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RESUMO

Introducdo — Degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI) é uma doenca
complexa. A identificacdo de fatores de risco podera contribuir no seu prognostico e
tratamento. Objetivos — Avaliar a influéncia de variantes genéticas, relacionadas com o
metabolismo de lipidios, angiogénese e inflamacgédo e sua relacdo com perfil clinico e
lipidico e habitos de vida, aléem das respectivas expressdes génicas em pacientes com
DMRI. Casuistica e Métodos — Foram estudados 333 individuos com idade >50 anos,
sendo 108 com DMRI na forma exsudativa (G1); 45 com DMRI na forma seca (G2) e
180 individuos sem sinais clinicos e angiograficos da doenca (G3). Os polimorfismos de
apolipoproteina E (APOE-rs429358/rs7412), triphosphate binding cassette transporte
sub-family A-member 4 (ABCA4-rs472908), complemento do fator H (CFH-rs1061170)
e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF-rs3025039/rs1570360) foram
analisados por PCR/RFLP (polymerase chain reaction/restriction fragments lengh
polymorphism), enquanto as respectivas expressdes génicas no sangue por PCR/RT
(reverse transcription-PCR) e niveis séricos de apo E, ABCR, CFH, VEGF por ELISA
(enzyme linked immuno sorbent assay). Dados de perfil clinico e lipidico, além de
habitos de vida, foram obtidos em prontuério médico e questionario. Admitiu-se nivel
de significancia para P<0,05. Resultados — Hipertensdo arterial sistémica (HAS) e
tabagismo prevaleceram em pacientes com DMRI exsudativa (P<0,05). Polimorfismos

geneéticos: APOE-rs429358/rs7412-APOE*3/3 destacou-se em todos 0s grupos, seguido

de APOE*3/4, assim como o alelo APOE*4 (P>0,05). ABCA4-rs472908-O gendtipo

A/G foi mais frequente em G3 (68%) versus G2 (44%; P<0,0001), enquanto A/A em G2
(36%) versus G1 (19%; P=0,043) e G3 (14%; P=0,003). O genotipo mutante (G/G)

prevaleceu na combinacdo (G1+G2) versus G3 (P<0,0001), e o alelo G em todos os
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grupos (P>0,05). CFH-rs1061170-O homozigoto selvagem (TT) destacou-se em G3

(58%) versus G1 (39%, P=0,003); j& o homozigoto mutante (CC) em G1 (27%) versus
G3 (14%; P=0,002), e o alelo T em G3 (0,72) versus G1 (0,56; P=0,0002). VEGF-
rs3025039-Distribuicdo genotipica e alélica semelhante entre os grupos (P>0,05),

destacando-se o genoétipo CC e alelo C. VEGF-rs1570360-Homozigoto mutante (A/A)

prevaleceu em G2 (21%) versus G1 (5%; P=0,002) e G3 (8%; P=0,015), assim como o
alelo selvagem (G) em G1 (0,75) e G3 (0,71) versus G2 (0,57; P=0,004; P=0,020,

respectivamente). Expressao génica—Valores semelhantes entre os grupos para todos 0s

genes analisados (P>0,05). Niveis séricos (valores de mediana em ng/mL)-ApoE—
Aumento em G1 (270,6) versus G2 (196,5; P<0,0001) e G3 (242,8; P=0,035), e G3
versus G2 (P=0,0002). ABCR-Niveis elevados em G1 (0,30) versus G2 (0,25; P=0,003)
e G3 (0,25; P<0,0001). CFH-Aumento em G1 (1.198,9) versus G2 (859,8; P=0,0069),
ambos com acréscimo em relacdo a G3 (618,3; P<0,001; P=0,001, respectivamente).
VEGF-Valores semelhantes entre os grupos (P>0,05). Perfil lipidico-G3 mostrou valor
mais elevado de HDLc (mediana=71mg/dL), comparado a G2 (60mg/dL) e G1
(45mg/dL) (P=0,003; P=0,029, respectivamente). Conclusdo — Variantes genéticas de
ABCA4, VEGF e CFH, além de HAS, tabagismo e nivel sérico elevado de apoE, ABCR
e CFH associam-se a DMRI, enquanto a expressdo dos referidos genes ndo diferencia
DMRI exsudativa e seca, em contrapartida CFH (homozigoto selvagem) tem carater

protetor, assim como nivel sérico de HDLc.

Palavras-Chave: Degeneracdo Macular; Polimorfismo Genético; Reacdo em Cadeia da
Polimerase; Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real; Ensaio de Imunoadsorgédo

Enzimatica.
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ABSTRACT

Background - Age-related macular degeneration (AMD) is a complex disease. The
identification of risk factors may contribute to the prognosis and treatment.
Objectives — Evaluate the influence of genetic variants related to lipid metabolism,
angiogenesis and inflammation and its relation with clinical and lipid profile and
lifestyle beyond their gene expression in patients with AMD. Casuistic and Methods —
We studied 333 individuals aged >50 years, 108 with AMD in exudative form (G1); 45
with AMD in dry form (G2), and 180 individuals without clinical and angiographic
signs of the disease (G3). The polymorphisms of apolipoprotein E (APOE-
rs429358/rs7412), triphosphate binding cassette sub -family A transport -member 4
(ABCA4-rs472908), complement factor H (CFH-rs1061170) and vascular endothelial
growth factor (VEGF-rs3025039/rs1570360) were analyzed by PCR/RFLP (polymerase
chain reaction/restriction fragments length polymorphism), while the respective gene
expression in blood by PCR/RT (reverse transcription-PCR) and serum levels of apo E,
ABCR, CFH, VEGF by ELISA (enzyme linked immuno sorbent assay). Clinical and
lipid profile data in addition to lifestyle were obtained from medical records and
questionnaire. Level of significance was accepted for P<0.05. Results — Systemic
arterial hypertension (SAH) and smoking prevailed in patients with AMD exudative

form (P<0.05). Genetic polymorphisms: APOE- rs429358/rs7412 - APOE*3/3 was

noted in all groups, followed by APOE*3/4, as well APOE*4 (P>0.05). ABCA4-
rs472908 - Genotype A/G was more frequent in G3 (68%) versus G2 (44%;
P<0.0001), while A/A in G2 (36%) versus G1 (19%; P=0.04) and G3 (14%; P=0.003).
The mutant genotype (G/G) prevailed in combination (G1+G2) versus G3 (P< 0.0001),

and allele G in all groups (P>0.05). CFH-rs1061170 — The wild homozygous (TT) was
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in evidence in G3 (58%) versus G1 (39%, P=0.003); as well the homozygous mutant
(CC) in G1 (27 %) versus G3 (14%; P=0.002) and allele T in G3 (0.72) versus G1

(0.56; P=0.0002). VEGF-rs3025039 — Genotypic and allelic distribution were similar

between groups (P>0.05), highlighting the CC genotype and allele C.

VEGF-rs1570360 — Mutant homozygote (A/A) prevailed in G2 (21%) versus G1 (5%;
P=0.002) and G3 (8%; P=0.015) as well as the wild type allele (G) G1 (0.75) and G3

(0.71) versus G2 (0.57, P=0.004, P=0.020, respectively). Gene expression — Similar

values between groups for all analyzed genes (P>0.05). Serum levels (median values in
ng/mL) — ApoE- Increased level in G1 (270.6) versus G2 (196.5; P<0.0001) and G3
(242.8; P=0.035), and G3 versus G2 (P=0.0002). ABCR — High levels in G1 (0.30)
versus G2 (0.25; P=0.003) and G3 (0.25, P<0.0001). CFH — Increase in G1 (1198.9)
versus G2 (859.8; P=0.0069), both higher than in G3 (618.3; P<0.001, P=0.001,
respectively). VEGF — Similar values between groups (P>0.05). Lipid profile — G3
showed the highest level of HDLc (median=71mg /dL), compared to G2 (60mg/dL),
and G1 (45mg/dL; P=0.003, P=0.029, respectively). Conclusion — Genetic variants of
ABCA4, VEGF and CFH, besides SAH, smoking and increased serum levels of apo E,
ABCR and CFH are associated with AMD, whereas the expression of the respective
genes not differentiate AMD exsudative and dry forms, in contrast CFH (homozygous

wild-type) has a protective character, as well as serum levels of HDLc .

Keywords: Macular degeneration; Genetic polymorphism; Polymerase chain reaction; Real

time polymerase chain reaction ; Enzyme linked immunosorbent assay
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos Epidemiologicos e Clinicos da Degeneracdo Macular
Relacionada a Idade

O olho humano apresenta na superficie interna uma membrana delgada, flexivel
e delicada, a retina.!!). E constituida por cones, bastonetes, redes neuronais complexas e
epitélio pigmentado da retina (EPR). Essas camadas sdo responsaveis pela codificacdo
da luz em sinais neuronais para a visdo, através de um processo denominado
fototransducdo.?

Fotorreceptores, interligados com o EPR, sdo células especializadas
responsaveis em iniciar essa cascata de eventos,? o que é fundamental para reciclagem
dos retindides na fototransducdo.® As células EPR secretam uma série de fatores de
crescimento e imunossupressores que auxiliam na manutencdo da integridade estrutural
do endotélio coriocapilar e dos fotorreceptores.”” Tendo em vista todas as caracteristicas
multifuncionais das células EPR, a falha de qualquer uma dessas fungdes pode provocar
degeneracdo da retina, perda gradual da acuidade visual e, até mesmo, cegueira.®

O envelhecimento é um processo associado a capacidade funcional e evolutiva do
ser humano, com maior vulnerabilidade do organismo no decorrer do tempo. O aumento
da expectativa de vida nos ultimos anos tem elevado significativamente o nimero de
idosos. Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica,® a populacéo idosa
tende a aumentar no Brasil. Estimativas mostram que esse porcentual deve passar de
14,9 milhdes (7,4% do total), em 2013, para 58,4 milhdes (26,7% do total), em 2060.
Inimeras doencas estdo relacionadas com a idade avangada incluindo céancer, artrite,
doencas cardiovasculares e doencas degenerativas com destaque para degeneragédo

macular relacionada & idade (DMRI)."" ¥



Introducéo
2

A DMRI, descrita inicialmente em 1903 por Oeller, e considerada em 1926 por
Junius e Kunt como a principal causa de cegueira no mundo,“® é uma doenca de inicio
tardio e multifatorial. Caracteriza-se pela formacao de depdsitos extracelulares ricos em
lipidios, inflamacdo localizada e neurodegeneracdo na parte central da retina,
denominada macula lutea. Esta se manifesta com a perda progressiva e irreversivel da
visdo central em individuos acima de 50 anos de idade,®***? afetando mundialmente
8,7% dos idosos,® com estimativa de 196 milhdes em 2020, e 288 milhdes em 2040.%

