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RESUMO

A despeito do avancgo tecnologico, a Retinopatia Diabética (RD) continua
tendo forte impacto a niveis individual e populacional, com proje¢cées de aumento nas
préximas décadas. Estudos classicos indicaram que o controle dos niveis de glicose
pode reduzir a progressao das complicagées secundarias do diabetes mellitus (DM),
no entanto, no contexto clinico, o controle glicémico n&o é facilmente alcangado em

uma parcela consideravel de pacientes.

O potencial farmacoldgico dos antidiabéticos nas células retinianas ainda é
um campo a ser explorado. Até o momento, além do controle do DM, ndo ha nenhum
tratamento farmacolégico com acdo direta nas células retinianas comprovadamente

eficaz para as fases precoces da RD que consiga impedir sua evolugéo natural.

Dados na literatura mostram o potencial beneficio dos inibidores do
cotransportador sodio-glicose-2 (SGLT2/iSGLT2) em portadores de doenga ocular
diabética, especialmente em fases precoces. No entanto, grandes estudos de
seguranga que estudaram os efeitos sistémicos de tais medicagbes ndo avaliaram

sistemicamente a retina.

A Tomografia de Coeréncia Optica de Dominio Espectral (SD-OCT)
possibilita a segmentacao in vivo das camadas da retina, com adequada detecg¢ao de
edema macular diabético e a adog¢ao de terapia especifica. Varios estudos mostraram
alteracbes em camadas retinianas em etapas pré-clinicas de RD. Em pacientes com
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), um afinamento progressivo na espessura central da
retina (CRT) esta relacionado principalmente a degenerag&o neurorretiniana e ocorre
antes do declinio da acuidade visual ou de alteragdes detectadas através do exame

clinico.

NOs investigamos a mudanca na CRT medida através de SD-OCT em
pacientes com DM2 apds 12 semanas de tratamento com dapagliflozina versus
glibenclamida. Noventa e sete pacientes (57 + 7 anos) com DM2 e aterosclerose
clinica ou subclinica foram randomizados 1:1 para dapagliflozina (10 mg/dia) ou
glibenclamida (5 mg/dia) em adicdo a metformina XR 1,5 g/dia. As imagens de SD-
OCT foram obtidas em todos os pacientes incluidos estudados, tanto no momento da
randomizagdo quanto no final do estudo.



Os valores basais e pds-tratamento de glicose em jejum e hemoglobina
glicada foram equivalentes nos dois bragos. Ndo houve diferenga em relagdo ao
estado da retinopatia diabética apds a terapia. A espessura do subcampo central
mudou em +2 (6) yum no grupo dapagliflozina e em -1 (7) ym no grupo glibenclamida
(P =0,001).

Conclui-se, portanto, que um tratamento de curto prazo com dapagliflozina
pode aumentar a CRT em comparagdo com o equivalente glicémico, o que pode
embasar estudos futuros e contribuir para o controle das RD em fases mais precoces.

Palavras-chave: Retinopatia diabética; Diabetes mellitus tipo 2; Tomografia
de coeréncia Optica; Antidiabéticos orais; Inibidor de SGLT2.



ABSTRACT

Despite technological advances, Diabetic Retinopathy (DR) continues to
have a strong impact at the individual and population levels, with projections of an
increase in the coming decades. Classical studies have indicated that the control of
glucose levels can reduce the progression of diabetic complications, however, in the
clinical context, glycemic control is not easily achieved in a considerable number of
patients.

The pharmacological potential of antidiabetics in retinal cells is still a field to
be explored. So far, in addition to the control of diabetes mellitus (DM), there is no
pharmacological treatment with direct action on retinal cells that has been proven
effective for the early stages of DR that can prevent its natural evolution.

Data in the literature show the potential benefit of sodium-glucose
cotransporter-2 (SGLT2/iSGLT2) inhibitors in patients with diabetic eye disease,
especially in the early stages. However, large safety studies that studied the systemic
effects of such medications did not systemically assess the retina.

Spectral Domain Optical Coherence Tomography (SD-OCT) allows the in
vivo segmentation of retinal layers, with adequate detection of diabetic macular edema
and the adoption of specific therapy. Several studies have shown changes in retinal
layers in preclinical stages of DR. In patients with type 2 diabetes mellitus (T2DM), a
progressive thinning in the central retinal thickness (CRT) is primarily related to
neuroretinal degeneration and occurs before visual acuity decline or changes detected

by clinical examination.

We investigated the change in CRT measured by SD-OCT in T2DM patients
after 12 weeks of treatment with dapagliflozin versus glibenclamide. Ninety-seven
patients (57 = 7 years) with T2DM and clinical or subclinical atherosclerosis were
randomized 1:1 to dapagliflozin (10 mg/day) or glibenclamide (5 mg/day) in addition to
metformin XR 1.5 g/day. SD-OCT images were obtained in all patients included in the
study, both at the time of randomization and at the end of the study.

Baseline and posttreatment values for fasting glucose and glycated

hemoglobin were equivalent in both arms. There was no difference regarding diabetic



retinopathy status after therapy. Central subfield thickness changed by +2 (6) um in
the dapagliflozin group and by -1 (7) ym in the glibenclamide group (P = 0.001).

It is concluded, therefore, that a short-term treatment with dapagliflozin can
increase CRT compared to the glycemic equivalent, which may support future studies
and contribute to the control of DR in earlier stages.

Keywords: Diabetic retinopathy; Type 2 diabetes mellitus; Optical
coherence tomography; Oral antidiabetics; SGLTZ2 inhibitor.
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INTRODUGAO

Sobre a Retinopatia Diabética

Um desafio comum a oftalmologistas e diabetologistas € o dificil controle
da incidéncia e progress&o da Retinopatia Diabética (RD). E pouco provavel que tais
profissionais ndo se lembrem de algum paciente que apresentou desfecho visual
insatisfatorio e conviveu ao longo de anos com limitagées em suas atividades de vida
diaria.

Tal cenario € ainda mais simbdlico quando nos deparamos com todo o
aparato tecnolégico que alcangou a area da oftalmologia nas ultimas décadas. Até
mesmo a terapia intravitrea, com inibidores do fator de crescimento vascular endotelial
(Anti-VEGF), que revolucionou o manejo dos pacientes portadores de RD, tem varias
limitagdes. Dados de estudos multicéntricos consideram que em torno de 50% dos
pacientes em uso dessa terapia ndo obtém uma melhora visual consideravel mesmo

apos dois anos de terapia. (1)

Quando se direciona a visdo do nivel individual para o populacional, o
problema se expande de forma ainda mais alarmante. Dados recentes estimam que
537 milhdes de adultos ao redor do mundo vivem com diabetes mellitus (DM), com
expectativa de aumentar em 46% até 2045.(2) Esse numero torna-se ainda mais
impactante quando se considera que 81% desses individuos estdo em paises de baixa
ou média renda(2) e que aproximadamente 240 milhdes dos doentes ndo tem
conhecimento do seu diagndstico.(3)

Considerando dados provenientes de estudos classicos (4-6) e projecdes
recentes, em 2045, o mundo tera 103,12 milhdes de adultos com algum grau de RD.
(7) Pacientes com formas graves de RD podem apresentar uma importante perda da
qualidade de vida, impacto no bem-estar fisico e emocional, além de uso acentuado

dos recursos de saude.(8)

Tal impacto se contrasta com as limitagbes de recursos humanos e
materiais para atuar efetivamente diante de tal problema, especialmente em paises

com o sistema universal de saude.
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A RD ja é a principal causa de cegueira evitavel em adultos no Brasil e no
mundo (9, 10) e muito disso se deve ao curso assintomatico nas fases iniciais e
intermediarias da doenga. Preocupacgdes adicionais em saude publica se devem ao
fato de os tratamentos oftalmolégicos disponiveis na atualidade serem caros e

reservados para fases avangadas da doenca.(11)

A despeito da multiplicidade de achados histopatolégicos e acometimento
de multiplas linhagens celulares, o estadiamento da RD classicamente leva em
consideragao as alteracdes vasculares detectadas clinicamente através do exame de
fundoscopia ou da retinografia colorida.(12, 13)

Haemorrhage

Microaneurysm
or haemorrhage

' |

|

\ |
Microaneurysm

or haemorrhage '

Cotton wool spots

o

Hard exudates Blot
haemorrhage

& ;Z*;o,
37 R

New blood vessel
formation at the Microaneurysm  Hard exudates
optic disc or haemorrhage

Figura 1. Sinais clinicos de retinopatia diabética no exame de fundoscopia. a)
Demonstragcédo do estagio nao proliferativo leve a moderado, apresentando
microaneurismas e microhemorragias. b) Evolugao do estagio nao proliferativo, com
associagao de exsudatos algodonosos e maior evidéncia de alteragdes vasculares. c)
Estagio proliferativo demonstrando neovasos no disco optico. d) Edema macular

diabético com exsudatos duros no centro foveal.

Fonte: Wong TY et al. Diabetic retinopathy. Nat Rev Dis Primers. 2016;2:16012.(13)
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O gradual surgimento dessas anormalidades condiciona o curso clinico e a
classificagcdo da doenca. Outra importante manifestacdo ocular no paciente diabético
€ o Edema Macular Diabético (EMD), sendo classificado de forma separada da RD,
pois podem ter cursos independentes.(12)

Quadro 1. Classificacdo de Retinopatia e Maculopatia Diabética
Estagio Achados do exame de fundoscopia

Retinopatia Diabética

Auséncia de retinopatia Sem anormalidades

Retinopatia diabética nao ) )
proliferativa leve Somente microaneurismas

Microaneurismas + outras alteragbes (hemorragia em
, , chama de vela, exsudatos duros ou algodonosos),
proliferativa moderada desde que ndo caracterizem retinopatia grave

Retinopatia diabética ndo

RDNP moderada com qualquer um dos achados: (i)
hemorragias intrarretinianas nos quatro quadrantes, (ii)
ingurgitamento venoso em dois quadrantes ou (iii)
anormalidade microvasculares intraretinianas em um
quadrante. Sem achados de neovascularizagao.

