
examining individual study characteristics and those of subgroups of the main body of
evidence.

Assessment of reporting biases

Funnel plots would be used in an exploratory data analysis to assess for the potential
existence of small study bias. There are a number of explanations for the asymmetry of
a funnel plot, including true heterogeneity of effect with respect to study size, poor
methodological design of small studies and publication bias (Sterne 2001). Therefore,
we planned to carefully use this tool (Lau 2006).

Data synthesis (meta-analysis)

Data would be summarised statistically if they were available, sufficiently similar and of
sufficient quality. Statistical analysis would be performed according to the statistical
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guidelines referenced in the newest version of the Cochrane Handbook for Systematic
Reviews of Interventions (Higgins 2005).

Subgroup analyses and investigation of heterogeneity

Subgroup analyses would be mainly performed if one of the primary outcome
parameters demonstrated statistically significant differences between intervention
groups. In any other case subgroup analyses would be clearly marked as a hypothesis
generating exercise.

The following subgroup analyses were planned:
1. Age of patients (19 to less than 65 years, 65 years and above);
2. Different pentoxifylline doses;
3. Absence or presence of co-morbidities.

Sensitivity analysis

We would perform sensitivity analyses in order to explore the influence of the following
factors on effect size:

1. Repeating the analysis excluding unpublished studies;
2. Repeating the analysis taking account of study quality, as specified above;

3. Repeating the analysis excluding any very long or large studies to establish how
much they dominate the results;

4. Repeating the analysis excluding studies using the following filters: diagnostic
criteria, language of publication, source of funding (industry versus other),
country.

The robustness of the results would also be tested by repeating the analysis using
different measures of effects size (relative risk, odds ratio etc.) and different statistical
models (fixed and random effects models).

Description of studies

We found no RCT which examined the treatment of diabetic retinopathy with
pentoxyfilline.

Methodological quality

Methodological quality was not evaluated because of the absence of studies about the
treatment of diabetic retinopathy with pentoxyfilline.
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Results

No sound research to date has examined the treatment of diabetic retinopathy with
pentoxyfilline in such a way as to indicate whether the use of this substance has a
significant impact on the natural history of the disease or on the incidence of blindness.

Discussion

Capillary occlusion is an early event in the pathogenesis of diabetic retinopathy. There
is evidence that pentoxifylline induces the normalisation of blood rheologic patterns and
a significant decrease of total urinary protein and albumin excretion rates. Diabetic
individuals treated with pentoxifylline presented an earlier absorption of retinal
haemorrhage and a significant lower appearance of neovascularization. In some cases,
there was a significant improvement in arm-retina time and a remarkable reduction of
avascularized areas. These preliminary results suggest that pentoxifyline may be
efficacious in preventing retinal or intra-retinal neovascularization and in improving
recovery from these disorders. Therefore, disaggregants like pentoxyfilline may provide
additional beneficial effects for patients with diabetic retinopathy. However, no sound
RCT investigated this hypothesis.
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Anexo 8

Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da EPM — UNIFESP (Avaliagdo da

efetividade e seguranca da vitamina C e superoxido dismutase no tratamento da
retinopatia diabética)
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Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da EPM — UNIFESP (Avaliacdo da
efetividade e seguranca da vitamina C e superoxido dismutase no tratamento da
retinopatia diabética)

UNIFESP  Universidade Federal de Sao Paulo
; QLI_I_LIS']“A |

<4z Comité de Etica em Pesquisa
%} = Escola Paulista de Medicina
7 Hospital S&o Paulo

Sao Paulo, 1 de dezembro de 2006

CEP 1792/06

[Imo(a). Sr(a).

Pesquisador(a) CARLOS CESAR LOPES DE JESUS

Co-Investigadores: Virginia Femandes M. Trevisani (orientadora), Orsine Valente
Disciplina / Departamento: Medicina de Urgéncia / Medicina da Universidade Federal
de S&o Paulo / Hospital S&o Paulo - Patrocinador: Recursos Proprios.

PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: "Avaliacdao da efetividade e seguranca da
vitamina C, superoxido-dismutase e dobesilato de célcio no tratamento da
retinopatia diabética - revisao sistematica".

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: revisao sistematica.

RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: sem risco, sem contato com paciente.
OBJETIVOS: Avaliar a efetividade e a seguranga da vitamina C, superéxido-dismutase
e dobesilato de célcio no tratamento da retinopatia diabética, através de uma revisao
sistematica de ensaios clinico randomizados que comparem o uso dessas substancias
com a fotocoagulacéo com laser.

RESUMO: Sera realizada uma revisdo sistematica de ensaios clinicos randomizados
que avaliam o efeito da vitamina C e / ou superoxido-dismutase e / ou dobesilato de
calcio sobre a progressao da retinopatia diabética. A amostra sera de pacientes
diabéticos, com idade entre 20 e 75 anos e com retinopatia diabética detectada
clinicamente pela presenca de lesBes microvasculares retinianas visiveis ao exame
oftalmoscépico.

FUNDAMENTOS E RACIONAL: Estudo fundamentado, visando avaliar a efetividade da
vitamina C, superoxido-dismutase e dobesilato de calcio no tratamento da retinopatia
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diabética.

MATERIAL E METODO: Revis&o sistematica da literatura, sem contato com paciente.
TCLE: nado se aplica.

DETALHAMENTO FINANCEIRO: Sem financiamento extemo.

CRONOGRAMA: 12 meses.

OBJETIVO ACADEMICO: Mestrado.

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AO CEP PREVISTOS PARA: 26/11/2007 e
20/11/2008.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S&o Paulo / Hospital S&o
Paulo ANALISOU e APROVOU o projeto de pesquisa referenciado.

1. Comunicar toda e qualquer alteracéo do projeto e termo de consentimento livre e
esclarecido. Nestas circunstancias a inclusdo de pacientes deve ser temporariamente
interrompida até a resposta do Comité, apos analise das mudancgas propostas.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o
desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local
seguro por 5 anos para possivel auditoria dos 6rgdos competentes.

Atenciosamente,

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade Federal de Sao Paulo / Hospital Sdo Paulo

Rua Botucatu, 572 - 1° andar - conj. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 — 5539-7162
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Anexo 9

Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da EPM — UNIFESP (Avaliagdo da
efetividade e seguranca da pentoxifilina no tratamento da retinopatia diabética)
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Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da EPM — UNIFESP (Avaliacdo da
efetividade e seguranca da pentoxifilina no tratamento da retinopatia diabética)

murrpsp  Universidade Federal de Sao Paulo
[ EAULET | Comité de Etica em Pesquisa
Escola Paulista de Medicina
Hospital S&o Paulo

Séo Paulo, 23 de marco de 2007

CEP 0324/07

[Imo(a). Sr(a).

Pesquisador(a) CARLOS CESAR LOPES DE JESUS

Co-Investigadores: Virginia Fernandes M. Trevisani (orientadora), Orsine Valente
Disciplina / Departamento: Medicina de Urgéncia / Medicina da Universidade Federal
de S&o Paulo / Hospital S&o Paulo - Patrocinador: Recursos Proprios.

PARECER DO COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: "Avaliacdao da efetividade e seguranca da
pentoxifilina no tratamento da retinopatia diabética - revisdo sistematica".

CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDQO: reviséo de literatura.

RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: sem risco.

OBJETIVOS: Avaliar a efetividade e a seguranga da pentoxifilina no tratamento da
retinopatia diabética através de uma revisao sistematica de ensaios clinicos
randomizados que comparem o uso desta substancia com a fotocoagulagéo com laser
e/ou com o controle glicémico otimizado.

RESUMO: Revisao sistematica de ensaios clinicos randomziados que avaliam o efeito
da pentoxifilina sobre a progressao da retinopatia diabética. Serao incluidos estudos
com pacientes diabéticos, com idade entre 20 e 75 anos e com retinopatia diabética
detectada clinicamente pela presenca de lesGes microvasculares retinianas visiveis ao
exame oftalmoscopico. Serdo incluidos estudos que comparem pentoxifilina, em
qualquer dose, ao controle glicémico otimizado e/ou a fotocoagulacdo com laser.
FUNDAMENTOS E RACIONAL: Reviséo de literatura sobre efetividade e seguranca da
pentoxifilina no tratamento da retinopatia diabética.

MATERIAL E METODO: Estudo sem contato com paciente. Est&o descritas as
estratégias de busca e os parametros a serem considerados.
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TCLE: Nao se aplica.