No Brasil, sdo escassos estudos epidemioldgicos de DMRI. Medina (1997)®
relatou prevaléncia de 13,9% em idosos moradores da cidade de Sdo Paulo. Ja Klein et
al. (2007)™® detectaram 15,1% de casos em 478 descendentes de japoneses no Parana.
Contudo, baseando-se em dados norte-americanos e no censo brasileiro de 2010,
estima-se cerca de 4.150.000 portadores de DMRI no pais,® o que representaria 5% dos
casos de cegueira no Brasil. (61"

A prevaléncia da DMRI varia entre os diferentes grupos étnicos, entretanto, todas
as formas da doenca destacam-se em populacdes caucasianas (1,9% a 3,5%),
comparado a ndo brancos (0,19% a 1,4%),™® sendo até nove vezes maior em brancos do
que em afro-americanos.*® Na populacdo latino-americana estudos mostram
prevaléncia de 2,4% a 16,4% em individuos com idade superior a 50 anos.*

A DMRI, por ser uma doenga complexa, requer definicdo universal e uniforme
para entendimento de etiologia, risco predito, identificacdo de fatores de risco,
progressdo, e também para comparacdo entre diferentes estudos.®? O sistema de
classificacdo mais comumente usado esta baseado no critério do estudo de doenca do

olho relacionado & idade (AREDS - Age-Related Eye Disease Study, 2001),%? o qual
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utiliza fotografias de fundo de olho para extensiva classificacdo dos diferentes sub
estagios da doenca.

A mécula lutea, pequena porcdo central da retina, transmite ao cérebro 90% da
informacdo visual, essencial para a observacéo de detalhes e resolucdo da imagem.®
Com a idade avancada a DMRI se apresenta clinicamente com alteracdes no EPR,
monocamada de células que se encontram entre os fotorreceptores e a membrana de
Bruch (MB) (Figura 1), prejudicando a troca de nutrientes entre a coriocapilar da
cordide (CC) e o EPR, com comprometimento funcional da retina.? Fotorreceptores,
EPR, MB e CC sdo camadas de células envolvidas no processo da doenca,®? sendo
que o EPR forma a barreira hemato-retiniana externa e regula as trocas metabdlicas

locais.®®
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Figura 1. Diagrama ilustrando a estrutura do olho humano e da retina. (A) Proximo ao
centro do olho ha uma area oval de 1,5 mm de didmetro na retina, denominada méacula.
(B) As estruturas afetadas na degeneracdo macular relacionada a idade estdo na parte
posterior da retina e incluem membrana de Bruch (MB), epitélio pigmentado da retina
(EPR) e, secundariamente, fotorreceptores, além de vasos sanguineos da coréide.?®

A macula é uma regido especializada da retina, com aproximadamente 5-6 mm de
diametro, contendo segmentos de neurdnios denominados fotorreceptores (cones e
bastonetes), cujos fosfolipidios sdo responsaveis pela iniciacdo da fototransducdo, no
entanto, estio expostos a mecanismos relacionados ao estresse oxidativo. ¢7?® Nesse
caso, ha producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) que podem reagir com
proteinas e lipidios, alterando a estrutura quimica e, consequentemente, sua fungéo.®®
O produto eliminado pelos fotorreceptores sdo fagocitados pelas células do EPR por

degradacdo lisossomal, depois sdo eliminados para a cordide passando através da MB.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1350946213000591#bib74
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Quando a MB comeca a ficar espessa, este produto comeca a se acumular entre a MB e
0 EPR, causando as drusas.®”

A formacdo de drusas na regido macular é o marcador para todos os fendtipos de
DMRI. Drusas, caracterizadas como pigmentos amarelados, sdo depositos extracelulares
de proteinas e lipidios (incluindo os componentes do complemento) que se formam
entre a lamina basal do EPR e a camada interna colagenosa da MB, visiveis como
pontos transltcidos sob a luz do biomicroscépio.

As drusas sdo classificadas morfologicamente como drusas duras (<63um de
diametro) e moles (> 125 um de didmetro com bordas indistintas).(lo’24) As drusas duras
sdo elevacOes ou agregados de matriz extracelular, dispostas na superficie da MB, cujo
desenvolvimento é influenciado pela apoptose.®® A presenca de poucas drusas duras
ndo necessariamente é um fator de risco, entretanto, em grande quantidade podem
resultar em DMRI.®Y Assim, o tamanho e nGimero de drusas podem ser correlacionados
com a progresséo da doenca e utilizados como parametro na evolucido da DMRI.®" As
drusas moles sdo depdsitos na ldmina basal da MB, e & microscopia de luz aparecem
como placas extensas em camadas de material granular mole. Deslocam, nesse caso, 0
EPR da superficie interna da MB e interferem nas trocas metabdlicas da coriocapilar e
EPR.®

Clinicamente, a DMRI classifica-se em forma inicial e tardia.®**® A primeira é
caracterizada pela presenga de drusas (<10) associadas ou ndo com anormalidades do
EPR, com hiper ou hipopigmentacdo® e sem comprometimento clinico da funcéo
visual na maioria dos casos. Porém, pode ocorrer atrofia geografica ou formacéo de

neovascularizacdo coroidal (NVC), exsudacao sub-retiniana e cicatriz fibrosa macular,


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1350946213000700#bib78

Introducéo
6

com baixa visdo acentuada. A forma tardia pode se diferenciar em seca e/ou atrofia
geografica (AG) e exsudativa e/ou neovascular.®+3®

A classificacdo da DMRI em seca ou exsudativa € uma consequéncia de dois
processos que causam disfuncdo nos fotorreceptores. O primeiro é a AG, na qual ocorre
atrofia confluente do coriocapilar e EPR, com vasos coroidais visiveis e morte de
células fotorreceptores. E caracterizada por espessamento da MB ao longo dos anos,
acumulando depositos extracelulares lipidicos e proteinas (drusas), dificultando assim a
difusio de oxigénio e nutrientes as camadas externas da retina (Figura 2).%
Mecanismos para o desenvolvimento da AG incluem isquemia, senescéncia, danos
oxidativos e foto-oxidativos e inflamacdo, seja diretamente ou por mecanismos

apoptéticos.**®) AG pode ocorrer em ambas as formas da doenca, porém é mais

comum na forma seca.®”

Figura 2. Imagem de retinografia colorida mostrando pontos
brancos amarelados (seta), correspondentes a drusas em paciente
com degeneracdo macular relacionada a idade na forma seca.

O segundo processo acontece na DMRI exsudativa (também conhecida como

neovascular) e envolve a NVC, com crescimento de novos vasos oriundos da
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coriocapilar abaixo do EPR, invadindo a retina. Estes neovasos fridveis e fenestrados
permitem extravasamento de fluidos, lipidios e sangue dentro e abaixo da retina,
resultando na exsudacao, hemorragia e, consequentemente, formacéo de tecido fibroso
(denominado de cicatriz disciforme), que define o estagio final da doenca, ocasionando
a perda da visdo central em pacientes com DMRI 39 (Figura 3). A forma exsudativa
ocorre com menor frequéncia (15%) do que a seca (85%), mas é responsavel por dois

tercos da perda visual significativa.©%®

Figura 3. Imagem de fundo de olho mostrando
grande cicatriz disciforme (seta) cobrindo a regido
macular em paciente com degeneracdo macular
relacionada a idade na forma seca.

Os sintomas clinicos da doenca incluem perda gradual da visdo com presenca de
areas borradas e escuras na visdo central, distor¢do de imagens e linhas retas, além da
diminuicdo da sensibilidade ao contraste. Desse modo, provoca impacto no estilo de
vida dos pacientes por comprometer as atividades cotidianas, como ler e dirigir.®2*39
As ferramentas de diagnostico para DMRI foram desenvolvidas ao longo dos

ultimos anos, tanto com elaboracdo de novos métodos de abordagem como melhoria

daqueles j& existentes. Angiografia com fluoresceina (AF) é um procedimento
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minimamente invasivo que oferece vigilancia fotografica da circulacdo do sangue na
retina e cordide, fornecendo dados sobre a doenca de fundo de olho. Em pacientes com
DMRI a avaliacdo por AF é necessaria para confirmar a presenca de NVC. Além disso,
AF oferece detalhes sobre tamanho, localizacdo e tipo (oculto ou classico) de NVC,
sendo util no diagnostico e classificacdo da doenca e, também, no seguimento apds
tratamento.“?

A angiografia com indocianina verde é também outra ferramenta para o
diagnostico e consiste em procedimento semelhante a angiografia com fluoresceina.
Entretanto, utiliza-se contraste de indocianina verde que, por meio de filtros
infravermelhos especiais na camera, é possivel delimitar com maior definicdo 0s vasos
da coréide e o ponto inicial da neovascularizacao.“?

Outro exame atualmente utilizado é a tomografia de coeréncia 6tica (OCT), um
método de imagem ndo invasivo e de facil execucdo, captura imagens in vivo, que
representam seccdes transversais da retina. Imagens de OCT sdo capazes de detectar
presenca de NVC e acumulo de fluido sub e intraretinal. Durante as Ultimas décadas, o
manejo de DMRI neovascular tem mudado e a terapia anti-VEGF (fator de crescimento
endotelial vascular) é a escolha para todos os tipos de membrana vascular coroidal sub
foveal.“*?