Retinopatia diabética ndo
proliferativa grave

Retinopatia diabética Presenca de neovascularizagdo ou hemorragia
proliferativa vitrea/pré-retiniana

Edema Macular Diabético

Sem EMD Sem espessamento retiniano ou exsudatos duros na
macula
EMD sem envolvimento Espessamento retiniano macular néo envolve o 1mm
central central
EMD com ertwcl)lwmento Espessamento retiniano macular envolve o 1mm central
centra

Fonte: Wilkinson CP et al. Proposed international clinical diabetic retinopathy and
diabetic macular edema disease severity scales. Ophthalmology. 2003;110(9):1677-
82.(12)

Essa classificagdo tradicional, no entanto, ja ndo reflete os atuais
conhecimentos a respeito da fisiopatologia da doenga. As disfungbes metabdlicas
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induzidas pela hiperglicemia relacionam-se com conceitos de inflamacéo, disfungao
endotelial e neurodegeneneragdo, numa convergéncia complexa e multifatorial de
diversos mecanismos.(14) Inumeros dados sugerem que pode haver na retina
degeneracgao de células neurossensoriais, gliose retiniana e inflamagao antes mesmo

de anomalias vasculares visiveis.(15)

Levando-se em consideracdo marcadores multimodais, como os achados
da Tomografia de Coeréncia Optica (OCT), alguns autores tém preferido utilizar o
termo “Doencga Diabética da Retina” (DRD), que seria entendida com uma neuropatia

sensorial ou degenerac&o neurovascular.(16, 17)

De fato, a introdugdo da Tomografia de Coeréncia Optica de Dominio
Espectral (SD-OCT) possibilitou a segmentagéo in vivo das camadas da retina (figura
2), com correspondéncia histologica(18) e permitiu a quantificagdo da espessura
retiniana, o aprimoramento da deteccdo de edema macular diabético e a adocao de

terapia especifica para essa condig&o.(19)

RNFL B r OPL [] ReE
B ccu B N ] onL

Figura 2. Imagem da regi&o macular adquirida pelo SD-OCT com segmentagao das
camadas retinianas. RNFL: Camada de fibras nervosas retinianas. GCL: Camada de
células ganglionares IPL: Camada plexiforme interna. INL: Camada nuclear interna.
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OPL: Camada plexiforme externa. ONL: Camada nuclear externa. RPE: Epitélio

pigmentado de retina.

Fonte: Invernizzi et al. Normative Data for Retinal-Layer Thickness Maps Generated by
Spectral-Domain OCT in a White Population. Ophthalmol Retina. 2018;2(8):808-15 (20)

Figura 3. Imagem de SD-OCT demonstrando achados de edema macular diabético.
a) Cistos e exsudatos intrarretinianos (setas amarela e vermelha, respectivamente) b)
Fluido subretiniano (asterisco verde).

Fonte: Adaptado de Daruich A et al. Mechanisms of macular edema: Beyond the surface.
Prog Retin Eye Res. 2018;63:20-68 (21)

Utilizando esse método, varios estudos transversais mostraram o
afinamento das camadas retinianas (em especial as camadas internas) em etapas

pré-clinicas de RD.(22-24) A tendéncia de afinamento progressivo apareceu em
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estudos longitudinais, tanto retrospectivamente (25), como de forma prospectiva.(26,
27)

Esse cenario baseou a Declaracdo de Posicao da American Diabetes
Association (ADA), que considerou a RD “uma complicagdo neurovascular altamente
especifica do diabetes tipo 1 e tipo 2” (28) e tem sido um norteador na busca de novos

tratamentos que possam atuar em fases mais precoces da doenga.(29)

Essa demanda por terapias em estagios incipientes estimulou diversos
pesquisadores ao redor do mundo. O potencial farmacoldgico nas células retinianas
tem sido alvo de varios estudos moleculares e clinicos ao longo dos anos. Até o
momento, no entanto, além do controle do DM, ndo ha nenhum tratamento
farmacoldgico com agao direta nas células retinianas comprovadamente eficaz para

as fases precoces da RD que consiga impedir sua evolugao natural.

Retinopatia Diabética e Terapia Sistémica

A respeito das terapias para prevencao e controle dos fatores de risco
relacionados a RD, estudos classicos como o Diabetes Control and Complications
Trial (DCCT) e o United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS) indicaram que
o controle dos niveis de glicose pode reduzir a progressdo das complicagdes
diabéticas.(30, 31)

No entanto, no contexto clinico, a normalizagdo da glicemia ndo é
facilmente alcangada em uma parcela consideravel de pacientes. Além disso, a
relagéo entre o controle glicémico e RD é complexa. Por exemplo, sabe-se que pode
haver a progressao rapida da retinopatia diabética (e consequentemente um pior
prognostico oftalmoldgico) com uma variagéo brusca da glicemia proporcionada pelo
controle intensivo do diabetes.(32, 33)

O controle da pressédo arterial (PA) também esta associado com a
diminuic&o progresséo da RD.(34) Estudos como o Fenofibrate Intervention and Event
Lowering in Diabetes (FIELD) (35) e o Action to Control Cardiac Risk in Diabetes

(ACCORD) (36) demonstraram o beneficio do fenofibrato oral no tratamento de
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pacientes com DM2 e retinopatia diabética. Em tais estudos, porém, a retinopatia ndo
foi o desfecho primario e isso pode explicar, pelo menos em parte, o pouco uso dessa
medicagdo em casos de RD em pacientes sem dislipidemia.(37)

Uma duvida pertinente € se existe um antidiabético ideal para individuo.
Por exemplo, estudos como o Quebec Cardiovascular Study (38) e o Helsinki
Policemen Study(39) descobriram que niveis elevados de insulina s&o preditores
independentes de eventos vasculares. Essa descoberta levou a discussdo se a
insulina é de fato indutora de alteragdes vasculares crénicas, com potenciais danos
endoteliais.(40) Quando se leva em consideracdo exclusivamente a parte
oftalmolégica, uma metanalise de estudos observacionais demonstrou que o uso de

insulina & um fator de risco para o edema macular diabético.(41)
Diante do exposto, apresentam-se alguns problemas:

(i) Em relac&o aos antidiabéticos sistémicos, o controle glicémico adequado

seria o unico fator que modificaria a evolug&o natural da RD?

(i) As terapias sistémicas conseguem influenciar diretamente a

fisiopatologia e o curso natural da RD?

(iif) Existem efeitos pleiotropicos nesses medicamentos que vao além da
queda glicémica e que podem atuar como um fator de risco ou de protegdo em
determinado perfil de paciente?

Uma recente metandlise sugeriu que as sulfoniureias podem estar
associadas ao aumento do risco de RD(42), embora outros estudos sugiram seu
potencial efeito neuroprotetor.(43, 44) Alguns estudos demonstraram um efeito
positivo da metformina na retina, com inibicdo da angiogéneses e redugédo da
inflamacgéo.(45, 46)

Novos antidiabéticos orais como os inibidores da dipeptidil peptidase 4
(iDPP-4) e os agonistas dos receptores de glucagon-like peptideo 1 (arGLP-1)
também ja foram associados com acgdes positivas na microvasculatura(47-50),
embora o risco de queda rapida dos niveis glicémicos proporcionados por esta ultima
classe tenha sido associado a piora da RD.(51)

Terapias topicas locais também sao hipdteses exploradas no controle de

estagio precoces de RD e neuroprotegdo. Exemplos sédo estudos experimentais
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recentes que utilizaram a administragao topica de iDPP-4 e arGLP-1 e encontraram
resultados favoraveis para a neuroprotegao retiniana e mudanga no curso da RD.(52-
54)

Interesse especial tem surgido para os inibidores do cotransportador sodio-
glicose-2 (SGLT2/iSGLT2). Este receptor expressa o conceito de um transporte ativo
secundario que pode catalisar o movimento de um substrato contra um gradiente
eletroquimico, aproveitando a energia de outro substrato acoplado, e faz parte da
familia de genes humanos SLCS, sendo o SGLT1 o primeiro da classe a ser clonado,
em 1987. (55, 56)

Enquanto os SGLT1 sdo responsaveis pela maior parte da captagao da
glicose dietética no intestino, os SGLT2 se encarregam da reabsorgdo de
aproximadamente 90% da glicose filtrada pelos rins.(57, 58) A perda de glicose na
urina reduz o nivel de glicose no sangue e resulta em redugao de peso devido a perda

calorica. (59)

A inibicdo farmacoldgica dos cotransportadores de SGLT2 reduz a
hiperglicemia ao diminuir o limiar de glicose renal e, consequentemente, aumentar a
sua excregdo urinaria(60), num mecanismo independente de insulina (reduzindo a

possibilidade de hipoglicemia).(61, 62)

A In the Absence of an SGLT2 Inhibitor B In the Presence of an SGLT2 Inhibitor
.. L ]
° SGLT2
1 Glucose inhibitor
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Figura 4. Absorgao renal de glicose de acordo com a auséncia ou presenga do inibidor
de SGLT2. a) O SGLT2 tem a¢des na célula do tubulo proximal renal. b) Na célula do
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tubulo proximal renal, a inibicdo do SGLT2 resulta na redugdo da reabsorcéo de
glicose pelo rim, o que aumenta a glicosuria e reduz a concentragao de glicose no
sangue.

Fonte: Adaptado de Hattersley AT, Thorens B. Type 2 Diabetes, SGLT2 Inhibitors, and
Glucose Secretion. N Engl J Med. 2015;373(10):974-6.(59)

Dapagliflozina, empagliflozina, canagliflozina, sotagliflozina, ertugliflozina e
tofogliflozina sdo exemplos de principios ativos comercialmente disponiveis com essa

acao.