DETALHAMENTO FINANCEIRO: Sem financiamento externo - R$ 256,00.
CRONOGRAMA: 12 meses.

OBJETIVO ACADEMICO: Mestrado.

ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AO CEP PREVISTOS PARA: 22/3/2008 e
22/3/2009.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sdo Paulo / Hospital S&o
Paulo ANALISOU e APROVOU o projeto de pesquisa referenciado.

1. Comunicar toda e qualquer alteracéo do projeto e termo de consentimento livre e
esclarecido. Nestas circunstancias a inclusdo de pacientes deve ser temporariamente
interrompida até a resposta do Comité, apés analise das mudancas propostas.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o
desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local
seguro por 5 anos para possivel auditoria dos 6érgdos competentes.

Atenciosamente,

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade Federal de Sédo Paulo / Hospital Sao Paulo

Rua Botucatu, 572 — 1° andar - conj. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 — 5539-7162
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Anexo 10

Carta a Comissao de Etica
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Carta & Comisséo de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sdo Paulo

Séo Paulo, 26 de janeiro de 2009

llmo. Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
liImos. Membros do Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade Federal de Sao Paulo / Hospital Sdo Paulo

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “ Avaliagc&do da efetividade e seguranca da
vitamina C, superdxido-dismutase e dobesilato de célcio no tratamento da
retinopatia diabética — revisdo sistematica”.

Em relag&o ao projeto acima citado, comunico-0s que, por aconselhamento do Centro
Cochrane da Alemanha (Cochrane Metabolic and Endocrine Diseases Group) o titulo
da reviséo sistematica citada foi alterado para “ Avaliacdo da efetividade e seguranca
da vitamina C e superdxido-dismutase no tratamento da retinopatia diabética”.

Atenciosamente,

Carlos César Lopes de Jesus

Pesquisador
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Anexo 11

Formulario de extracdo de dados (Avaliacdo da efetividade e seguranca da vitamina C
e superoxido-dismutase no tratamento da retinopatia diabética)
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Formulario de extracdo de dados (Avaliacdo da efetividade e seguranca da
vitamina C e superéxido-dismutase no tratamento da retinopatia diabética)

DATA EXTRACTION FORM
Vitamin C and superoxide dismutase for the treatment of diabetic retinopathy.

Carlos César Lopes de Jesus, Alvaro Nagib Attalah, Orsine Valente, Virginia Fernandes
Moca Trevisani.

[. STUDY IDENTIFICATION

Study ID:

Authors:

Medline Journal ID

Year of Publication:

Language:

II. TYPE OF STUDY

Type of study: 0 RCT O CCT O Non-randomized

[ll. COMMENTS ON STUDY DESIGN
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IV. QUALITY OF CONCEALMENT OF RANDOM ALLOCATION

Allocation was not concealed

Allocation concealment was inadequate

Methods of concealment were unclear

Concealment was adequate (e.g. numbered, sealed opaque
envelopes drawn NON consecutively)

V. INCLUSION CRITERIA

Inclusion and exclusion criteria were clearly defined in the text

Outcomes of patients who withdrew or were excluded after
allocation were detailed separately OR included in an
intention to treat analysis OR the text stated there were no

withdrawale

Treatment and control groups were adequately described at
entry

VI. BLINDING OF THE INTERVENTION

Yes No Unclear

Subject blinded

Physician blinded

Outcome assessor
blinded




VII. PARTICIPANTS AND BASELINE CHARACTERISTICS

121

Not Not Withdrawal | Laser photocoagulation | Pentoxifylline
eligible | enrolled | s
n Malesn | Mean n Males n | Mean
(%) age (SD) (%) age (SD)
o Yes
o No
o Uncertain
If yes, how
many?
VIII. INTERVENTIONS
Laser photocoagulation Pentoxifylline
Treatment group A
Treatment group B
IX. OUTCOMES
Progression | Blindness Adverse Quality of Costs
of diabetic effects life

retinanathv

Treatment
aroup A

Treatment
group B

X. CHANGES IN PROTOCOL
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XI. CONTACT WITH AUTHOR

XIl. OTHER COMMENTS ON THIS STUDY
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Anexo 12

Formulario de extracdo de dados (Avaliacdo da efetividade e seguranca da pentoxifilina
no tratamento da retinopatia diabética)
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Formulario de extracdo de dados (Avaliacdo da efetividade e seguranca da
pentoxifilina no tratamento da retinopatia diabética)
DATA EXTRACTION FORM
Pentoxifylline for the treatment of diabetic retinopathy.