Atualmente, o tratamento para DMRI exsudativa considerado padréo ouro sdo as
drogas antiangiogénicas, incluindo bevacizumab, ranibizumab e aflibercept, utilizadas
para bloquear as diferentes fases das vias de acdo do VEGF. Representam importante
avanco, com eficacia comprovada, visto que melhoram substancialmente o prognostico

dos pacientes e reduzem o risco de cegueira.“**® Bevacizumab (Avastin®; Genentech

Inc/Roche) e Ranibizumab (Lucentis ®; Genentech Inc./Novartis Pharma AG) sdo
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anticorpos monoclonais recombinantes (RhuAbV2), que inibem todas as isoformas de
VEGF-A de modo néo seletivo. Embora Bevacizumab seja aprovada para o tratamento
intravenoso de alguns carcinomas avancados e metastaticos, sua administracdo repetida
intravitrea em casos de DMRI exsudativa também demonstra a capacidade de reduzir a

(46-47) 1has ainda é considerado medicamento “off

exsudacdo vascular e bloguear NVC,
label” para uso intravitreo. Ranibizumab, por sua vez, devido ao baixo peso molecular
(~ 48 kDa), a penetracao intravitrea ocorre facilmente através das diferentes camadas da
retina e exerce efeito inibidor sobre a permeabilidade vascular e angiogénese. 84

Mais recentemente foi lancado Aflibercept (Eylea®; Regeneron Pharmaceuticals
Inc./Bayer), uma proteina de fusdo com ligacdo de afinidade elevada especifica para 0s
dominios dos receptores de VEGF (VEGF-A e VEGF-B) e o fator de crescimento
placentario (PIGF-1 e PIGF-2), que se liga ao VEGF atuando como um receptor.
Demonstra seguranca e eficacia clinica para suprimir NVC em pacientes com a forma
neovascular de DMRI, com durabilidade de acdo em relacdo a outros anticorpos anti-
VEGF intravitreos.®® Com relacéo & posologia, Ranibizumab é mensalmente aplicado,
enquanto Aflibercept sdo trés injecdes mensais inicialmente e apds, a cada dois meses,
intervalo estes determinados pelos estudos clinicos iniciais e posteriormente
modificados com esquemas alternativos como PRN (pro re nata) com a injecdo dada
quando necessario e o esquema determinado para o tratamento.®® Ha referéncia de
equivaléncia entre os efeitos de Ranibizumab e Bevacizumab na acuidade visual.?

O tratamento da forma seca representa um desafio, pois ndo existe terapia
aprovada disponivel para os pacientes. Vitaminas antioxidantes sdo a Unica op¢éo de

tratamento atualmente disponivel no inicio de DMRI, mas, de acordo com o Eye

Disease Study Age-Related, ndo existe evidéncia de efeito benéfico sobre a taxa de
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progressdo da AG.®Y A incidéncia da doenca é crescente, sendo AG cerca de quatro
vezes mais comum que a DMRI exsudativa em pacientes acima de 85 anos de
idade.®® Embora identificadas vérias vias envolvidas na patogénese da doenca, a
investigacdo de fatores clinicos relacionados com o desenvolvimento e crescimento de

leses atréficas é fundamental para acelerar o tratamento.®”

1.2 Fatores de Risco para Degeneracdo Macular Relacionada a Idade
Mecanismos  fisiopatoldgicos relacionados a DMRI ainda necessitam

esclarecimento.®2%® Estudos®**" mostram associacéo da doenca com idade avancada,
etnia, tabagismo, exposicdo a luz, indice de massa corporal (IMC) elevado, hipertensédo
arterial sistémica, dislipidemia, obesidade e predisposicdo genética.®8>9

Idade avancada é o principal fator de risco para DMRI. ®#"%8) Segundo o
National Eye Institute (2014),%” 10% das pessoas com mais de 80 anos apresentam a
forma tardia da doenca. Assim, a combinacdo da idade avancada com risco genético e
causas ambientais potencializa o risco da doenca.®

Individuos na faixa etaria de 60 a 80 anos apresentam risco trés vezes maior de
desenvolver a doenca, quando comparado aqueles com menos de 60 anos.®? A razdo
de chance para DMRI (odds ratio - OR) varia de 1 (55-69 anos) para 4,42-8,70 (70-79
anos) e até 18,8-32,3 (80-86 anos)."*¥ O estresse oxidativo é um importante mediador
do efeito da idade, considerando que a oxidagdo mitocondrial é prejudicada com o
envelhecimento e os danos oxidativos sdo claramente observados.®® Além disso, o

envelhecimento estd associado com aumento de danos no DNA e a deficiéncia dos

mecanismos de reparago.®
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Na retina humana, com aumento da idade, hd perda aproximada de 30% dos
fotorreceptores na méacula.®¥ Ainda, aumento da espessura da MB, actimulo de
lipoproteinas que contém apolipoproteinas B e E, e colesterol acarretam a formacéo de
drusas,®% que atuam como uma barreira de difusdo e estimulo para inflamacéo, com

comprometimento funcional da retina.®¢”)

(50)

Existe relagdo bem estabelecida entre tabagismo e DMRI. Esse é um dos fatores

mais fortes associados com o desenvolvimento para ambas as formas da doenca, mesmo em

pessoas expostas passivamente. 7%

Individuos que iniciaram o habito tabagista tém 45%
de chance de desenvolver DMRI inicial e apresentam progressdo pior da doenca em
comparacdo com ndo-fumantes."Y Aqueles que fumaram pelo menos 100 cigarros tém
risco trés vezes maior de desenvolver a doenca, em relagdo aos ndo-fumantes."? Desse
modo, a quantidade de cigarros aumenta o0 risco de desenvolvimento da doenga,

provavelmente devido & lesdo oxidativa."™® Além disso, ha referéncia que ex-fumantes,

mesmo ap6s 20 anos de cessagdo, apresentam risco aumentado para DMRI neovascular.™

Estudo in vitro mostrou que o extrato do fumo pode ocasionar a morte de células do
EPR humano e anormalidades na sintese de matriz extracelular,™ confirmando a
importancia da avaliacdo desse tecido em fumantes.®® O cigarro é composto por
substancias toxicas, o que contribui negativamente para aterosclerose, desregulacéo
endotelial e angiogénese. Nesse contexto, o0 aumento da formacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) decorre em danos oxidativos no EPR, apoptose dos fotorreceptores,

alteragdes vasculares e inflamacao.®""

A nicotina, uma das substancias do tabaco, promove a angiogénese devido suas
propriedades vasculogénicas e compromete o processo de cicatrizacdo.® Exerce,

adicionalmente, acdo vasoconstritora da via de estimulacdo adrenérgica, que pode
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prejudicar o fluxo de sangue através da coroide.™ As dioxinas, igualmente presentes no
fumo, atuam sobre tecidos oculares pela via do receptor de hidrocarboneto aromatico,
promovendo a produgdo de VEGF em tecidos da retina de ratos e em células humanas do

EPR, e agrava o desenvolvimento de NVC.(™

O etilismo destaca-se também como fator de risco para DMRI. O consumo de alcool
tem alta prevaléncia na maioria dos paises, tornando-se a droga mais consumida em muitas
sociedades.®” Hipoteses sobre a etiologia da doenca ressaltam que o consumo de &lcool
possui efeitos negativos e positivos no desenvolvimento da DMRI.®*#% Estudos mostram
aumento do risco, particularmente associado com o consumo excessivo de &lcool,®?%%

enquanto outros indicam diminuic&o do risco associado ao vinho.®"

Ha referéncia, ainda, da associacdo entre dislipidemia e DMRI, incluindo alteragdes
no colesterol total, lipoproteina de alta densidade (HDL) e a relacdo do colesterol
total/HDL.® Ressalta-se que a lipoproteina de baixa densidade (LDL) oxidada é um
impulso poderoso no acréscimo da expressdo de moléculas de adesdo quimiotaticas e, desta
maneira, atrai macréfagos para o tecido inflamatério.®® Porém, n3o apenas a forma
oxidada, mas também LDL nativa induz aumento da expressdo de moléculas de adesdo
intercelular-1 (ICAM-1).%® Assim, LDL, que é depositada sobre a MB, acarreta aumento da

expressdo de ICAM-1 e macréfagos e, consequentemente, o desenvolvimento da DMRI.©®

Reconhecidamente, o aumento do colesterol sérico ocasiona acumulo de lipidios
na MB, proporcionando resisténcia pos-capilar da rede vascular da coroide. A
diminuicdo do fluxo sanguineo da coroide e a ampliagdo da resisténcia propiciam
elevacdo da pressao hidrostatica do coriocapilar, induzindo vazamento e deposi¢édo de
proteinas extracelulares e lipidios, particularmente no polo posterior, formando

depdsitos basais na MB e, consequentemente, drusas, primeira manifestacao clinica da
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DMRI.®" Nesse caso, alteracdo nos niveis séricos de colesterol pode acarretar
espessamento da MB, reducdo da fenestracdo e atrofia dos vasos do coriocapilar.
Acumulo de lipidios na MB, além de modificacdes anatdmicas, pode causar hipdxia na
retina externa e, consequentemente, aumento da expressdo de VEGF nos
coriocapilares.®

Adicionalmente, variantes genéticas estdo relacionadas ao risco de

aproximadamente 71% para o desenvolvimento de DMRI.&%%0

A contribuicdo de
fatores genéticos decorre, na maioria das vezes, de valores de OR, além de variantes ou
SNPs comuns em DMRI, estimados com base em estudos do tipo caso-controle.®?
Estudos de familias ttm mostrado risco relativo aproximadamente 6 a 12 vezes maior
para a doenca em parentes em primeiro grau de individuos com a doenca, comparado a

populacdo geral. Além disso, algumas familias apresentam maior risco de recorréncia

para os familiares do que outras.®%?