Em estudos exigidos por érgéos reguladores, além do perfil de seguranca
da medicacgdo, foram identificados, inesperadamente, beneficios ndo justificados
pelos efeitos metabdlicos mais conhecidos, como a queda da dglicose
(aproximadamente 0,5% a 1% de redugdo na hemoglobina glicosilada [HbA1c]),
reducdo do peso corporal (2 a 3 kg) e diminuigdo da pressao arterial sistolica (3 a 5
mm Hg).(63)

Por exemplo, varios estudos conseguiram demonstrar o impacto positivo
no desfecho cardiovascular de pacientes portadores de DM2 que foram tratados com
iISGLT2. (64-66) Quando se leva em consideragao desfechos na microvasculatura, ja
estdo bem estabelecidos os beneficios renais(67-69), no entanto faltam maiores
estudos para fornecer dados para uma analise quantitativa sobre neuropatia e
retinopatia.(70, 71)

Esses achados levaram, em parte, a um crescente reconhecimento de
potenciais agées metabdlicas pleiotropicas dos iISGLT2, além da redugao glicémica.
Embora os exatos mecanismos de tais efeitos ndo sejam totalmente compreendidos,
o provavel aspecto multifatorial abriu um campo de estudos envolvendo diversas

especialidades que cuidam do paciente portador de DM.(72, 73)

A relagédo entre oftalmologia e tais medicag¢des, no entanto, ainda requer
esclarecimento. O espectro completo da expressdo de SGLT2 e seu papel no olho é
pouco compreendido. Estudos histologicos formais avaliando a presenga deste

receptor em retinas humanas ndo s&o amplamente relatados.(74)

Pesquisas demonstraram a presenca do receptor SGLT2 em pericitos

retinianos(75), um tipo especifico de célula que atua no controle da microcirculagao e
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na integridade vascular local.(76) Essas células parecem atuar como um sensor de
glicose que controla o tonus celular em resposta a mudangas nas concentragdes de
glicose extracelular.(77, 78) A entrada excessiva de glicose e s6dio nos pericitos
retinianos via SGLT2 parece agir como um gatilho para o desenvolvimento de
retinopatia diabética.(79)
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Figura 5. Fungdo do receptor SGLT2 no pericito retiniano (a) e sua possivel
contribuicdo para o desenvolvimento da retinopatia diabética (b).

Fonte: Adaptado de Wakisaka M, Nagao T. Sodium glucose cotransporter 2 in mesangial cells
and retinal pericytes and its implications for diabetic nephropathy and retinopathy.
Glycobiology. 2017;27(8):691-5.(79)

Foi demonstrado também um aumento significativo nos niveis de mRNA de
SGLT2 na retina de camundongos diabéticos com base na RT-PCR quantitativa.(80)
Usando uma combinagcdo de RT-PCR, western-blotting e imuno-histoquimica, foi
encontrada uma expressao restrita deste transportador em regides especificas do
cristalino de ratos.(81)

Ha registros mostrando o potencial beneficio dessa classe de medicagdes
em portadores de doenga ocular diabética. Relatos de casos demonstraram a melhora
do edema macular diabético crénico apods o inicio do iISGLT2(82, 83), incluindo em

pacientes previamente submetidos a cirurgia vitreorretiniana.(84)

Um estudo caso-controle retrospectivo também indicou uma redugao de

edema retiniano dos pacientes que usaram iISGLT2 em comparagdo aos que nao
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usaram tal medicag&o.(85) Estudos de projecao e coortes retrospectivas convergem
ao mesmo cenario.(86, 87)

A despeito de tais achados, grandes ensaios clinicos ndo demonstraram
evidente efeito protetor na retinopatia. Algumas consideragdes, no entanto, s&o
importantes.

Os principais ensaios clinicos de seguranga relacionados aos iSGLT2
abrangeram as variaveis oftalmolégicas como eventos adversos a serem reportados,
limitando tentativas de metanalise.(42, 88) Destes, apenas o EMPA-REG Outcome
considerou a retinopatia como um desfecho clinico microvascular pré-especificado,
em associagao com a analise de nefropatia.(67) Embora a analise post hoc deste
estudo ndo tenha demonstrado diferenca do risco de retinopatia quando comparada a
empaglifozina versus placebo, ndo houve uma avaliagao sistematizada dos pacientes

quanto a presencga de retinopatia no inicio do estudo.(89)

Essa decorrente lacuna do conhecimento motivou a realizagcédo de estudos
ao redor do mundo a fim de compreender a relagao entre o SGLT2 e a retina, bem
como os potenciais efeitos protetores oculares dos iISGLT2.

Um ensaio clinico realizado com 59 pacientes estudou o fluxo retiniano em
pacientes que usaram dapagliflozina versus placebo. Os resultados demonstraram
que essa droga foi capaz de reduzir a hiperperfusdo dos capilares da retina e a
remodelagao das arteriolas, fatores que contribuem para a progresséo da retinopatia
diabética. (90)

Evidéncias em outros estudos sugerem que o iISGLT2 pode conferir efeitos
de protecgédo retiniana por meio de alguns dos mesmos mecanismos evidenciados e

estudados através dos ensaios cardiorrenais.(74, 91)

Reducdo do estresse oxidativo(92, 93), alivio da inflamagao(94, 95),
modulagdo do sistema nervoso simpatico(96, 97), acdo adicional de inibicdo do
trocador sodio-hidrogénio-1 (NHE-1)(98-100), otimizagdo dos combustiveis retinianos
induzidos pelo aumento das cetonas(101), redugdo da apoptose induzida pelo
DM(102), sédo alguns dos possiveis mecanismos de agao adicionais proporcionados
pelos iISGLT2, além da reducgé&o glicémica.

Varias dessas agoes, inclusive, apoiam estratégias de neuroprote¢cao(103,
104) e sugestiona o potencial dessas medicagdes para atuarem em fases precoces
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da retinopatia diabética.(105) Esses dados podem explicar, pelo menos em parte, o
achado de uma metanalise recente que demonstrou a associacao entre o uso de
iISGLT2 e reducao da incidéncia de RD em pacientes portadores de DM com duragao
de doenca inferior a 10 anos.(106)

Com tantas lacunas a respeito da acédo de iISGLT2 nas células retinianas,
fica claro que a analise de caracteristicas oftalmoldgicas estudadas em pacientes
submetidos a tal terapia durante a realizagdo de um ensaio clinico controlado pode
fornecer informagbes valiosas para, num futuro préximo, auxiliar profissionais e

pesquisadores que lidam com pacientes portadores de DM.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

O presente trabalho teve o propdsito de avaliar as diferengas apresentadas
em variaveis oftalmologicas entre os pacientes portadores de diabetes mellitus,
participantes de um ensaio clinico duplo-cego e randomizado, submetidos ao

tratamento com dapagliflozina versus glibenclamida ao final de doze semanas.

Objetivos Especificos

Primario
Avaliar os efeitos do tratamento com dapagliflozina versus glibenclamida
na espessura retiniana central medida através da Tomografia de Coeréncia Optica.

Secundario

Verificar os efeitos do tratamento com dapagliflozina versus glibenclamida

sobre a acuidade visual e caracteristicas clinicas retinianas.
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MATERIAIS E METODOS

Desenho, Aspectos Eticos e Populacido

Este estudo traz a analise oftalmoldgica do ensaio clinico fase 4 de centro
unico, randomizado, aberto, prospectivo, duplo-cego e ativo-controlado denominado
“The Assessment of Dapaglifozin effect on Diabetic Endothelial Dysfunction of Brachial
Artery - Brazilian Heart Study 2 (ADDENDA-BHS2)”, registrado na plataforma
ClinicalTrials.gov em 29 de setembro de 2016, sob NTC 02919345.

Foram seguidas as recomendagées CONSORT (Padrées Consolidados
para Relatar Ensaios, em tradugao livre). O estudo seguiu os principios éticos da
Declaragdo de Helsinki (107) e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UNICAMP, com o registro de apreciagdo de parecer CAAE 41618915.1.0000.5404.
(Anexo 1)

Os sujeitos da pesquisa participaram de forma voluntaria, sendo recrutados
através de anuncios em radio, jornais e televisdo entre setembro de 2016 e dezembro
de 2018. Apds explicacdo detalhada, todos assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE).

O estudo foi realizado nas dependéncias da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP). As avaliagbes clinicas e laboratoriais foram feitas no Centro
de Pesquisa Clinica (CRC), no Laboratério de Aterosclerose e Biologia Vascular
(AtheroLab) e no Hospital de Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP.

O estudo foi desenhado primariamente para comparar o flow-mediated
dilatation (FMD) em repouso e apés a indugao de isquemia entre um periodo de 12
semanas de terapia com dapaglizona ou glibenclamida em pacientes usando
metformina. Portanto, os critérios de selecdo e o tamanho da amostra foram
calculados com base nesse critério (com um total de 44 pacientes por brago) acrescido
de 5 pacientes em cada brago (total de 49 pacientes) devido o grande numero de
desfechos secundarios. Todas as avaliagoes foram realizadas antes da randomizagao

e apos o término da intervengao.
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Selecao dos pacientes elegiveis

Critérios de inclusao:

o Paciente com diagndstico de diabetes mellitus tipo 2, em uso de até duas
medicagoes orais;

o Idade entre 40 e 70 anos;

o Hemoglobina glicada maior que 7%;

o Alto risco cardiovascular, definido por doenca arterial coronariana
estavel (infarto do miocardio prévio pelo menos 6 meses antes da inclusdo ou
angiografia mostrando estenose >70% em pelo menos uma artéria coronaria) ou
doenga aterosclerdtica carotidea (identificada por ultrassom carotideo, de acordo com
critérios de distribuicdo na populagao brasileira).

Critérios de Exclusao:

o Contraindicagées ao uso de metformina (taxa de filtragdo glomerular
estimada [eGFR] calculada por CDK-EPI<45 ml/min, AST ou ALT>3x limite superior
de referéncia);

o Hemoglobina glicada menor que 7% ou maior que 9%;

o Uso de insulina;

o Sindrome coronariana aguda, acidente vascular cerebral ou
revascularizagdo coronariana nos seis meses anteriores a randomizagao

o Triglicerideos plasmatico > 500mg/dl;

o Fibrilacdo atrial,

o Poliuria, polidipsia, perda de peso ou outros sinais cinicos de deplegao
de volume;

o Fumante atual;

o Gestagao em curso ou mulheres em idade reprodutiva

o Recusa ou incapacidade cognitiva da assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.
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Fase Run-In e Randomizagao

Os pacientes elegiveis foram submetidos a avaliag&o clinica e laboratorial
preliminar. Aqueles que nao apresentaram niveis de presséao arterial (PA) < 130x 80
ou hemoglobina glicada (Hb1AC) entre 7 e 9% foram submetidos a fase denominada
run-in, cujo objetivo foi obter controle equivalente de glicemia e PA antes da

randomizagao.

Nesta etapa, foram administradas metformina de liberagcdo prolongada e
losartana. Quando necessario, foram associados hidroclorotiazida e/ou atenolol. Os
pacientes que ndo atingiram os niveis de glicemia e PA descritos apos 12 semanas

nao foram randomizados.