Carlos César Lopes de Jesus, Alvaro Nagib Atallah, Orsine Valente, Virginia Fernandes
Moca Trevisani.

[. STUDY IDENTIFICATION

Study ID:

Authors:

Medline Journal ID

Year of Publication:

Language:

II. TYPE OF STUDY

Type of study: 0 RCT O CCT O Non-randomized

[ll. COMMENTS ON STUDY DESIGN
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IV. QUALITY OF CONCEALMENT OF RANDOM ALLOCATION

Allocation was not concealed

Allocation concealment was inadequate

Methods of concealment were unclear

Concealment was adequate (e.g. numbered, sealed opaque
envelopes drawn NON consecutively)

V. INCLUSION CRITERIA

Inclusion and exclusion criteria were clearly defined in the text

Outcomes of patients who withdrew or were excluded after
allocation were detailed separately OR included in an
intention to treat analysis OR the text stated there were no

withdrawale

Treatment and control groups were adequately described at
entry

VI. BLINDING OF THE INTERVENTION

Yes No Unclear

Subject blinded

Physician blinded

Outcome assessor
blinded




VII. PARTICIPANTS AND BASELINE CHARACTERISTICS
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Not Not Withdrawal | Laser photocoagulation | Pentoxifylline
eligible | enrolled | s
n Malesn | Mean n Males n | Mean
(%) age (SD) (%) age (SD)
o Yes
o No
o Uncertain
If yes, how
many?
VIII. INTERVENTIONS
Laser photocoagulation Pentoxifylline
Treatment group A
Treatment group B
IX. OUTCOMES
Progression | Blindness Adverse Quality of Costs
of diabetic effects life

retinanathv

Treatment
aroup A

Treatment
group B

X. CHANGES IN PROTOCOL
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XI. CONTACT WITH AUTHOR

XIl. OTHER COMMENTS ON THIS STUDY
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Abstract

Objectives: To assess the effectiveness and safety of vitamin C, superoxide
dismutase and pentoxifylline for the treatment of diabetic retinopathy in adults
with such clinical condition according to diagnostic criteria of the American
Academy of Ophthalmology (Table 1). Methods: Systematic review with
Cochrane methodology. Search strategy: Databases: Cochrane Central
Register of Controlled Trials (CENTRAL, The Cochrane Library - until last
edition), MEDLINE (1966 - 2007), EMBASE (1980 - 2007), CINAHL (1982 -
2007) and Web of Science (1980 - 2007), databases of developing clinical trials:
Current Controlled Trials (www.controlled-trials.com - with links to other
databases of ongoing clinical trials), hand searched reference lists of published
articles and conference meetings. Pharmaceutical companies and authors of
published articles were contacted. There was no language restriction. Inclusion
criteria: Randomized controlled trials (RCTs) about the use of vitamin C and
superoxide dismutase for diabetic retinopathy, isolated or in combination,
compared to no intervention, placebo or laser photocoagulation, according to
diagnostic criteria of the American Academy of Ophthalmology. Randomized
controlled trials (RCTs) about the use of pentoxifylline associated to laser
photocoagulation for diabetic retinopathy, compared to no intervention or to laser
photocoagulation, according to clinical diagnostic criteria of the American
Academy of Ophthalmology. The main criteria for exclusion were patients aged
less than 20 years or more than 75 years. Data collection & analysis: Data
abstraction and quality assessment was performed independently by two
investigators according to predetermined criteria and the results were compared
to determine the degree of agreement. Quality evaluation was not done because
of the absence of articles which fulfilled the inclusion criteria. Main results: In
relation to the review about vitamin C and superoxide dismutase for diabetic
retinopathy, 241 publications were identified through electonic search. Of these,
28 were identified as containing potential information about the treatment of
patients with diabetic retinopathy using such substances and were read in full. In
relation to the review about the use of pentoxifylline for diabetic retinopathy, 97
publications were identified through electonic search. Of these, 17 were
identified as containing potential information about the treatment of patients with
diabetic retinopathy using such substances and were read in full. However, no
article until the moment, evaluated the treatment of patients with diabetic
retinopathy using vitamin C, superoxide dismutase and pentoxifylline in such a
way as to indicate whether these substances present a significant impact on
disease progression or blidness incidence. Reviewers' conclusions: No
research, until the moment, examined appropriately the treatment of diabetic
retinopathy in such a way as to indicate whether such interventions present a
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significant impact on the progress of this clinical condition. The potential role of
these substances in the treatment of diabetic retinopathy remains open to debate
and it is suggested that future research focalising clinical outcomes should be
accomplished to evaluate such important subject.
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Apéndices