1.2.1 Fatores Genéticos Associados a Degeneracdo Macular Relacionada a
Idade

Apolipoproteina E

A apolipoproteina E (apo E), proteina altamente expressa no figado, cérebro e
retina,®¥ particularmente EPR e MB,®**¥ participa do metabolismo de lipoproteinas
ricas em triglicérides (TG).®® Essa glicoproteina é codificada por um gene mapeado no
cromossomo 19q13.2 humano, apresentando 3.597 nucleotideos organizados em quatro
exons e trés introns. Sdo descritos dois polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs)
dentro da sequéncia que codifica apo E, rs429358 e rs7412, resultando em trés alelos

identificados como APOE*2, APOE*3 e APOE*4, cujas proteinas diferem na afinidade
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de ligacéo ao receptor LDL. O alelo APOE*2 apresenta afinidade de ligacao reduzida a
esses receptores, em relacdo aos demais alelos, influenciando nos niveis séricos de
colesterol.%¢%")

As isoformas reconhecidas como apo E2, apo E3 e apo E4 sdo diferenciadas pelo
intercdmbio dos residuos de cisteina (Cys) e arginina (Arg) nas posi¢oes 112 (rs429358)
e 158 (rs7412) na cadeia polipeptidica. O alelo APOE*2 determina a presenca de um
residuo Cys nas posices 112 e 158, correspondente a regido ligante ao receptor da apo
E. Ja o0 alelo APOE*3 é responsavel pelos residuos Cys-112 e Arg-158, e APOE*4 pelo
residuo Arg em ambas as posicdes, tendo a substituicdo de aminoacidos consequéncia
fisiolégica na funcéo da proteina.®

A associacdo entre apo E e DMRI é sustentada por mecanismos como
imunoregulacéo e sinalizacdo celular.®® A retina apresenta o segundo nivel mais alto de
apo E depois do figado, com importante papel na manutencdo da funcdo normal da
retina.!% Varios mecanismos de efeito da apo E na DMRI foram propostos, assim
como a variabilidade na dimerizacdo da isoforma associada com transporte de lipidios
ou variacdo na afinidade de ligacdo com seu receptor.®? Nesse contexto, apo E4
carregada positivamente tem sido associada com melhora da permeabilidade da MB,
pelo transporte de lipidios e redugdo no acumulo de detritos relacionados com a
formacéo de drusas, ‘> enquanto apo E2 apresenta-se como fator de risco para a

doenca.®*%)
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Transportador ABCA4

O transporte de lipidios através das membranas bioldgicas é fundamental para a
estrutura, funcdo e sobrevivéncia celular. Esse processo € normalmente realizado por
uma variedade de proteinas integrantes da membrana, o qual especificamente liga e
ativa, ou passivamente transloca lipidios através da bicamada lipidica.®® Nesse
contexto, destacam-se os transportadores ABC que utilizam a energia a partir da ligacédo
de trifosfato de adenosina (ATP) e hidrolise para carrear quimicamente diversos
substratos através das membranas biologicas, incluindo nutrientes, antibidticos,
vitaminas, lipidios, aminoacidos, dentre outros. Desse modo, alteragdes nos
transportadores ABC tém sido associadas a doencas genéticas graves.%51%®)

O genoma humano codifica 48 transportadores ABC, que foram organizados em
sete subfamilias designadas ABCA, ABCB, ABCC, ABCD, ABCE, ABCF e
ABCG.1 O gene ABCA4 (membro 4 da sub-familia A de transportadores ABC -
ABCA4, MIM 601691) esta localizado no cromossomo 1p22.1 humano e codifica uma
proteina transmembrana (ABCR) expressa exclusivamente em fotorreceptores, e
envolvida na remocéo de aldeidos da retina, um produto do ciclo retindide da vis&o.%
Essa proteina carreia também vitaminas, lipidios, aminoécidos e polipeptidios através
das membranas celulares. %)

Mutacdes no gene ABCA4 tém sido associadas a varias condigdes, tais como
retinose pigmentar autossémica recessiva (arRP), doenga de Stargardt (autossémica
recessiva - arSTGD), distrofia de cones e bastonetes (autossdmica recessiva - arCRD) e
DMRI. !9 Ressalta-se, nesse caso, o polimorfismo rs49555 A>G localizado na
posicdo 94021798 pb (NCBI - GRCh38 ), intron 33,*Y de ABCA4 associado & DMRI .

Nesse contexto, a auséncia ou disfuncdo da proteina ABCR induz a elevacdo de
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fosfatidiletanolamina no segmento externo dos cones e no EPR, que reage com
retindides formando o composto A2E toxico. O acumulo de A2E resulta na disfuncao
e/ou apoptose do EPR seguido de perda dos fotorreceptores e, consequentemente, o

desenvolvimento da doenca.*

Complemento do fator H

Evidéncias indicam que drusas contém proteinas da via alternativa do
complemento, desse modo, € possivel sua relacdo com o processo inflamatorio
resultante da doenca.®>!!? Além disso, constatou-se que uma das proteinas desse
sistema, o complemento do fator H (CFH), é um importante inibidor dessa via, visto que
mantém a homeostase local e protege a macula contra desintegracdo."® Assim,
ressalta-se que o sistema complemento regulado é fundamental para evitar a
amplificacdo do processo inflamatdrio no olho e o agravamento da doenca.**

CFH, abundante no plasma, é sintetizado particularmente nos hepatécitos. No
olho sadio CFH ¢é altamente expresso nas células do EPR, porém, pouco nos neur6nios
retinais.™? Os fagdcitos mononucleares, bem como macréfagos e células microgliais
também podem expressar CFH,** e colaboram significativamente para a concentracido
local do complemento nos tecidos com inflamagéo. 6"

O gene que codifica CFH esta localizado no cromossomo 1g32 humano.*®
Alteracdes polimdrficas e delecdes no cluster do gene estdo associadas a doencas como
glomerulonefrite. membrano-proliferativa do tipo 1l, sindrome hemolitica urémica e
DMRI. Essas alteracdes podem formar codons de parada prematura ou desordem na

estrutura protéica, ocasionando bloqueio na sintese da proteina, falha na funcdo ou
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retardo da secrecdo de CFH.® Destaca-se, nesse caso, o polimorfismo rs1061170 -

1277 T > C, localizado na posicdo 94021798 pb (NCBI - GRCh38 ), no intron 33.1%

Fator de crescimento endotelial vascular

A angiogénese € uma das principais causas de inumeras doencas oculares tais como
retinopatia diabética (RD), NVC e DMRI.42%2D |dade avancada diminui a capacidade
do EPR de reciclar metabolitos decorrentes do processo visual resultantes dos
fotorreceptores, que, nesse caso, se acumulam no espago sub-retiniano. Ainda, o
envelhecimento promove acumulo de lipidios na MB, tornando-a mais espessa e
diminuindo a capacidade de difusdo do oxigénio."?® As células do EPR, que
comumente sdo permeaveis ao oxigénio, devido a producdo local do VEGF tornam-se
menos permeaveis, o que resulta em menor capacidade de difusdo de oxigénio e VEGF,
levando a hipoxia dos fotorreceptores e atrofia do coriocapilar.*®

Outros fatores também contribuem para hipdxia macular. O consumo de oxigénio
elevado na macula, ocasionado pela alta taxa de metabolismo local e quantidades
elevadas de &cidos graxos poliinssaturados, provocam estresse oxidativo e DMRI
exsudativa (Beattyet al., 2000). Esses aspectos, associados a exposi¢cdo continua a luz
visivel, causam dano oxidativo as células do EPR e acimulo de lipofuscina na méacula,
que ¢ visivel sob a forma de drusas, reconhecidas como primeira manifestacdo clinica
da DMRI.®®

A presenca dos metabdlitos oriundos dos fotorreceptores, da lipofuscina e da
degeneracgdo oxidativa das células do EPR faz com que a macula na DMRI se encontre
numa condi¢do inflamatoria subclinica continua. A inflamagdo crbnica induz a

producdo local de citosinas quimiotaxicas, migracdo de células inflamatorias, como
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macrofagos, para o espago sub-retiniano e acarreta a ativacdo do sistema complemento,
causando destruicdo focal da MB. Os macrofagos também secretam VEGF,
amplificando seus efeitos locais.**® Por fim, a grande quantidade de VEGF local
induzida pela hipdxia, acrescida dos defeitos da MB, resulta na formacdo de neovasos
que penetram no espaco sub-retiniano provocando exsudacdo e hemorragia.*?® Além de
VEGF, outros fatores de crescimento estdo relacionados com a angiogénese, incluindo
fator de crescimento de fibroblastos basico (bFGF) e fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF).#1?Y Nesse contexto, a via do VEGF destaca-se na angiogénese
ocular fisiolégica e patolégica,*® com papel primordial na regulacdo da angiogénese,
derrame vascular e inflamacdo, caracteristicas da DMR].(2:127)

A familia dos polipeptidios VEGF é composta pelos subgrupos VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D,VEGF-E, e o fator de crescimento placentéario (PIGF - placental
growth factor). O VEGF-A, cujo gene localiza-se no cromossomo 6p21.3 humano
contendo oito exons e sete introns, 2% representa uma proteina de aproximadamente
40 kDa e destaca-se como 0 membro mais estudado.™" Ha pelo menos seis isoformas
conhecidas de VEGF-A em humanos: VEGF121, VEGF145, VEGF165, VEGF183,
VEGF189 e VEGF206. A isoforma predominante no olho ¢ VEGF165. As vérias
isoformas de VEGF interagem com os trés membros de receptores de VEGF
identificados como VEGFR-1 e VEGFR-2 e VEGFR-3.1%132) \VEGF-A atua nas varias
fases da angiogénese como proliferacdo e migracao de células endoteliais, e aumento da
permeabilidade vascular. 13

Estudos genéticos associados a DMRI, tém sido realizados em diferentes
populacbes. Entretanto, ainda permanece obscuro o papel das bases genéticas e

moleculares envolvidas na patogénese da doenca. A ampliacdo de estudos possibilitara
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esclarecer a correlacdo genotipo/fendtipo e, desse modo, estabelecer com mais precisdo
quais genes contribuem para DMRI precoce e evolucdo da doenca. A identificacdo de
populacgdes de risco, com base no perfil genético, podera auxiliar no tratamento precoce
da doenca e estabelecer a individualizacdo da terapia anti-VEGF para DMRI
neovascular.

No Brasil, sdo escassos estudos envolvendo fatores de risco genéticos para
DMRI. Diante do seu perfil miscigenado torna-se necessario identificar fatores
relacionados a doenca, especificos para essa populacdo. Nesse contexto, estudos de
polimorfismos genéticos, expressdo génica, proteinas e fatores ambientais envolvidos na
fisiopatologia da DMRI, incluindo vias de metabolismo de lipidios, angiogénese e
inflamacdo, poderd identificar subgrupos de individuos e seus respectivos riscos

refletindo, consequentemente, no prognostico e tratamento da doenca.
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1.3 Objetivo Geral
Avaliar a influéncia de variantes genéticas, expressdo génica e niveis séricos
relacionados com o metabolismo de lipidios, angiogénese e inflamacdo em pacientes

com DMRI.

Objetivos especificos

1. Analisar a distribuicdo dos polimorfismos, APOE-rs429358/rs7412, ABCA4-
rs472908, CFH-rs1061170, VEGF-rs3025039 e VEGF-rs1570360 em pacientes com
diagnostico de DMRI na forma exsudativa e seca.

2. Avaliar a associacdo de DMRI com habitos de vida (tabagismo e etilismo),
perfil demografico (sexo e idade), e antecedentes pessoais (IMC, HAS e dislipidemia),
considerando as respectivas variantes genéticas.