Ao final desta etapa, os primeiros 98 pacientes elegiveis foram
aleatoriamente randomizados na proporgao de 1:1, estratificados de acordo com o
sexo, niveis de Hb1Ac (7-7,9% ou 8-9%) e indice de massa corporea (IMC abaixo ou
acima de 30kg/m?). Um grupo recebeu dapagliflozina 10mg/dia e o outro glibenclamida
5mg/dia, além da metformina que ja faziam uso. O resumo do fluxo & descrito na figura
6.

Elegiveis (n=674)

Excluidos (n=510)
¢ HbA1C <7% (n=128)
+ Sem risco cardiovascular alto
(n=86)
+ Uso de insulina (n=77)
+ HbA1C > 9%, com
impossibilidade de ajuste (n=66)
+ Idade <40 ou > 70 anos (n=41)

+ Mais do que 2 antidiabéticos
orais (n=24)

»| ¢ Recusa em participar (n=17)

+ Mulheres em idade reprodutiva
(n=16)

+ Meta de recrutamento atingida

v (n=4)
Run-in (n=1 34) + Outras razées (n=51)

Excluidos (n=36)
+ HbA1C < 7% (n=18)
+ Recusa em participar (n=8)
. | ¢ HDA1C > 9%, com
impossibilidade de ajuste (n=5)
+ Outras razoes (n=5)

Randomizados (n=98)

v

Alocado para Dapaglifozina (n=49) Alocado para Glibenclamida (n=49)
+ Receberam intervengéo (n=49) + Receberam intervengéo (n=49)
+ Nao receberam intervengéo (n=0) + Nao receberam intervengéo (n=0)
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Figura 6. Diagrama de fluxo do estudo ADDENDA-BHS2

Fonte: Adaptado de ADDENDA-BHS?2 trial investigators. Assessment of dapagliflozin effect
on diabetic endothelial dysfunction of brachial artery (ADDENDA-BHS?2 trial): rationale, design,

and baseline characteristics of a randomized controlled trial. Diabetol Metab Syndr. 2019(108)

Endpoints Oftalmolégicos

Os desfechos oftalmoldgicos testados entre os grupos foram: variagdes da
espessura retiniana do milimetro central da fovea e na regido parafoveal, variagdes
na melhor acuidade visual corrigida (BCVA) e presenca e progressao da retinopatia
diabética ou edema macular diabético.

A espessura retiniana foi considerada desfecho secundario do estudo. No
entanto, dados obtidos em pacientes com RD tratados por trés meses com
dapagliflozina indicaram uma variagédo de 500um para 410um (11Q=63).(84) Assim, em
pacientes com RD grave seria necessario dois grupos de cinco pacientes. Nosso
estudo arrolou pacientes com estagios pré-clinicos e mais leves de RD. Nesse
contexto, nao havia dados disponiveis para um calculo amostral na época do inicio do

estudo.

Avaliacao Oftalmolégica dos Pacientes

A avaliagdo oftalmoldgica foi realizada por médicos oftalmologistas do setor
de Retina e Vitreo do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas.

Apds coleta da anamnese, a melhor acuidade visual corrigida (BCVA) foi
obtida através da tabela de Snellen adaptada para 4 metros, de acordo com o
protocolo do ETDRS (Early Treatment Diabetic Retinopathy Study).(109)

O segmento anterior foi avaliado através da lampada de fenda e os
pacientes foram submetidos a dilatagdo pupilar com colirios de Tropicamida e
Fenilefrina. Todos foram avaliados quanto ao status do cristalino e classificados
seguindo os critérios estabelecidos pelo LOCS III.(110) A retina do paciente foi
examinada através da biomicroscopia de fundo com auxilio da lente Volk 78D (Volk
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Optical, Inc., Mentor, OH) e subsequentemente realizadas duas retinografias de polo
posterior, uma centrada na fovea e outra no disco 6ptico, com auxilio do aparelho
VISUCAM (NM/FA Carl Zeiss, USA).

Figura 7. Imagens de retinografia colorida centradas na févea (a) e no disco Optico
(b).

Fonte: Arquivo pessoal de Vicente Hidalgo Rodrigues Fernandes

Ap0s, os pacientes foram classificados em relagao a presenca ou auséncia
de retinopatia diabética e edema macular diabético seguindo a Classificagéo
Internacional de Retinopatia Diabética e Edema Macular, proposta por Wilkinson et
al(12) e aceita pelas diretrizes do Conselho Internacional de Oftalmologia.(111)

Finalmente, todos os pacientes foram submetidos ao exame de Tomografia
de Coeréncia Optica (OCT) da regido macular através do aparelho Spectralis SD-OCT
(Heidelberg Engineering, Heidelberg, Germany).

O protocolo de aquisigdo consistiu na aquisigdo de imagens da area
macular, com tamanho 6 x 6mm e centro na févea. A variavel estudada foi a Espessura
Retiniana no 1mm central (CST) e nos 3mm parafoveais superior, inferior, nasal e

temporal (figura 7 — A).

O valor da espessura de cada regiédo foi fornecido com uma meédia pelo
préprio software do equipamento (figura 7 — B). Imagens com qualidade prejudicada

ou com dados nao fornecidos pelo software tiveram seus valores excluidos da analise.
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Figura 8. Imagem de OCT demonstrando a area macular, com suas divisdes central
e parafoveais (a), e exemplo de valores de espessura retiniana nas diversas regides

da macula (b).

Fonte: Arquivo pessoal de Vicente Hidalgo Rodrigues Fernandes

Sistema de Coleta de Dados

O registro dos dados obtidos foi realizado através do Sistema RedCap
(Vanderbild, EUA), sendo preenchidos na plataforma especifica criada enviados ao

banco de dados via Internet.

Analise Estatistica

A analise dos dados foi realizada usando SPSS v.25 para Mac (IBM Corp.,
Armonk, NY, EUA).

Devido a falta de distribuicdo normal, as variaveis continuas foram
expressas na forma de mediana (faixa interquartil [IQR]). As diferengcas nas
caracteristicas basais dos dois grupos foram analisadas usando o teste de Mann-



37

Whitney ou o teste qui-quadrado. As correlagbes foram investigadas pelo teste de

Spearman.

As alteracdes da linha de base foram comparadas entre os bragos do
estudo por analise de classificagdo de covariancia (RANCOVA) ajustada para os
valores da linha de base.

Classificamos todas as variaveis e comparamos os bragos do estudo por
analise de covariancia. Os pontos finais foram sistematicamente ajustados para os
valores basais devido a sua grande variagdo. A significancia estatistica foi admitida
quando p<0,05.
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RESULTADOS

Caracteristicas Demograficas e Clinicas

Os 98 pacientes selecionados foram randomizados em dois grupos
(Dapagliflozina/DAPA x Glibenclamida/GLIB) de 49 individuos cada. Um paciente no
braco DAPA decidiu interromper o estudo antes da avaliagao final. As caracteristicas
basais dos participantes estao apresentadas na tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas basais demograficas e clinicas

Variavel Dapagliflozina Glibenclamida p
Sexo masculino, % 60 61 1,0
Idade, anos 57 7 58 +7 0,4
Tempo de Doenga, 9+7 1047 0.28
anos

HbA1c, % 7,9+0,9 7,914 0,74
Glicemia capilar, mg/dl | 174+43 174457 0,99
Hipertensao, % 83 76 0,45
PA sistdlica 13612 138415 0,67
ambulatorial, mmHg

PA diastolica 819 8319 0,4
ambulatorial, mmHg

PA sistolica 24h, mmHg | 124+10 127+11 0,1
PA diastdlica 24h, 73420 79421 0.88
mmHg

Frequéncia Cardiaca, 71£10 73410 0,28
bpm

Tabagismo 44 38 0,5
Sedentarismo, % 54 65 0,3
indice de Massa

Corporea, kg/m2 3144 3045 0,76
Taxa de Filtragao . 95+20 92+19 0.39
Glomerular, mL/min

Polineuropatia Distal, % | 42 41 1,0
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Trata-se de uma populagdo com média de idade de 57 anos, maioria do
sexo masculino (61%) e cerca de 10 anos de DM2 (mediana 8 e intervalo interquartil
de 10 anos).

As pressobes arteriais sistolica e diastélica aferidas no consultorio foram em
meédia 137 e 82 mmHg, respectivamente, e 79% dos participantes (77) estavam em
uso de medicacao anti-hipertensiva. A pressao arterial sistdlica e diastdlica média
obtida durante a monitorizagdo ambulatorial de 24 horas foi de 126 e 77 mmHg,

respectivamente.

Embora nenhum paciente inscrito no estudo fosse fumante ativo, cerca de
42% fumaram no passado e pararam ha 19 + 9 anos. Consistente com um controle
metabdlico rigido, a maioria (98%) teve eGFR>60 ml/min/1,73 m2 (57 a 142
ml/min/1,73 m2).

Nao houve diferenga entre os grupos na duragdo do DM2, HbA1c ou
pressao arterial durante o monitoramento ambulatorial da presséo arterial de 24 horas,
tanto na randomizacédo quanto no final do estudo. Durante o estudo, a diminuigéo
mediana da HbA1c foi de -0,8 (0,7)% e -0,7 (0,95)% para os grupos DAPA e GLIB,

respectivamente.

Caracteristicas Oftalmolégicas

O resultado obtido na acuidade visual através da tabela de Snellen foi
convertido a LogMar para melhor comparagao estatistica. Conforme demonstrado na

tabela 2, a melhor acuidade visual corrigida foi equivalente na randomizagéo e ao final

do estudo.
Tabela 2. Avaliagao da acuidade visual
Dapagliflozina Glibenclamida p

Pacientes 48 49
Acuidade visual corrigida | 0,11 (0,18) 0,13 (0,25) 0,62
inicial, LogMAR
Variagdo absoluta da | +0,0085 (0,20) -0,0012 (0,14) 0,802
acuidade visual apos 12
semanas
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As variaveis “Retinopatia Diabética” e “Presenca de Edema Macular” foram
determinadas de acordo com a avaliagdo clinica e de retinografia. Para os dados
apresentados nas caracteristicas “Espessura Foveal e Parafoveal” (obtidas atraves
da analise das imagens do OCT) foi levada em consideragdo a quantidade total de
olhos.