Apéndice 1: Metodologia da Colaboracao Cochrane

Como interpretar um grafico de metanalise:

a) Variaveis categoricas b) Variaveis continuas
RR=0.75 DMP=-0.32
i S I
S I _
S I S I
< <>
[ [ 1 | | | | |
T 1 [T 1 I I I I
025 05 075 1 12515 1.75 -0.01  -0.1 0 10 100
Favor do tratamento  Favor do controle Favor do tratamento Favor do controle

As figuras a e b sdo exemplos ficticios dos graficos resultantes de uma revisao
sistematica, que é a maneira mais pratica de apresentar e interpretar uma
metanalise. Cada linha horizontal acima da base representa o intervalo de
confianca de um ensaio clinico que passou pelos critérios de selecdo de uma
revisdo especifica. O intervalo de confianca € o intervalo no qual as proporc¢des
de eventos seriam verificadas em 95% das vezes se 0 mesmo estudo fosse
repetido 100 vezes.

A linha horizontal, na base do gréafico, representa o efeito do tratamento e €&
dividida por uma linha vertical que marca o efeito nulo. Esse efeito nulo teria o
valor de um (figura a) para varidveis categoricas, podendo ser apresentadas
com a utilizacéo do risco relativo (RR) ou do odds ratio (OR). Portanto, se esse
valor for igual a 1 significa que ndo houve diferenca de resultados entre o grupo
tratado e o grupo controle. A esquerda do 1 estdo os resultados favoraveis ao
tratamento (apresentaram reducao do risco) e, a direita, os resultados em que o
tratamento trouxe piora ao grupo tratado (o grupo placebo apresentou melhores
resultados que o grupo controle).
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O mesmo raciocinio se aplica quando se utilizam varidveis continuas (figura b).
Entretanto, os resultados, neste caso, deverdo ser apresentados através da
Diferenca da Média Ponderada (DMP) ou da Diferenca da Média de Peso, sendo
gue o efeito nulo sera igual a zero, com resultados favoraveis apresentando
valores menores que zero e resultados desfavoraveis valores maiores que zero.

O resultado final do efeito - que representa a somatdria dos resultados
individuais de cada estudo analisado - € representado graficamente pelo losango
(também chamado de diamante), cuja localizacdo em relacdo a linha horizontal
nos dara o resultado final da metanalise.



139

Bibliografia Consultada

. Conn EE, Stumpf PK. Introducgéo a Bioquimica. Tradugéo da 4a edi¢éo
americana. Sao Paulo: Editora Edgard Blucher Ltda.; 1998.

. Cunha C, Cintra L. Nova Gramatica do Portugués Contemporaneo. 2a edi¢ao.
Rio de Janeiro: Editora Nova Fronteira; 1985.

. Guralnik DB. Webster's New World Dictionary Compact School & Office Edition.
New York: Simon and Schuster; 1980.

. Houaiss A, Cardim I. Mini-dicionario Webster’s Inglés-Portugués / Portugués-
Inglés. Edicao Especial Comemorativa ao Dia do Médico: 18 de Outubro de
1996. Rio de Janeiro: Distribuidora Record de Servigos de Imprensa S.A.; 1996.

. Neto PC. Supra-renal ou suprarrenal? Revista Ser Médico. 2008 Out / Nov / Dez;
pag.16-17.

. Rother ET, Braga MER. Como elaborar sua tese: estrutura e referéncias. 2a ed.
rev. e ampl. Sdo Paulo, 2005.



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