3. Analisar a expressao génica de APOE, ABCA4, CFH e VEGF no sangue
periférico de pacientes com DMRI (forma exsudativa e seca) e individuos sem a doenga
(controle).

4. Analisar os niveis séricos de apo E, ABCR, CFH e VEGF em pacientes com
DMRI (forma exsudativa e seca) e nos individuos controle, alem de avaliar sua
associacao com as referidas variantes genéticas e caracterizar os respectivos valores de
sensibilidade e especificidade.

5. Avaliar a associacdo de perfil lipidico [CT, fracdo de colesterol de HDL
(HDLc) e LDL (LDLc) e TG] com DMRI e sua relagdo com os polimorfismos APOE-

rs429358/rs7412 e ABCA4-rs472908.
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2. CASUISTICA E METODOS

2.1 Casuistica

Neste estudo, com delineamento do tipo caso-controle, foram selecionados 333
individuos no periodo de 2013 a 2015, com idade > 50 anos,®® independente de sexo e
grupo étnico, distribuidos em trés grupos: Grupo 1 (G1) - 108 pacientes com DMRI na
forma exsudativa; Grupo 2 (G2) - 45 pacientes com DMRI na forma seca; Grupo 3 (G3) -

180 individuos sem sinais clinicos da doenca, constituindo o grupo controle (Figura 4).

Os pacientes foram atendidos por médico em clinica particular de oftalmologia em
Sao José do Rio Preto — SP e no Ambulatério de Oftalmologia do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (FMRP-
USP). O diagndstico da DMRI foi baseado em achados oftalmolégicos, além de exames
de mapeamento de retina, FA e tomografia de coeréncia ptica.®*” Todos pacientes
foram submetidos a exame clinico oftalmolégico completo por um especialista em
retina, com avaliacdo da melhor acuidade e exame de fundo de olho ap6s dilatagdo
pupilar, além dos referidos exames para diagnéstico de DMRI.

Os critérios de inclusdo para sele¢do de G1 foram: idade = 50 anos, presenca de
drusas moles e/ou atrofia geogréafica do epitélio pigmentado da retina, corroborando o
diagnostico de DMRI na forma seca. Os critérios de inclusdo para selecdo de G2 foram:
>50 anos, com DMRI na forma exsudativa, ou seja, apresentando ao exame
neovascularizagdo coroideia em qualquer estdgio e padrdo angiografico. O grupo
controle (G3) foi constituido por individuos em acompanhamento oftalmoldgico de
rotina nas referidas unidades oftalmoldgicas, sem sinais clinicos de DMRI. Foram

excluidos individuos com idade inferior a 50 anos, portadores de diabetes melito, com
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condi¢cdes médicas e psicologicas que impecam o paciente de concluir o estudo ou
assinar o consentimento informado. Além de doenca significativa e ndo controlada que,
na opinido do investigador, possa excluir o paciente do estudo.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Séo José do Rio Preto - CAEE 02711112.0.0000.5415 (Anexo I). Todos os
participantes foram informados das caracteristicas do estudo, confirmando sua
participacdo pelo Termo de Consentimento Livre Esclarecido (Anexo 1) e preencheram

questionario especifico para antecedentes pessoais e historico médico (Anexo Il1).
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Extracdo de DNA
APOE- rs429358/

Extracdo de DNA
ABCA4- rs472908

Extracdo de DNA
CFH- rs1061170

Extracdo de DNA
VEGF- rs3025039

Extracdo de DNA
VEGF- rs1570360

Expressdo de RNA
APOE, ABCA4, CFH
e VEGF

333 individuos selecionados

$4$ 34 3 3 33533

\ 4

108 pacientes com 45 pacientes com 180 individuos
DMRI Exsudativa DMRI Seca Controles
(G1) (G2) (G3)

N= 107 N= 45 N= 180
N= 107 N= 45 N= 129
N= 105 N=43 N= 176
N= 107 N= 45 N= 180
N= 106 N=43 N=179
N=15 N=11 N=19
N= 87 N=43 N= 88
N= 88 N= 45 N= 88
N=94 N= 45 N= 89
N=80 N=17 N= 51
N= 47 N= 16 N= 54

Figura 4. Fluxograma ilustrando a distribuicdo dos grupos estudados, incluindo pacientes com
degeneracdo macular relacionada & idade (DMRI) na forma seca e exsudativa e individuos sem
a doenca (grupo controle), e as respectivas andlises realizadas. N=ntmero de individuos; DNA=
Acido desoxirribonucleico; RNA= &cido ribonucleico; APOE = apolipoproteina E; ABCA4 e
ABCR = ATP-triphosphate binding cassette transporte sub-family A-member 4; CFH =
complemento do fator h; VEGF = fator de crescimento endotelial vascular.
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2.2 Métodos

2.2.1 Extracdo de DNA

O DNA gendmico foi extraido de leucdcitos de sangue periférico coletado com
EDTA. A técnica de extragdo de DNA gendmico consistiu no método de precipitacdo
salina ou salting-out (Salazar et al., 1998), realizado em trés etapas, compreendendo: 1)
lise das células sanguineas; 2) desproteinizacdo; 3) precipitagdo do DNA e
ressuspenséo, seguindo-se o protocolo apresentado a seguir.

O sangue periférico total foi coletado em tubo vaicutaner com EDTA
(1 mg/mL de sangue), em seguida, foi transferido 1 mL de sangue para um tubo estéril
de microcentrifuga de 2 mL. Logo ap6s, foi centrifugado a 5.000 rpm por 5 minutos, a
temperatura ambiente (TA) e o plasma foi desprezado. Foram adicionados ao sedimento
900 pL de Tampéo 1x contendo Triton. O préximo passo consistiu na homogeneizacao,
sendo necessario 0 uso do Vortex durante 1 minuto. A amostra foi centrifugada
novamente a 5.000 rpm por 5 minutos. Posteriormente, realizou-se o descarte do
sobrenadante por inversdo de modo devagar e constante, seguida da adicdo de 1 mL de
tampdo 1x. Esse procedimento foi repetido por cerca de trés vezes ou até que o pellet
estivesse isento de hemoglobina.

Ao termino da etapa anterior, o proximo passo foi ressuspender o sedimento, ou
seja, 0s nucleos de leucdcitos, com 200 pul de Tampao 2 1X, em seguida, colocou-se
20 pL de SDS (dodecil sulfato de sodio) 10%, promovendo a mistura da suspensédo com
0 uso da pipeta, sendo que o SDS tem por funcdo causar o rompimento da membrana
nuclear. Incubou-se a amostra no banho a 56°C por 15 minutos. Logo em seguida, fez-

se a adicdo de 100 pL de NaCl 5 M seguido de homogeneizacdo. A amostra foi, entdo,
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centrifugada a 12000 rpm durante 5 minutos em temperatura ambiente, o que favoreceu
a precipitacdo das proteinas.

A etapa seguinte se resume a transferir o sobrenadante, o DNA, para outro tubo
de microcentrifuga e descartar o precipitado, ou seja, o tubo com as proteinas. O DNA
foi misturado com 1 mL de etanol absoluto gelado e homogeneizado por inversdo lenta
do tubo, de modo que o etanol promoveu a purificacdo do DNA e sua precipitacdo. A
amostra foi mantida no congelador (-20 C) overnight.

A proxima fase, conhecida como precipitacio de DNA, teve inicio com a
retirada das amostras do congelador e centrifugacdo a 12.000 rpm por 5 minutos a TA.
O etanol absoluto foi removido e as amostras lavadas com etanol a 70% gelado e
centrifugadas a 12.000 rpm por 5 minutos. Essa etapa foi repetida. Depois, foi removido
todo o etanol. O tubo contendo as amostras foi colocado sobre papel absorvente para a

evaporacdo do etanol (cerca de 5 horas).

A terceira parte da extracdo iniciou-se com a ressuspensdo do precipitado em 100
uL de Tampao TE (pHS,0), o qual permitiu a suspensdo do DNA. Apos, fez-se a incubacédo
em banho-maria a 56°C por 15 minutos, reidratando o DNA (para ndo degradar). Enfim, a

amostra foi armazenada a -20°C até o processamento para analise dos polimorfismos.

2.2.2 Analise Genotipica

Apbs a extracdo de DNA gendmico procedeu-se a analise dos polimorfismos
APOE-Hhal (rs429358) e (rs7412), CFH-Y402H (rs1061170), ABCA4 (rs472908), VEGF-
C936T (rs3025039) e VEGF-G1154A (rs1570360), com amplificagdo do DNA por PCR

(polymerase chain reaction) convencional, sendo cada tubo de reacdo composto por 50 ng



Casuistica e Métodos
26

de DNA gendmico em um volume final de 25 uL, contendo 20 mmol de cada primer; 0,1
mmol/L dNTPs; 0,75 mmol/L de MgCl,; 5 mmol/L de tampdo PCR 10 X; 0,25 U de Taq
polimerase (5 U/uL) e 7 uL de 4gua deionizada.