Conforme demonstrado na tabela 3, a maioria dos individuos nao
apresentava sinais de retinopatia diabética. Nao houve diferenga na linha de base ou
na mudanga do estado de RD ou edema macular entre os dois grupos. Edema macular
diabético (EMD) foi observado em cinco olhos no grupo DAPA e 11 olhos no grupo
GLIB. Como néao foi observado envolvimento central grave naqueles pacientes com

EMD, nenhum deles foi submetido a terapia anti-VEGF.

Tabela 3. Caracteristicas clinicas da retina

Dapagliflozina Glibenclamida p
Pacientes 48 49
Retinopatia Diabética, 0,24
numero de pacientes (%)
Auséncia 41 (85,4) 35(72)
RDNP leve 5(10,4) 6(12)
RDNP moderada 1(2,1) 5(10)
RDNP grave 0 0
Proliferativa 1(2,1) 3(6)
Presenca de Edema | 5(10,4) 11(22,5) 0,40
Macular

RDNP: Retinopatia diabética nao proliferativa

Caracteristicas da Tomografia de Coeréncia Optica

Conforme exposto na tabela 4, na linha de base, a avaliagdo das
caracteristicas do OCT n&o revelou diferenga entre os grupos.

Com 12 semanas, houve um aumento na mediana absoluta do valor da
espessura do subcampo central no bragco DAPA e uma diminuicdo no bragco GLIB,
como demonstrado na tabela 5.
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Tabela 4. Caracteristicas basais do OCT

Olhos (x2)

Espessura Dapagliflozina Glibenclamida p
Retiniana  Média

pelo OCT, micra

1mm foveal 277(32) 270(21) 0,13
3mm  parafoveal | 339 (17) 338(30) 0,96
superior

3mm  parafoveal | 336(16,4) 336(27) 0,98
inferior

3mm  parafoveal | 341(15,9) 338(22) 0,49
nasal

3mm  parafoveal | 328(16,1) 327(26) 0,64
temporal

Tabela 5. Caracteristicas do OCT ao final do estudo

Variagdo média na | Dapagliflozina Glibenclamida p
espessura retiniana

ap6és a terapia,

micra

1mm foveal 2(6) -1(7) 0,001
3mm  parafoveal | 4(8) 4(18) 0,68
superior

3mm  parafoveal | 1(9) 1(19) 0,87
inferior

3mm parafoveal | 2(5) 2(6) 0,44
nasal

3mm  parafoveal | 1(4) 1(5) 0,55
temporal

Esta analise permaneceu significativa mesmo apos o ajuste para a
mudanga de HbA1c (p = 0,002). Em termos de mudanga relativa, houve aumento de
0,7(2)% na espessura do subcampo central no grupo DAPA e -0,3(3)% no grupo GLIB.

Repetimos a analise excluindo olhos com RD proliferativa ou n&o
proliferativa grave, bem como aqueles com EMD e ainda encontramos um aumento
no valor absoluto mediano da espessura do subcampo central no braco da DAPA e
uma diminui¢do no brago GLIB [+1,3(6) vs -0,8(7); p = 0,004].
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Os valores medianos basais da espessura foveal do 1mm central apés a
exclus&o de olhos com RD proliferativa ou ndo proliferativa grave foram 267(23) ym e
272(29) pym para os grupos DAPA e GLIB, respectivamente (p = 0,06).

A alteracdo na espessura foveal do 1mm central n&o foi associada a
alteracao na fungao endotelial conforme estimado pelo protocolo de dilatagdo mediada
por fluxo (endpoint primario do ensaio clinico) nem com as alteragdes nos niveis de

glicemia.
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DISCUSSAO

Varios ensaios clinicos de larga escala forneceram evidéncias de que os
iISGLT2 reduzem eventos cardiovasculares, previnem hospitalizacbes por
insuficiéncia cardiaca e s&o nefroprotetores.(69) No entanto, até o inicio deste estudo,
havia poucas evidéncias acerca de caracteristicas oftalmoldgicas relacionadas a esta

medicacao, o que nos fez inclui-las nos desfechos do ensaio clinico.

As opcgdes terapéuticas para RD sao limitadas, com aquelas atualmente
disponiveis apenas para estagios avancados da doenga. Revisando possiveis
mecanismos de acao dos iISGLT2, hipotetizamos que a medicacédo poderia atuar em
fases precoces da disfungdo microvascular(112) e percebemos a lacuna na literatura
de estudos clinicos com avaliagdes retinianas sistematicas.(113)

Quanto a possiveis efeitos microvasculares, Sabaner et al, utilizando
marcadores de angiografia associada a OCT (Angio-OCT), compararam pacientes em
uso de metformina isolada em doses altas versus metformina em dose intermediaria
associada a empaglifozina.(114) Nesse estudo, os autores detectaram diferengas
morfolégicas microvasculares mesmo em pacientes que ndo apresentaram variagdes
evidentes na avaliagao fundoscopica. Foi atribuido que a empaglifozina pode ter um
efeito protetor retiniano (além da reducao da glicemia e efeito na perda de peso) com

possivel mecanismo relacionado ao pericito.

De fato, o comprometimento histolégico dos pericitos ja esta bem
estabelecido na fisiopatologia da retinopatia diabética.(115) Essas células ajudam a
contrair os vasos sanguineos da retina, contribuindo para a autorregulagédo do fluxo
sanguineo. Sua perda funcional ou estrutural pode desregular esse mecanismo,

contribuindo para areas de isquemia e suas consequéncias.(116, 117)

Curiosamente, estudos laboratoriais liderados por Wakisaka descobriram a
acao do receptor SGLT2 nos pericitos retinianos.(118) A ac&o proporcionada pelos
inibidores desse receptor proporcionaria uma redugdo de glicose intracelular,
atenuaria o edema e a perda celular.(77, 79)

Ainda sobre microcirculagao, Ott e colaboradores estudaram as diferencas
na vasculatura retiniana de forma dinamica, utilizando o método Scanning Laser

Doppler Flowmetry (SLDF), apds 6 semanas em pacientes que usaram dapagliflozina
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versus placebo.(90) Embora tenha havido diferenca nos endpoints sistémicos, n&o

foram encontradas alteragcées nas medidas de fluxo retiniano entre os dois grupos.

Diferentemente da publicacdo apresentada, que utilizou placebo, nossa
pesquisa comparou a dapagliflozina com outro ativo que reduziu de forma similar os
parametros sistémicos. Outro dado comparativo é que o estudo de Ott avaliou
variaveis através de um teste funcional, enquanto nossa pesquisa avaliou

caracteristicas estruturais.

Estudos histologicos tém demonstrado que a apoptose de células
neuronais retinianas € um evento precoce e persistente no diabetes.(119, 120) Estes
achados vao ao encontro do conceito de neurodegeneracdo, definida como uma
condigdo patologica que afeta a estrutura ou fungdo dos neurdnios, incluindo sua
morte celular acelerada.(121) A apoptose parece ser a via comum entre a
hiperglicemia e a neurodegeneragcdo. Um estudo realizado em ratos diabéticos,
demonstrou que floridzina, um inibidor de SGLT1 e SGLT2, conseguiu reduzir a morte
da células retinianas e a gliose reativa num mecanismo independente da
insulina.(122)

A estratégia de detectar as perdas neuronais retinianas precocemente
continua sendo um campo de intensa pesquisa. Como a SD-OCT tem sido uma
importante ferramenta nesse campo(123), decidimos incluir este método para a
avaliacdo sistematica do estudo, o que consideramos um diferencial em nossa

pesquisa.

Utilizando o mesmo aparelho de nosso estudo (Heildelberg SPECTRALIS
— HRA), uma importante publicagdo forneceu dados normativos para pacientes
diabéticos sem evidéncia de retinopatia diabética.(124) Nela, a média de espessura
retiniana foi de 270+24um. Tais dados sao semelhantes ao que encontramos no inicio

do estudo.

Quando avaliamos o desfecho oftalmoldgico principal de nosso estudo, é
notoria a diferenga estatistica evidenciada entre os grupos analisados. A significancia
permaneceu quando excluimos os pacientes com evidéncia de algum grau de RD ou
EMD da analise. Outro ponto que nos chamou a atengao foi o fato de as alteracdes
encontradas ficarem restritas ao 1mm central e ndo serem expandidas aos 3mm

parafoveais.
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Em revis&o de literatura, fica evidente a escassez de outros ensaios clinicos
utilizando a mesma metodologia. No entanto, algumas caracteristicas que
correlacionam a fisiopatologia da RD e mecanismos de ag&do dos iSGLT2 s&o de
pertinente discussao.

Anatomicamente, sabe-se que no 1mm central é onde estda a maior
concentracao de fotorreceptores. Curiosamente, a maioria das analises de pacientes
diabéticos topografam a alteragdo do paciente diabético detectada através do SD-
OCT nas camadas internas, ndo parecendo haver alteracdo nos fotorreceptores nas
fases precoces.(125, 126) Uma metanalise recente encontrou diferencas estatisticas
no estudo da regido macular restrita nas camadas de células ganglionares, plexiforme

interna e de fibras nervosas.(127)

No entanto, ha inumeras evidéncias sugerindo que os fotorreceptores
apresentam um papel no desenvolvimento nos estagios iniciais da RD.(128, 129)
Sabe-se que a retina é um tecido do corpo humano que tem uma das maiores
demandas metabdlicas, sendo as células fotorreceptoras as responsaveis pela maior
parte do consumo de energia da retina.(130) Altos niveis de superoxido sao

naturalmente gerados durante o metabolismo.