Em seguida, o produto de amplificacdo foi submetido as enzimas de restricdo Hhal
Digest, Nlalll Digest, Tasl (Tsp5091), e Mn1l Digest (Fermentas®), sequido de coloracio
com GelRed (Uniscience®), eletroforese e anélise em sistema de fotodocumentacdo. Os
respectivos primers, e as etapas de amplificacdo e eletroforese para os referidos
polimorfismos sdo apresentados no Quadro 1. As Figuras 5 a 9 mostram o perfil

eletroforético dos polimorfismos estudados.
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Quadro 1. Primers, etapas de amplificacao e eletroforese dos polimorfismos APOE-rs429358/rs7412, CFH-rs1061170, ABCA4-rs472908 e VEGF-rs3025039/

rs1570360.
Polimorfismo Primer Desnaturacio Ciclagem Desnaturagio nnealing  Extensio Ciclo Restricio  Fragmento  Eletroforese  Gendtipos
inicial (ciclos) ~ (tempersturaiempe) final final enzimatica (ph)
APOE- PLFACAGAATICGCCC  04°C/ 3 min 35 04°C/ 30 5 65°C/30s  T2°C/30s  TI2°C/ 10 Hhal 01.83,72e (el agarose T
rsd20358rsT41?  CGGCCTGGTACAC Y — 48 59
G
PLITAAGCTTGGC 1L10W, 150
ACGGCTGTCCAAGGA 3 i GG
CFH- Pl: 5" CCATTGGTAAAA  95°C/ 5 min 30 03°C/ 6ls 39°C/e0s  T2°Cre0s  TIFCI10 MNiglll 400,300 e Gel agarose (N
rs1061170 CAAGGTGACA Y min 200 2%
CiT
P 3 TCTTITIGTGCA 130V, 90 min
AACCTTIGTTAG Y T
ABCA44 - PLY TTEETGTT&TC{*LE’I 94*C/ 3 min 33 Q4*C/ 30 = 54°C/30s  TI°C/30s 12°C/ 5 Tasl 210, 183, Gel agarose Ald
rs472008  CATGAGAGITICT X min (Tsp309I) 142,110 2%
41 AG
PL I AGGAGCTCTG 100V, 90 min
GAAGTGACTCGATATY GG
VEGF- Pl: TAAGGAAGAGGA 95*C/ 3 min 30 Q3°C/ 60 3 39°C/e0s  T2°C/60s  T2RC/10 Nialll 208,122 ¢ Gel agarose T
rs3025039  GACTCTGCGC min 86 2.3%
Ic
PL3 TATGTGGGTGGG 90V, 90 min
TGTGTCTACAGG 3 (N
VEGF- P1: 3 TCCTGCTCCCT 94*C/ 5 min 35 B4°C/ 455 61°C/45s  T2°C/45¢ 72°C/ T Mufl 185,150,34  Gel agaroze Ald
rs1570360 CCTCGOCAATGY i e 12 454
AG
PLIGGCGGGGA 105V, 90 min
CAGGCGAGCATCY GG

APQE=apolipoproteina E; ABCA4= ATP-riphosphate binding cassette ransporte sub-familv A -member 4; CFH=complemento do fator h; VEGF= fator de crescimento
endotelial vascular; pb=pares debase; V=Volts.
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Figura 5. Fotografia de gel de agarose 5% submetido a eletroforese para
analise dos gendtipos de APOE-rs429358/rs7412. Notam-se gendtipos
APOE*2/3 na coluna 1, 2, 3 e 4, APOE*2/4 na coluna 5. A coluna 6
apresenta uma amostra de DNA padréo (Ladder 10pb) (A). Padrdo de
bandas (perfil eletroforético) para o polimorfismo APOE-rs429358/rs7412;
pb= pares de bases (B).
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142ph | EE— I
110 pb I I I
41pb  E— I

AIA AIG GIG

Figura 6. Fotografia de gel de agarose 2% submetido a eletroforese para
analise dos genotipos de ABCA4-rs472908. Notam-se genotipos A/G na
coluna 1, 4, 6, 7, A/A na coluna 8, 9 e G/G na coluna 2, 3, 5. A coluna 10
apresenta uma amostra de DNA padrdo (Ladder 10pb) (A). Padrdo de
bandas (perfil eletroforético) para o polimorfismo ABCA4-rs472908; pb=
pares de bases (B).

29
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00eb E—
200pb I E—
CIT ciC TIT

Figura 7. Fotografia de gel de agarose 2,0% submetido a eletroforese para
analise dos genotipos de CFH-rs1061170. Notam-se gendtipos T/T nas
colunas 1, 3, 4 e C/C na coluna 2. A coluna 5 apresenta uma amostra de
DNA padrédo (Ladder 10pb) pb = pares de bases (A). Padrdo de bandas
(perfil eletroforético) para o polimorfismo CFH- rs1061170; pb = pares de
bases (B)
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B
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Figura 8. Fotografia de gel de agarose 2,5 % submetido a eletroforese para
analise dos genotipos de VEGF-rs3025039. Notam-se genotipos C/C nas
colunas 1, 3, 4,5, 7, 8 e T/C na coluna 2, 6, 9. A coluna 10 apresenta uma
amostra de DNA padrdo (Ladder 100pb — Fermentas) (A). Figura 8b. Padrao
de bandas (perfil eletroforético) para o polimorfismo VEGF- rs3025039; pb
= pares de bases (B).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 A

Figura 9. Fotografia de gel de agarose 2,5 % submetido a eletroforese para
analise dos genétipos de VEGF-rs1570360. Notam-se gendtipos G/G nas
colunas 1, 2, 6, 7 e 10, A/G nas colunas 3, 4, 8 e 9 e A/A na coluna 5. A
coluna 11 apresenta uma amostra de DNA padrdo (Ladder 100pb -
Fermentas) (A). Padrdo de bandas (perfil eletroforético) para o
polimorfismo VEGF-rs1570360; pb = pares de bases (B).
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2.2.3 Extracao de RNA

O RNA total foi extraido a partir do sangue periférico pelo kit Kit “Direct-
zolTM RNA MiniPrep ““ (Invitrogen Life Technologies — Sdo Paulo, Brasil). A seguir,
sdo descritos os procedimentos técnicos realizados para a extracdo de RNA de sangue.

Foi utilizado para cada reacdo 100 pL de sangue periférico. Foram adicionados trés
volumes de TRI Reagent para cada volume de amostra (3:1), ou seja, 300 pL. Utilizou-
se 0 Vortex para homogeneizacdo e incubou-se a mistura por 5 minutos a TA.
Adicionou-se 280uL de etanol (95-100%) diretamente a um volume de homogeneizado
de amostra em TRI Reagent ou similar (1:1). A mistura foi colocada em coluna Zymo-
Spin 1IC Column de coleta Collection Tube e submetida por 1 minuto a 16.000 rpm em
centrifuga refrigerada (Hermle) a 4°C. A coluna foi transferida para um novo Collection
Tube e descartou-se o Collection Tube contendo o liquido filtrado pela coluna.

Acrescentou-se 400 pL de Direct-zol RNA PreWash & coluna e centrifugou-se a
16.000 rpm por mais um minuto. Descartou-se o liquido, e em seguida, repetiu-se esse
procedimento. Foram adicionados 700uL de RNA Wash Buffer a coluna e centrifugou-
se a 16.000 rpm por um minuto, o liquido foi descartado novamente. Para garantir a
completa remocdo do RNA Wash Buffer, centrifugou-se a coluna por dois minutos em
um Collection tube vazio.

A coluna foi transferida cuidadosamente para um tubo eppendorf de 2 mL,
adicionou-se 25 pL de agua DNase/Rnase-FreeWater diretamente a matriz da coluna, e
centrifugada na velocidade maxima de 21.000 rpm por um minuto. Em seguida foi

estocada a “70°C.
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Amostras de RNA foram quantificadas em fluorébmetro Qubit® 2.0 (Life
Technologies), segundo o manual do fabricante, e armazenadas a 4°C. Para a solucdo de
trabalho acrescentou-se 199 pL do Buffer multiplicado pelo nimero de amostras ¢ 1 uL
de amostra. Para as quantificacdes foram utilizados dois padrdes (Standard 1 e 2), nos
quais foram acrescentados 10uL dos respectivos Standards mais 190uL de solucdo de
trabalho, obtendo o volume final de 200 uL. Apds, as amostras foram homogeneizadas
no Vortex por trés segundos e incubadas a TA por dois minutos, em seguida realizou-se

a leitura.

Apos a quantificagdo das amostras, a fita de cDNA foi sintetizada utilizando o
Kit High Capacity cDNA (Applied Biosystems®, Foster City, CA, EUA) em volume
total de 20 pL das misturas da reacdo na concentracdo final de 100 ng/uL de cDNA, 10
mL TagMan Universal Master Mix, 8 mL de solucdo de 4gua DEPC, 1 mL TagMan
Gene Expression para APOE, CFH, ABCA4 e VEGF (Sondas - Applied Biosystems® -
Hs00171168 ml1,  Hs00264683_m1,  Hs00979594 ml1 e  Hs00900055 m1l
respectivamente). Cada amostra foi avaliada em triplicata. Os niveis de transcrigdo
foram normalizados pelos genes GAPDH e ACTB, frequentemente usados em estudos
para determinar o melhor normalizador para as amostras analisadas.®***%®)

Os dados foram armazenados no programa StepOne Plus (Applied Biosystems),
e utilizados para analisar a curva de expressdo. A expressdo relativa dos genes de
interesse foi determinada pelo método comparativo AACt."*" O software de anélise de

dados (Applied Biosystems, Inc) utiliza a técnica de normalizacdo da media geométrica

de mdltiplos genes endégenos.®®)
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2.2.4 Perfil Lipidico

Na andlise do perfil lipidico foram consideradas concentracGes séricas de CT,
LDLc, HDLc e TG obtidas em prontuarios informatizados dos pacientes e controles.
Admitiram-se valores de referéncia para perfil lipidico, niveis séricos de: CT <200
mg/dL; LDLc <130 mg/dL; HDLc >50 mg/dL (sexo feminino); HDLc >40 mg/dL (sexo

masculino); e TG <150 mg/dL.*4%

2.2.5 Niveis Séricos por ELISA

Os niveis séricos de apo E, ABCR, CFH e VEGF foram determinados por
ELISA (Kit Quantikine ELISA, R&D Systems, USA - teste imunoenzimatico “sanduiche”,
com placa de microtitulacdo pre-revestida com anticorpo especifico), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Basicamente, 100 uL da solucdo diluida (RD1W) foram
adicionados a cada um dos 96 pocos da placa e, em seguida, cada poco recebeu 100 uL de
plasma de pacientes ou controles. Apds leve homogeneizacao, a placa foi incubada em
temperatura ambiente por duas horas. Seguiu-se com lavagem (400 uL do tampdo de
lavagem) por trés vezes e posterior adicdo de 200 uL de conjugado para as respectivas
proteinas, incubacdo por duas horas em temperatura ambiente e nova lavagem com tampao
de lavagem, por trés vezes. Apos, foram adicionados 200 uL da solugdo contendo o
substrato da enzima, logo apds, a placa foi incubada por 25 minutos em temperatura
ambiente e, finalmente, 25 uL da solucdo de parada foram adicionados em cada pocgo,
sendo esta composta por solucdo de acido sulfarico. A concentracdo de apo E, ABCR,
CFH, e VEGF foi determinada por comparacdo de densidade Optica das amostras com a

curva padréo, com comprimento de onda de 450 nm + 10 nm. Fabricante (R&D Systems).
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Figura 10. Fotografia da placa de ELISA (Enzyme-LinkedImmunosorbentAssay- R&D
Systems) com adi¢do de amostras de soro e padrdes em cada poco especifico antes da
adicdo do substrato tetrametilbenzidina.