O estresse oxidativo potencializado pelo diabetes a nivel celular pode
acarretar disfungdo mitocondrial e consequente morte celular.(131-133) Essa
evidente susceptibilidade dos fotorreceptores associada a quebra da homeostase
secundario ao diabetes poderiam desencadear a degeneragdo de fotorreceptores,
podendo inclusive ser responsavel pela posterior disfungao vascular.(134)

Park e colaboradores, utilizando modelos animais, demonstraram a
evidéncia de apoptose de fotorreceptores e afinamento da camada nuclear externa
em modelos de ratos diabéticos.(135) Um estudo com material humano ex vivo
também demonstrou a relagao entre degeneracéo de fotorreceptores e marcadores

de apoptose neural retiniana.(136)

Um estudo transversal utilizando SD-OCT em pacientes diabéticos
demonstrou que o afinamento das camadas dos fotorreceptores no centro da fovea
estavam relacionadas com sinais de retinopatia diabética.(137) Outras analises
quantitativas de dados obtidos no SD-OCT também relacionam alteragdes
degenerativas nas camadas externas com estagios precoces de RD.(138, 139)
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Algumas evidéncias sugerem até que a camada de fotorreceptores pode
apresentar afinamento evidente ao OCT antes do inicio da hiperglicemia em pacientes
portadores de sindrome metabdlica. Tal achado levanta a possibilidade de que a
resisténcia a insulina ou citocinas inflamatérias derivadas do tecido adiposo possam

ter um efeito adverso nessas células, independentemente da hiperglicemia.(140)

Um mecanismo alternativo que pode justificar o desfecho demonstrando
em nossa pesquisa relaciona-se com o beneficio gerado pela hipercetonemia crénica
de baixo grau e o uso dos inibidores de SGLT2.(101, 141)

O fundamento desta hipotese esta na caracteristica do alto uso de glicose
no metabolismo retiniano.(142) Sabe-se que glicose é o substrato primario para o
metabolismo energético na retina, gerando ATP via dlicdlise no citosol
(aproximadamente 80% desta producdo) ou via fosforilagdo oxidativa nas
mitocdndrias (20% restante).(143)

No contexto do paciente diabético, mesmo com a hiperglicemia, a utilizagdo
da glicose a nivel tecidual é reduzida devido a resisténcia a insulina, numa espécie de
“fome em meio a abundancia”, aumentando vias alternativas de produg&o energética,
como a dos acidos graxos livres e da oxidagdo de gorduras. Acontece que essa
mudanga é energeticamente ineficiente devido a maior necessidade de oxigénio

durante a oxidag&o da gordura (em comparag&o com a via glicolitica).(141)

As cetonas também podem servir como combustivel durante condigdes de
privagao nutricional, com uma eficiéncia maior quando comparada a gordura.(144) Os
iISGLT2 aumentam a produgéo de cetona através de varios mecanismos.(145) Essa
hipercetonemia cronica de baixo grau pode influenciar favoravelmente o curso da RD
através de melhoria energética da retina, com menor estresse oxidativo e potenciais

efeitos anti-inflamatérios.(145)

Nessa linha, € importante ressaltar sobre o papel do 3-hidroxibutirato, um
dos metabdlitos oriundos da degradacédo cetdnica e sua relagcdo com apoptose

mediada pela inflamacgao (ou piroptose).

A piroptose foi recentemente estabelecida como um termo de morte celular
inflamatoria programada e varios estudos relatam que a ativagao do inflamassoma
NLRP3 desempenha um papel significativo no desencadeamento da morte celular

mediada por piroptose e promove a patogénese da RD.(146)
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Ha descricdo da expressao constitucional do HCA2 (ou GPR109A), um
receptor (B-hidroxibutirato, na retina humana.(147) Em modelos animais e olhos
humanos doados postmorten, Gambhir e colaboradores observaram o aumento da
expressao deste receptor na retina de individuos diabéticos, além do provavel efeito
anti-inflamatério relacionado com sua ativagao.(148)

Trotta e colaboradores exploraram esse mecanismo e utilizando modelos
animais diabéticos encontraram menores niveis retinianos do inflamassoma NLRP3,
dos marcadores de apoptose ASC e caspase-1 e de citocinas inflamatorias IL-13 e IL-
18 naqueles tratados com (3-hidroxibutirato.(149)

Um ensaio clinico duplo-cego e randomizado comparou marcadores da
ativacdo do NLRP3 em pacientes diabéticos que usaram inibidor de SGLT2
(empaglifozina) versus sulfoniureia (glimepirida).(150) Nesse estudo, os autores
encontraram uma maior reducdo na secrecdo de IL-1B em comparagdo com a
sulfonilureia acompanhada de aumento do B-hidroxibutirato sérico e diminuigdo da
insulina sérica, mesmo com uma redu¢ao semelhantes de glicose. Eles concluiram
que o inibidor de SGLT2 atenua a ativacdo do inflamassoma NLRP3, o que pode
ajudar a explicar seus efeitos protetores.

Embora varios mecanismos fisiopatologicos possam estar associados com
0 que encontramos, reconhecemos que nosso estudo apresenta limitagdes quanto as
explicagbes dos achados. Restringimo-nos a apresentar os dados e dissertar sobre

as evidéncias atuais.
Outras limitagbes também precisam ser consideradas:

(i) A avaliagdo fundoscopica e aquisicdo das imagens do OCT foram
realizadas por varios profissionais que, embora estivessem capacitados para tal
finalidade, impede a exclusio de viés de avaliacao.

(i) O valor da espessura retiniana central (utilizado para o desfecho
primario deste trabalho) € o principal marcador quantitativo do OCT (151, 152), no
entanto, ndo podemos descartar a possibilidade de alteragées em outros marcadores
de OCT. (153) Além disso, sabe-se que outros exames complementares com dados
objetivos podem ser utilizados para avaliagdo de desfecho em pesquisas de RD como
o Eletrorretinograma Multifocal e a Angio-OCT(154), no entanto a indisponibilidade em
nosso centro limitou a utilizagao de tais métodos no protocolo do estudo.
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(iif) Como o presente estudo incluiu pacientes principalmente em estagios
iniciais de RD, os achados ndo podem ser extrapolados para estagios mais avangados

da doenca.

(iv) Finalmente, o estudo avaliou o efeito de um tratamento de 12 semanas.
Embora tenha sido possivel enxergar a precocidade, com mudanga de parametro
estrutural em trés meses, esse efeito ndo pode ser extrapolado para periodos de

acompanhamentos mais longos.

Ainda assim, pela reviséo da literatura atual, o estudo traz a tona, de forma
original e inédita, o efeito estrutural do tratamento com iISGLT2 na retina de pacientes
com DM2. Esses achados abrem uma perspectiva para estudos de fisiopatologia e

podem estar relacionados com a agao protetora dos iSGLT2 na retina.
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CONCLUSAO

Considerando o tratamento comparativo entre dapagliflozina versus
glibenclamida, nos pacientes portadores de DM2 estudados, com redugédo semelhante
dos niveis glicémicos, a avaliagdo oftalmologica basal e ao final de doze semanas

demonstrou:

(i) Nao haver diferencas de acuidade visual e dados obtidos através do
exame clinico entre os dois grupos.

(i) Haver diferenca estatistica significante na espessura retiniana central
medida através do SD-OCT entre os dois grupos.

Em resumo, um tratamento de curto prazo com dapagliflozina pode
aumentar a espessura retiniana central, em comparacdo com a terapia com
glibenclamida, independente do controle glicémico. Essa alteragdo estrutural é
compativel com a atenuagdo da progressao do afinamento retiniano tipico da RD e
reforga a hipétese de que os iISGLT2 tém efeito benéfico nessa doenca.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Estudo comparativo do efeito da Dapagliflozina versus Glibenclamida sobre a Fungéo
Endotelial de Diabéticos com Doenga Coronariana Crénica

Pesquisador: Andrei Carvalho Sposito

Area Temitica:

Versao: 6

CAAE: 41618915.1.0000.5404

Instituicdo Proponente: Hospital de Clinicas - UNICAMP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.713.061

Apresentacao do Projeto:

Recurso ao parecer de reprovacdo nimero 1.700.160 emitido em 29/08/2016 sobre o “Estudo comparativo
do efeito da Dapagliflozina versus Glibenclamida sobre a Fungédo Endotelial de Diabéticos com Doenca
Coronariana Crénica”.

O parecer de reprovagdo considerou que "a nova versdo do projeto inclui modificagdes substanciais em
relacéo ao projeto anterior aprovado" e recomendou ao pesquisador "apresentar o projeto modificado como
novo projeto."

O pesquisador presta neste recurso os seguintes esclarcimentos:

"Resumidamente, de acordo com a cronologia do estudo, foram submetidos:

« Projeto Original, aprovado em 09/03/2015, com parecer de numero 977.884;

« Emenda 1, aprovada em 08/09/2015, com parecer de nimero 1.218.781;

« Emenda 2, submetida em 03/12/2015 e apreciada no parecer de nimero 1.392.659 de 21/01/2016, que
sugeria alteragdo do TCLE;

» Resposta a Pendéncia da Emenda 2, em 01/08/2016; Em 29/08/2016, o parecer nimero 1.700.160 a cerca
da resposta a pendéncia da Emenda 2 de 01/08/2016 foi disponibilizado. (este é o parecer de reprovagao)
"Em suma, o revisor questionou acerca do recrutamento dos individuos e sobre o ajuste anti-
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hipertensivo, ambos assuntos que ja haviam sido avaliados pelo relator anterior de acordo com o parecer de
08/09/2015 (enviado junto com esse recurso sob o nome “Parecer 08/09/2015”). Portanto, todos os itens
questionados pelo revisor ja haviam sido aprovados pelo CEP no ano anterior. Na emenda de 03/12/2015,
foram solicitados alteragdes nos seguintes topicos: “aumento do tamanho amostral, detalhamento dos
desfechos utilizados, randomizacao dos individuos, aumento do financiamento pelo patrocinador,
detalhamento de aspectos estatisticos, inclusao de novos pesquisadores, mudanga nas datas do projeto,
detalhamento de efeitos adversos e comunicacao dos mesmos e aumento dos custos dos projetos”. Como
visto, os itens questionados pelo relator no ultimo parecer em 29/08/2016 n&do constam na solicitacdo dessa
emenda. O relatério de 21/01/2016, que versa sobre esses assuntos, sugere aprovagao desses itens,
recomendando apenas que houvesse alteragdo no TCLE — copia de parte do relatério encontra-se abaixo e
uma cépia integral esta sob o nome "Parecer 21_08_2016". Em 01/08/2016, enviamos ao CEP o TCLE com
essa alteracdo. Essa mudanca estava em concordancia com a solicitagdo de 08/09/2015, quando foi
recomendada a inclusdo no TCLE de um paragrafo padrao sobre contato com o CEP — a recomendagéo e o
paragrafo estédo copiados abaixo. Como essa mudanga no TLCE né&o havia sido realizada, fomos instruidos
a fazé-la e, assim o fizemos, como submetido em 01/08/2016. Nessa mesma carta, notificamos o CEP sobre
o financiamento do projeto pela empresa AstraZeneca e um aumento de custos dos projeto. Requisitamos,
portanto, que seja reconsiderado o Ultimo parecer."