Figura 11. Fotografia da placa de ELISA (Enzyme-LinkedlmmunosorbentAssay— R&D
Systems) com adicdo de amostras de soro e padr@es em cada poco especifico depois da
adicdo do substrato tetrametilbenzidina.
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2.2.6 Habitos de vida e comorbidades

Todos os participantes preencheram um questionario com informacgdes sobre
estilo de vida e histéria médica. Com relacdo ao hébito de fumar, Para etilismo,
considerou-se frequéncia diaria de bebidas alcodlicas, independente da dose. Para
critério de dislipidemia foram considerados uso de medicamentos hipolipemiantes,
assim como valores alterados para o perfil lipidico.

Valor de IMC foi definido como peso (kg) dividido pela altura ao quadrado em
metros,™? e foi categorizado de acordo com a faixa etaria. Para individuos com idade
entre 20 e 60 anos incompletos: <18,5kg/m® = Baixo peso; >18,5 e <25kg/m? =
Eutréficos; >25 e <30 kg/m? = Sobrepeso; >30 kg/m? = Obesidade. Os individuos com
idade igual ou maior do que 60 anos: <22kg/m? = Baixo peso; >22 e <27 kg/m? =
Eutréficos; > 27 kg/m? = Sobrepeso (Protocolos do Sistema de Vigilancia Alimentar e
Nutricional — SISVAN, 2008).4Y)

Hipertensao foi definida como pressao arterial sistolica de >140mmHg e presséo
arterial diastélica >90mmHg, ou ja haviam sido diagnosticados com hipertensdo e/ou

estavam em tratamento com medicagdo anti-hipertensiva.®*"

2.2.7 Andlise estatistica

Foram utilizados os programas MiniTab, Stats Direct e GraphPad. As variaveis
qualitativas foram analisadas pelo teste de Fisher ou teste Qui-quadrado (x?). A analise
de distribuicdo de genotipos para o célculo de equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) foi
realizada pelo teste x°. Para as variaveis quantitativas com distribuicdo gaussiana
empregou-se analise de variancia (ANOVA) para comparacao entre trés ou mais grupos.

Para as variaveis quantitativas sem distribuicdo gaussiana foi empregado teste de
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Kruskal Wallis na comparacdo entre trés ou mais grupos e Mann Whitney para dois
grupos. Para variacdo da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor
preditivo negativo dos testes realizados empregou-se a construcdo de Curvas ROC,
admitindo-se como relevancia clinica, areas sob a curva > 0,7. Empregou-se
representacdo grafica por meio de box-plot incluindo valor minimo, intervalo
interquartil, mediana e valor maximo, além de eventuais outliers. Foi admitido erro alfa

de 5% considerando-se significantes valores de P < 0,05.
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3. RESULTADOS

3.1 Perfil da Casuistica

Dados demograficos, habitos de vida e comorbidades sdo apresentados na
Tabela 1. A idade foi semelhante entre os pacientes com DMRI na forma exsudativa
(mediana=77 anos) e seca (mediana=73 anos; P=0,132), ambos com faixa etaria
superior comparado aos controles (mediana=61 anos; P<0,0001, para ambos 0s grupos).
Tabagismo prevaleceu nos pacientes com DMRI exsudativa (49%), comparado ao
grupo com DMRI seca (20%; P=0,001) e controles (29%; P=0,001). O mesmo ocorreu
para HAS em relacdo aos controles (70% versus 48%; P=0,0004). Houve semelhanca

entre 0s grupos para etilismo, dislipidemia e IMC (P>0,05).

3.2 Anélise de Polimorfismos Genéticos

APOE-rs429358/rs7412

O gendtipo APOE*3/3 destacou-se em ambos 0s grupos de pacientes (G1=70%;
G2=80%) e controles (G3=76%), seqguido do genoétipo heterozigoto APOE*3/4 (18%,
16%, 13%, respectivamente), assim como os alelos APOE*3 (0,85; 0,89; 0,87,
respectivamente) e APOE*4 (0,09; 0,10; 0,07, respectivamente). A distribuicdo de
genotipos e alelos foi semelhante entre os grupos (P>0,05; Tabela 2). As frequéncias

genotipicas observadas foram semelhantes a esperada constatando-se equilibrio H-W

(G1: X?=0,39; P=0,58; G2: X*=0,46; P=0,68; G3: X°=0,25; P=0,86).
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ABCAA4-rs472908

O gendtipo heterozigoto (A/G) prevaleceu em todos os grupos, no entanto, com
menor frequéncia nos pacientes com DMRI seca (G2=44%) comparado aos controles
(G3=68%; P<0,0001; Tabela 3), o mesmo ocorreu na combinacdo dos grupos (G1+G2)
versus controles (P=0,035). Por outro lado, o homozigoto selvagem (A/A) destacou-se
em G2 (36%), comparado a G1 (19%; P=0,043) e G3 (14%; P=0,003), bem como na
combinacéo de pacientes DMRI exsudativa e seca (G1+G2) comparado a G3 (P=0,048).
O genotipo mutante (G/G) prevaleceu na combinacdo dos grupos de pacientes (G1+G2)
em relacdo a G3 (P<0,0001). O alelo G destacou-se em G1 (0,51) e G3 (0,52), e 0 alelo
A em G2 (0,58), embora sem diferenca significante entre os grupos (P>0,05; Tabela 3).

Notou-se semelhanca entre frequéncias genotipicas observadas e esperadas com padrao

de equilibrio de H-W em G2 (X?=0,35; P=0,55), 0 que nd0 ocorreu nos Outros grupos

(G1: X?=5,53; P=0,01; G3: X*=17,3; P=0,030).

CFH- rs1061170

O genotipo homozigoto selvagem (T/T) destacou-se em todos 0Ss grupos,
particularmente nos controles (G3=58%) comparado a pacientes com DMRI exsudativa
(G1=39%, P=0,003; Tabela 4). J& o homozigoto mutante (C/C) prevaleceu em G1
(27%) e G2 (23%) em relagdo a G3 (14%; P=0,003; P=0,010 respectivamente), assim
como na combinagdo dos grupos de pacientes (G1+G2) versus controles (P=0,009). O
alelo selvagem (T) foi mais frequente nos controles (0,72) comparado a G1 (0,56;
P=0,0002) e na combinacdo de pacientes com DMRI (G1+G2) em relagdo a G3

(P=0,0003; Tabela 4). A analise comparativa de frequéncias genotipicas observadas
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versus o esperado constatou auséncia do padrdo de equilibrio de H-W em todos os

grupos (G1: X?=9,67; P=0,001; G2: X?=9,67; P=0,001; G3: X?=15,1; P=0,0001).

VEGF-rs3025039
A distribuicdo genotipica e alélica foi semelhante entre os grupos (P>0,05), com
destaque para o genotipo C/C (G1=715; G2=76%; G3=77%) e alelo C (0,86; 0,88; 0,88,

respectivamente; Tabela5). Houve semelhanga entre a distribuicdo genotipica observada

e esperada, constatando-se equilibrio de H-W em todos os grupos (G1: X? =3,07;

P=0,07; G2: X?=0,87; P=0,35; G3: X?*=2,97; P=0,08).

VEGF-rs1570360

O gendtipo homozigoto mutante (A/A) mostrou maior frequéncia em G2 (21%),
em relacdo a G1 (5%; P=0,004) e G3 (8%; P=0,024; Tabela 6). Para a frequéncia
alélica, observou-se prevaléncia do alelo selvagem (G) em G1 (0,75) e G3 (0,71),
comparado a G2 (0,57; P=0,004; P=0,020, respectivamente; (Tabela 6). A distribui¢cdo

observada de geno6tipos foi semelhante a esperada, com padrédo de equilibrio de H-W em

todos os grupos (G1: X*= 0,92; P=0,33; G2: X°= 0,41; P=0,51; G3: X°= 0,25; P=0,61).
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Tabela 1. Perfil demografico, habitos de vida e comorbidades em pacientes com degeneracdo macular relacionada a idade nas

formas exsudativa (G1) e seca (G2), e individuos sem a doenca (G3).

P
Variaveis G1 (N=108) G2 (N=45) G3 (N=180) G1xG2 G2xG3 G1xG3
Idade (anos)
Mediana 77 73 61
Minimo 52 50 50 0,132 <0,0001* <0,0001*
Maximo 93 87 84
Género N % N % N %
Masculino 58 54 27 60 90 50
Feminino 50 46 18 40 90 50 0,592 0,301 0,626
Habito de vida N % N % N %
Tabagismo 52 49 9 20 52 29 0,001** 0,311 0,001**
Etilismo 12 11 6 13 24 13 0,925 1,000 0,734
Comorbidade N % N % N %
HAS 75 70 23 51 86 48 0,040 0,815 0,0004**
Dislipidemia 30 28 12 27 48 27 0,863 1,000 0,908
IMC 65 61 21 48 114 64 0,176 0,077 0,785

*Mann Whitney; **Teste Qui-quadrado; P= nivel de significancia P<0,05; HAS= hipertensao arterial sistémica; IMC= indice de massa
corporal; N= nimero de individuos.
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Tabela 2. Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo APOE-rs429358/rs7412 em pacientes com degeneracdo macular

relacionada a idade nas formas exsudativa (G1) e seca (G2), e individuos sem a doenca (G3).

Genotipo Polimorfismo *P
APOE
1429358/ rs7412 Gl G2 G3 G1XG2 G2xG3 G1XG3 G1+G2xG3
E3>E2/ E4>E2
Gendtipo N % N % N %
Selvagem APOE*4/4 0 - 1 2% 0 - - 0,200 - 1,000
APOE*3/4 19 18% 7 16 % 23 13% 0,925 0,806 0,326 0,933
Heterozigoto APOE*3/3 75 70% 36 80% 137 76% 0,290 0,722 0,325 0,604
APOE*2/4 0 - 0 - 2 1% - 1,000 0,530 0,502
APOE*2/3 13 12% 1 2% 18 10% 0,066 0,130 0,710 0,955
Mutante APOE*2/2 0 - 0 - 0 - - - - -
Total 107 100 45 100 180 100
APOE*4 19 0,09 9 0,10 25 0,07 0,927 0,448 0,496 0,302
APOE*3 182 0,85 80 0,89 315 0,87 0,481 0,454 0,976 0,700
APOE*2 13 0,06 1 0,01 20 0,06 0,072 0,092 0,941 0,706
Total 214 1,0 90 1,0 360 1,0

*Teste Qui-quadrado ou Fisher; P= nivel de significancia P<0,05; N= nimero de individuos; Freq= Frequéncia absoluta; APOE = apolipoproteina E; E2=alelo de
risco; E3= nulo; E4= alelo protetor.
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Tabela 3. Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo ABCA4-rs472908 em pacientes com degeneracdo macular

relacionada a idade nas formas exsudativa (G1) e seca (G2), e individuos sem a doenca (G3).