Objetivo da Pesquisa:
Inalterados em relagdo a versao vigente aprovada.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Inalterados em relacéo a versao vigente aprovada.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

No processo de apreciacdo da submissado de 01/08/2016, que tratava-se na realidade de resposta a
pendéncia apresentada no parecer nimero 1.392.659 de 21/01/2016, o relator ndo conseguiu visualizar os
pareceres anteriores e a emenda 2 e pode apenas comparar o projeto original com o projeto postado nesta
submisséo, o que gerou diversos mal-entendidos (assim como a impressado de que o projeto atual estaria
sofrendo todas as modificagcdes nesta submissdo, sem apresentar as devidas justificativas). Apos reviséao
orientada por este recurso, fica claro que todas as alteragdes em relagdo ao projeto original ja haviam sido
submetidas, apreciadas e aprovadas.

aspectos sobre o financiamento do projeto ameagavam sua execugdo. Como houve um
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entendimento desse itemn, estamos submetendo no momento o nove TCLE. Submetemos um novo

TCLE em 2 versdes (grifada e nao grifada) e o detalhamento da classe do estude no protocolo
(acrescentando a Fase do Estudo 4).

Em resposta a pendéncia emitida no parecer de numero 1.392.659 de 21/01/2016, o pesquisador declara
que o estudo sera patrocinado pela empresa ASTRAZENECA DO BRASIL LTDA., sociedade existente sob
as leis do Brasil, com sede na Rodovia Raposo Tavares, Km 26.9, cidade de Cotia, Estado de Sao Paulo,
inscrita no CNPJ sob o n°® 60.318.797/0001-00. Os custos do estudo estao descritos, assim como o
or¢amento da pesquisa, com a discriminagdo das parcelas que serdao pagas. Foram ainda acrescentados
nesta submissao: um novo TCLE em 2 versdes (grifada e nao grifada), contemplando as recomendagées do
CEP e o detalhamento da classe do estudo no protocolo(acrescentando a Fase do Estudo 4).

Consideragdes sobre 0os Termos de apresentagao obrigatéria:

Foram apresentados: recurso com descri¢gdo do processo de aprovagdo do projeto @ emendas, com todos
os pareceres emitidos por este CEP, TCLE contemplando todas as recomendagdes do CEP, orgamento, e
reclassificagao do estudo para Fase 4.

Recomendagdes:

Nao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Foram esclarecidas as dividas em relagao ao projeto e emendas. Nao ha dbices élicos para a continuagao
do estudo.

Consideracgdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao

Recurso do Parecer |recurso.pdf 31/08/2016 Aceito
16:18:03

Parecer Anterior Parecer_08_09_2015.pd! 31/08/2016 |Andrei Carvalho Aceito
16:17.49 _ISposilo

Parecer Anterior Parecer_21_01_2016.pd! 31/08/2016 |Andrei Carvalho Aceito
161711 Sposi

Recurso Anexado  |Recurso_31_08.pdf 31/08/2016 |Andrei Carvalho Aceito

pelo Pesquisador 16:13:12 | Sposite
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Qe

Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_633065| 01/08/2016 Aceito

do Projeto E2.pdf 17:43:53

Orgamento AZ_Sample_Budget_01_08_Traduzido.p| 01/08/2016 |Andrei Carvalho Aceito
df 17:42:35 | Sposito

Outros Resposta_Pendencias_DAPA_01_08.pd| 01/082016 |Andrei Carvalho Aceito
1 17:39:52 | Sposito

TCLE / Termos de |TCLE_Dapa_Versao_01_08_16.pdf 01/08/2016 |Andrei Carvalho Aceito

Assentimento / 17:38:14 | Sposito

Justificativa de

Ausancia

TCLE /Termos de |TCLE_Dapa_Versao_01_08_16_Destaq| 01/08/2016 [Andrei Carvalho Aceito

Assentimento / ues.pd! 17:37:59 |Sposito

Justificativa de

L Ausancia

Projeto Detalhado / |Projeto_Dapaglifozina_Glibenclamida_C| 01/08/2016 |Andrei Carvalho Aceito

Brochura EP_Versao_Final_01_08_2016_Destaqy 17:36:57 |Sposito

; o pdf

Projeto Detalhado / |Projeto_Dapaglifozina_Glibenclamida_C| 01/08/2016 |Andrei Carvalho Aceito

Brochura EP_Versao_Final_01_08_2016.pdf 17:36:38 | Sposito

Investigador

Folha de Rosto Folha_de_Rosto_Dapaglifiozina_Versao| 01/12/2015 |Andrei Carvalho Aceito

3.pdf 13:16:10 | Sposito

Outros Informacyoses_Tegcnicas_Dapaglifiozig  09/02/2015 Aceito
a.pdf 14:20:07

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
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Assinado por:
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(Coordenador)

Enderego: Rua Tessala Viera de Camargo, 126

Balrro:  Bardo Geraldo
UF: SP
Telefone:

CEP: 13.083-887

Municiplo: CAMPINAS
(19)3521-6936 Fax: (19)3521-7187

E-mall: cap@fem. unicamp br

Pigioa 04 de 04

71



Anexo 2 — Artigo publicado na revista Diabetes and Metabolism

Diabetes and Metabolism xxx (xxxx) 101280

Contents lists available at ScienceDirect

Diabetes and Metabolism

£
LSEVIER

journal homepage: www.elsevier.com

E

Short Report

Dapagliflozin increases retinal thickness in type 2 diabetic patients as
compared with glibenclamide: A randomized controlled trial
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Aim: In patients with type 2 diabetes mellitus (T2DM) a progressive thinning in the central retinal thickness
(CRT) is mainly related to neuroretinal degeneration and occurs before the decline in visual acuity or capillary
density. We investigated the change in CRT by optical coherence tomography (OCT) in T2DM patients after 12
weeks of treatment with dapagliflozin or glibenclamide.

hods: Ninety-seven patients (57 + 7 years) with T2DM and clinical or subclinical atherosclerosis were ran-
domized 1:1 to dapagliflozin (10 mg/day) or glibenclamide (5 mg/day) on top of metformin XR 1.5 g/day.
OCT was obtained in all patients enrolled in the study, both at the time of randomization and at the end of the
study.
Results: Baseline and post-treatment values of fasting glucose and glycated hemoglobin were equivalent in the
two arms. There was no difference in change in diabetic retinopathy status after therapy. The center subfield
thickness changed by +2(6)pm in the dapagliflozin group and by -1(7) pm in the glibenclamide group
(P = 0.001).
Conclusion: A short-term treatment with dapagliflozin may increase CRT as compared with equivalent glycemic
control with glibenclamide.

Keywords:

Diabetic retinopathy

Optical coherence tomography
SGLT2i

Type 2 diabetes mellitus

© 2021

Introduction acuity and capillary density of the retina, the CRT is half of that seen in

individuals without T2DM [5].

Diabetic retinopathy (DR) affects 1 in 3 people with type 2 diabetes
mellitus (T2DM) and is the main and still upscaling cause of blindness
worldwide [1]. Although DR is often a late manifestation, subtle
changes such as central retinal thickness (CRT) decrease can be de-
tected early by optical coherence tomography (OCT) [2-4]. In fact, in
individuals with T2DM, a progressive thinning of the retina occurs,
mainly related to neuroretinal degeneration with a loss in the nerve
fiber layer (0.25 pm/year) and in the ganglion cell/inner plexiform
layer (0.29 pm/year)[5]. Even in T2DM patients with normal visual

Trial registration: NCT02919345
= Corresponding author at: Aterosclerose and Vascular Biology Laboratory
(Aterolab), Cardiology Division, State University of Campinas Medical School,
Rua Tessalia Vieira de Camargo 126, Cidade Universitaria Zeferino Vaz, 13084-
971, Campinas, Sdo Paulo, Brazil.
E-mail address: andreisposito@gmail.com (A.C. Sposito).

https://doi.org/10.1016/j.diabet.2021.101280
1262-3636/© 2021

In a recent post hoc analysis of the EMPAREG trial, patients using
empagliflozin tended to increase their time until the onset of retinal
photocoagulation and to reduce the use of intravitreal agents as well as
the incidence of vitreous hemorrhage or diabetes-related blindness [6].
Altogether these mechanistic and exploratory clinical data supported
the hypothesis that sodium-glucose transport inhibitors (SGLT2i) may
attenuate or prevent onset of early stage DR. This study aim was to in-
vestigate this assumption.

Methods

The Assessment of Dapagliflozin Effect on Diabetic Endothelial Dys-
function of Brachial Artery-Brazilian Heart Study 2 (ADDENDA-BHS2)
was a randomized, open, single-center study comparing equipotent glu-
cose-lowering treatments with glibenclamide or dapagliflozin in pa-
tients with T2DM and established atherosclerotic cardiovascular dis-
ease. Study design and main findings of the trial are published else-
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where [7, 8]. The present study reports an analysis of pre-specified
safety endpoint which considered ophthalmologic evaluations includ-
ing OCT in all patients enrolled into the trial at both the time of ran-
domization and at the end of the study. The study protocol was ap-
proved by the Institutional Ethics in Research Committee
(CAAE416189151e000005404) and was registered at Clinicaltri-
als.gov on 29 September 2016 (NCT02919345).

Enrolled patients were between 40 and 70 years old, had T2DM and
prior clinical or subclinical atherosclerosis, glomerular filtration rates
> 60 mL/min, normal aspartate or alanine transaminase levels, systolic
and diastolic blood pressure under control, no cardiovascular event
within six months before enrolment, no clinical signs of volume deple-
tion and no use of insulin. After a short-period of medical treatment ad-
justment, patients were randomized 1:1 ratio for dapagliflozin (10 mg/
day) or glibenclamide (5 mg/day) on top of metformin XR 1.5 g/day.
Administration of any other glucose-lowering agents was not permitted
during the study period. Patients returned every 30 days for clinical
evaluation and to verify adherence to the study regimen.

At randomization and the end of the trial, patients underwent oph-
thalmologic evaluation, described in detail elsewhere [7]. Briefly, the
best-corrected visual acuity (BCVA) was scored with reference to the
Logarithm of the Minimum Angle of Resolution (LogMAR). Biomi-
croscopy of the anterior segment of the eyes was performed and, after
maximum pupillary dilation, lens and retina were evaluated. Lens
opacification was classified based on Locs III. The retina was evaluated
with posterior pole retinography using the VISUCAM® device (NM/FA
Carl Zeiss, USA) and indirect ophthalmoscopy. Retinal examination by
OCT-spectral domain (SD-OCT), with SPECTRALIS® SD-OCT (Heidel-
berg Engineering, Inc., USA) were performed and the following proto-
cols were acquired: (1) posterior pole for detailed evaluation of the reti-
nal layers, evaluation of signs of diabetic macular edema and calcula-
tion of the foveal central subfield and (2) seven lines + enhanced depth
imaging (EDI) method, for assessment of central choroidal thickness.
We considered each patient's eye individually.

Continuous variables are expressed as median (interquartile range
[IQR]) due to the lack of normal distribution. Differences in baseline
characteristics of the two groups were analyzed using the Mann-
Whitney test or chi-squared test. Correlations were investigated by
Spearman's test. Changes from baseline were compared between study
arms by rank analysis of covariance (RANCOVA) adjusted for baseline
values. For this end we ranked all variables and compared the study
arms by analysis of covariance. Endpoints were systematically adjusted
for baseline values due to their large variance. Data analyses were per-
formed using SPSS v.25 for Mac (IBM Corp., Armonk, NY, USA).

Results

From 98 consecutive individuals who were randomized, one patient
in the dapagliflozin arm decided to stop the study before the final eval-
uation. As published elsewhere [7, 8], there was no difference between
groups in T2DM duration, HbAlc or blood pressure during the 24-h am-
bulatory blood pressure monitoring both at randomization or at the end
of the study. During the trial, the median decrease in HbAlc was -0.8
(0.7)% and -0.7 (0.95)% for the dapagliflozin and glibenclamide
groups, respectively

Table I describes baseline clinical and ophthalmologic data and its
changes at the end of the trial. Best corrected visual acuity was equiv-
alent at randomization and at the end of the study. There was no dif-
ference at baseline or in the change of DR status or macular edema be-
tween the two groups. Diabetic macular edema (DME) was observed
in five eyes in the dapagliflozin group and 11 eyes in the gliben-
clamide group. Since severe central involvement was not observed in
those patients with DME, none of them underwent anti-VEGF therapy.

At baseline, OCT evaluation revealed no difference between the
groups. At 12 weeks, there was an increase in the median absolute

Table 1
Ophthalmologic characteristics.
Dapagliflozin ~ Glibenclamide Mean P
(95%CI of
the
difference)
N 48 49
Number of eyes 96 98
Gender male, % 60 61 1.0
Age, years 57+7 58+7 -1(-4 to 2) 0.4

T2DM duration, years 9+7 10x7 -1(-4 to 1) 0.28
Hypertension, % 83 76 0.45
Body Mass Index, kg/m2 31+4 305 0.3(-1.5 to 0.76
2.1)
HbAlc, % 7.9£0.9 7.9+0.9 -0.06(-0.43  0.74
to 0.3)
Glomerular filtration rate, 95+20 92+19 3.4(-4.4 to 0.39
mL/min 11.2)
Distal polyneuropathy, % 42 41 1.0
Median retinal thickness by
OCT of both eyes, pm
Central Subfield thickness 277 (32) 270 (21) 5(-2t012)  0.13
(1mm foveal)
3mm parafovea superior 339 (17) 338 (30) 1(-5 to 6) 0.96
3mm parafovea inferior 336 (16.4) 336 (27) -1(-6 to 5) 0.98
3mm parafovea nasal 341 (15.9) 338 (22) 3(-2 to 8) 0.49
3mm parafovea temporal 328 (16.1) 327 (26) 1(-5to0 7) 0.64
Best corrected visual acuity, 0.11 (0.18) 0.13 (0.25) -0.02(-0.11  0.62
LogMAR to 0.07)
Diabetic macular oedema,
number of patients (%)
Baseline 5(10.4) 11(22.5) 0.40
End of the trial 4(8.3) 11(22.5) 0.20
Diabetic retinopathy, 0.24
number of patients (%)
Absent 41(85.4) 35(72)
Non-proliferative mild 5(10.4) 6(12)
Non-proliferative moderate ~ 1(2.1) 5(10)
Non-proliferative severe 0 0
Proliferative 1(2.1) 3(6)
Median change in the retinal thickness after
therapy, pm
Center total subfield 2(6) -1(7) 4(2t07) 0.001
thickness (1 mm foveal)
3 mm parafovea superior 4(8) 4(18) -1(-6 to 4) 0.68
3 mm parafovea inferior 1(9) 1(19) 1(-3 to 5) 0.87
3 mm parafovea nasal 2(5) 2(6) 1(-2 to 4) 0.44
3 mm parafovea temporal 14 15 -1(-4 to 3) 0.55

Baseline data were analyzed using the Mann-Whitney test or Chi-squared test
and endpoints were analyzed using RANCOVA systematically adjusted for base-
line values due to their large variance.

value of the center subfield thickness in the dapagliflozin arm and a de-
crease in glibenclamide arm (Table I). This analysis remained signifi-
cant even after adjusting for HbAlc change during the trial
(P = 0.002). In terms of relative change, there was 0.7(2)% increase in
the center subfield thickness in the dapagliflozin group and -0.3(3)% in
the glibenclamide group. We repeated the analysis excluding eyes with
proliferative or severe non-proliferative DR as well as those with DME
and we still found an increase in the median absolute value of the cen-
ter subfield thickness in the dapagliflozin arm and a decrease in gliben-
clamide arm [+ 1.3(6) vs -0.8(7); P = 0.004). The baseline median val-
ues of the CRT after excluding eyes with proliferative or severe non-
proliferative DR were 267(23) pm and 272(29) pum for dapagliflozin
and glibenclamide groups, respectively (P = 0.06).

The change in CRT was not associated with the change in endothe-
lial function as estimated by the flow-mediated dilation protocol pub-
lished elsewhere [8] nor with changes in plasma levels of nitrite, ni-
trate, glycemia, insulin, insulin sensitivity estimated by HOMA-IR, or
plasma viscosity.
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Discussion

The beneficial effects of SGLT2i have been demonstrated in prevent-
ing heart failure, macrovascular disease and kidney disease, as well as
improving macro- and microvascular function [8, 9]. In this context, we
hypothesized that the therapy would possibly act at the early phase of
DR mitigating the gradual thinning of the CRT. We found in a random-
ized controlled trial using retina OCT that while dapagliflozin increased
CRT, glibenclamide had the opposite effect.

Although a large body of evidence has supported the concept that
DR begins with the appearance of vascular abnormalities, more recent
data obtained by OCT point to the existence of earlier neuroretinal al-
terations [10, 11]. These changes result from internal neuroretinal de-
generation with neural apoptosis, loss of ganglion cells, reactive gliosis
and thinning of the inner retina [5]. Functionally, deficits in elec-
troretinogram, dark adaptation, contrast sensitivity, color vision, and
microperimetric and perimetric psychophysical tests can be observed
[12]. Thus, the measurement of CRT became a sensitive marker of the
evolution of DR in its earliest phase.

As mentioned above, the first indication of the potential benefit of
SGLT2i in DR came from a sub-analysis of a randomized clinical trial
[6]. Recently, T2DM patients without DR who tolerated metformin 2g/
day were compared with others who only tolerated 1g/day and there-
fore also received empagliflozin 10mg/day [13]. After three months, in
the high-dose metformin group, a reduction was found in superficial
perifoveal and deep parafoveal macular vascular plexus densities as
measured by optical coherence tomography angiography (OCTA). In
the empagliflozin group the changes did not reach statistical signifi-
cance. This study is naturally limited by a number of aspects including
sample size and lack of randomization, but its findings reinforce the
need for a well-designed clinical trial for properly evaluating the
SGLT2i effect.

Due to their intense metabolic activity, cells of the retina express
glucose transporters, including sodium-glucose transport protein type 1
and 2 [14]. Excessive glucose transport can lead to activation of in-
ducible nitric oxide synthase, causing nitric oxide-dependent oxidative
damage in retinal pigment epithelial cells [15]. In parallel, overexpres-
sion and activation of Na'/H'-exchanger-1 (NHE-1) in the retina have
been postulated as a trigger for the onset and worsening of DR [16].
Mechanistically, NHE-1 upregulates several vasoactive modulators fa-
voring diabetic retinal microangiopathy [16] and stimulates the oxida-
tive-nitrative stress of the retina, favoring apoptosis [17].

Hypoxia is a potent player in DR leading to macular edema, progres-
sive visual impairment and retinal neovascularization [18]. Laser pho-
tocoagulation attenuates hypoxia by replacing high oxygen-consuming
rods with glial tissue that consumes little oxygen [18]. In this context,
SGLT2i can improve retinal hypoxia by increasing the availability of ke-
tone bodies, which are as energy efficient as glucose and produce more
ATP per oxygen molecule, with less oxidative stress [18]. In parallel,
the improvement in microvascular regulation was reported with these
drugs via the inhibition of both SGLT2 and NHE-1 [15-17]. Hence, hy-
pothetically, the SGLT2i-mediated bioenergetic improvement in the
retina would result in less hypoxia and less inflammatory/oxidative
stress.

Some limitations need to be considered for the correct understand-
ing of this study. Firstly, retinal OCT was designed with particular inter-
est in quantifying DME and, in this way, to investigate its diagnosis and
evolution through the estimation of the CRT [19]. Hence, several ran-
domized clinical trials have used CRT as one of the main outcomes [20-
23]. Although some OCT biomarkers have already been identified from
post hoc analyses of some of these trials, due to its greater acuity, CRT
remains the main quantitative marker of OCT [24, 25]. Thus, the pre-
sent study is not able to exclude the possibility of changes in other areas
of the retina, such as the macula in the parafoveal sector. Secondly, as
the present study enrolled patients mostly in early stages of DR, the

findings cannot be extrapolated to more advanced stages of the disease.
Finally, the study evaluated the effect of a 12-week treatment and this
effect may possibly differ in longer follow-up periods. Despite these lim-
itations, the study brings out, in an original and unprecedented way,
the structural effect of SGLT2i treatment on the retina of patients with
T2DM.

In summary, a short-term treatment with dapagliflozin may increase
CRT as compared with glibenclamide therapy regardless of glycemic
control. This structural change is compatible with attenuation of the
progression of retinal thinning typical of DR and reinforces the hypoth-
esis that SGLT2i has a beneficial effect in this disease, which must be
considered in a future larger trial.
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