Gendtipo Polimorfismo “p
ABCA4
rs472908 - A>G Gl G2 G3 G1xG2 G2xG3 G1XG3 G1+G2xG3
Genotipo N % N % N %
Selvagem A/A 20 19% 16 36% 18 14% 0,043 0,003 0,419 0,048
Heterozigoto AIG 64 60% 20 44% 88 68% 0,118 <0,0001 0,227 0,035
Mutante G/G 23 21% 9 20% 23 18% 0,836 0,920 0,587 <0,0001
Total 107 100 45 100 129 100
Alelo N Freq N Freq N Freq
A 104 0,49 52 0,58 124 0,48
G 110 051 38 042 134 0,52
Total 214 1,0 90 1,0 258 1,0

*Teste Qui-Quadrado; P= nivel de significancia P<0,05; N= nimero de individuos; Freq= Frequéncia absoluta; ABCA4= ATP-triphosphate binding cassette
transporte sub-family A -member 4; G=alelo de risco; A= alelo selvagem.
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Tabela 4. Distribuicao das frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo CFH-rs1061170 em pacientes com degeneracao macular

relacionada a idade nas formas exsudativa (G1) e seca (G2), e individuos sem a doenca (G3).

Genétipo Polimorfismo *P
CFH
rs1061170 - T>C Gl G2 G3 G1xG2 G2xG3 G1XG3 G1+G2xG3
Gendtipo N % N % N %
Selvagem TIT 41 39 22 51 102 58 0,292 0,434 0,003 0,929
Heterozigoto CIT 36 34 11 26 50 28 0,401 0,856 0,367 0,593
Mutante CIC 28 27 10 23 24 14 0,822 0,003 0,010 0,009
Total 105 100 43 100 176 100
Alelo N Freq N Freq N Freq
T 118 0,56 55 0,64 254 0,72
C 92 0,44 31 0,36 98 0,28 0,271 0,172 0,0002 0,0003
Total 210 1,0 86 1,0 352 1,0

*Teste Qui-Quadrado; P= nivel de significancia P<0,05; N= nimero de individuos; Freq= Frequéncia absoluta; CFH= complemento do fator H; C= alelo de
risco; T= alelo selvagem.
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Tabela 5. Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo VEGF-rs3025039 em pacientes com degeneracdo macular

relacionada a idade nas formas exsudativa (G1) e seca (G2), e individuos sem a doenca (G3).

Gendtipo Polimorfismo xp
VEGF
rs3025039 - C>T Gl G2 G3 G1xG2 G2xG3 G1XG3 G1+G2xG3
Gendtipo N % N % N %
Selvagem CIC 76 71 34 76 139 77
0,710 0,968 0,303 0,373
Heterozigoto T/IC 31 29 11 24 41 23
Mutante TIT 0 0 0 0 0 0 - - - -
Total 107 100 45 100 180 100
Alelo N Freq N Freq N Freq
C 183 0,86 79 0,88 313 0,88
T 31 0,14 11 0,12 41 0,12
Total 214 1,0 90 1,0 313 1,0

* Teste Qui-quadrado ou Fisher; P= nivel de significAncia P<0,05; N= ndmero de individuos; Freq= Frequéncia absoluta; VEGF= fator de crescimento endotelial
vascular; T=alelo de risco; C= alelo selvagem.
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Tabela 6. Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo VEGF-rs1570360 em pacientes com degeneracdo macular

relacionada a idade nas formas exsudativa (G1) e DMRI seca (G2), e individuos sem a doenca (G3).

Gendtipo Polimorfismo “p
VEGF
rs1570360 - G>A Gl G2 G3 G1xG2 G2xG3 G1XG3 G1+G2xG3
Gendtipo N % N % N %
Selvagem GIG 57 54 15 35 83 49 0,056 0,129 0,528 0,967
Heterozigoto AIG 44 41 19 44 77 43 0,907 0,889 0,900 0,982
Mutante A/A 5 5 9 21 14 8 0,004 0,024 0,376 0,756
Total 106 100 43 100 179 100
Alelo N Freq N Freq N Freq
G 158 0,75 49 0,57 253 0,71
A 54 025 37 043 105 0,29
Total 212 10 86 1,0 358 1,0

* Teste Qui-quadrado ou Fisher; P= nivel de significancia P<0,05; N= nimero de individuos; Freq= Frequéncia absoluta; VEGF= fator de crescimento
endotelial vascular; A= alelo de risco; G=alelo selvagem.
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3.3 Relacgao entre Polimorfismos Genéticos, Habitos de Vida e Comorbidades

Na andlise comparativa da distribuicdo dos respectivos genotipos em relacdo ao
tabagismo (Tabela 7), destacou-se APOE* /2 em G1 comparado a G3 (P=0,0004), assim
como APOE*3/3 em G1 em relacdo a G2 (P<0,0001). A analise intragrupo mostrou em G3
menor frequéncia de fumantes com genétipo APOE* /2 em relacdo a APOE*3/3 (P=0,026).

O gendtipo de risco /G (ABCA4) prevaleceu nos fumantes em G1 versus G2
(P=0,003), o0 que também ocorreu para o genotipo A/A em G1, comparado a G3 (P=0,003).
Em relacdo ao polimorfismo CFH-rs1061170 observou-se em G1 maior frequéncia de
tabagistas com geno6tipo T/T, comparado a G3 (P=0,001), o que também ocorreu em relacédo a
G2 (P=0,031). Para VEGF-rs3025039 prevaleceu em G1 o gendtipo C/C e tabagismo,
comparado a G3 (P=0,0005), o mesmo ocorreu em relacdo a G2 (P=0,001). Para VEGF-
rs1570360, em G1 houve aumento de frequéncia de fumantes com genotipo de risco (_/A),

comparado a G3 (P=0,006), o mesmo ocorreu em relacdo a G2 (P=0,046; Tabela 7).
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Tabela 7. Frequéncia de hébito tabagista distribuida de acordo com os genétipos dos polimorfismos APOE-rs429358/rs7412, ABCA4-rs472908,

CFH-rs1061170, VEGF-rs3025039 e VEGF-rs1570360 em pacientes com degeneracao macular relacionada a idade nas formas exsudativa (G1)

e seca (G2), e individuos sem a doenca (G3).

Genotipo Gl G2 G3 *p
Fuma Né&o Fuma Né&o Fuma Fuma Né&o Fuma
N % N % N % N % N % N % GIxG3 GIxG2 G2xG3
APOE-rs429358/
rs7412
-IE2 6 14 7 16 0 0 7 19 1 6 41 30 0,0004 1,000 1,000
E3/E3 38 86 37 84 1 100 29 81 17 94 96 70 <0,0001 <0,0001 0,121
Total 44 100 44 100 1 100 36 100 18 100 137 100
*p 0,763 1,000 0,026
ABCA4-rs472908
-IG 39 75 48 87 4 44 25 69 43 93 68 82 0,472 0,003 0,114
AA 13 25 7 13 5 56 11 31 3 7 15 18 0,003 0,092 0,429
Total 52 100 55 100 9 100 36 100 46 100 83 100
*p 0,167 0,244 0,109
CFH-rs1061170
-IC 28 56 36 65 4 44 17 50 27 53 47 38 0,487 0,067 0,188
TT 22 44 19 35 5 56 17 50 24 47 78 62 0,001 0,031 1,000
Total 50 100 55 100 9 100 34 100 51 100 125 100
*Pp 0,428 1,000 0,088
VEGF-rs3025039
-IT 13 25 18 33 3 33 8 22 15 29 26 20 0,828 0,485 0,727
CcC 39 75 37 67 6 67 28 78 37 71 102 80 0,0005 0,001 1,000
Total 52 100 55 100 9 100 36 100 52 100 128 100
*p 0,504 0,666 0,297
VEGF-1570360
-IA 25 49 24 44 7 78 21 62 24 47 67 52 0,006 0,046 0,884
GG 26 51 31 56 2 22 13 38 27 53 61 48 0,099 0,305 0,222
Total 51 100 55 100 9 100 34 100 51 100 128 100
*p 0,718 0,458 0,636

N= ndmero de individuos; APOE= apolipoproteina E; ABCA4= ATP-triphosphate binding cassette transporte sub-family A -member 4; CFH= complemento do fator
h; VEGF= fator de crescimento endotelial vascular; *Teste de Fisher ou Qui-Quadrado com nivel de significancia para P<0,05.
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A Tabela 8 apresenta a frequéncia de habito etilista nos grupos estudados distribuida de
acordo com 0s genotipos. A analise intragrupo mostrou semelhanca entre 0s genotipos para cada
polimorfismo, exceto VEGF-rs3025039 em G1 com maior frequéncia de etilismo e genétipo /T
(56%), comparado ao grupo de ndo etilistas (22%; P=0,001). A analise entre grupos mostrou para
CFH-rs1061170 menor frequéncia de etilistas com genoétipo de risco (_/C) em pacientes com
DMRI exsudativa (G1), em relacdo aos grupo controle (G3; P=0,005). Para o gendtipo T/T notou-
se menor frequéncia de etilismo em Gl e G2 comparado a G3 (P=0,0002; P=0,035,

respectivamente).
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Tabela 8. Frequéncia de habito etilista distribuida de acordo com os gendtipos dos polimorfismos APOE-rs429358/rs7412,
ABCA4-rs472908, CFH-rs1061170, VEGF-rs3025039 e VEGF-rs1570360 em pacientes com degeneracdo macular relacionada a

idade nas formas exsudativa (G1) e seca (G2), e individuos sem a doenca (G3).

Genotipo Gl G2 G3 *p
Bebe Né&o Bebe Bebe Né&o Bebe Bebe Né&o Bebe
N % N % N % N % N % N % GIxG3 GIxG2 G2xG3
APOE-rs429358/
rs7412
-IE2 2 20 11 14 0 0 1 3 0 0 18 13 0,167 1,000 -
E3/E3 8 80 67 86 6 100 30 97 20 100 117 87 0,550 0,557 0,962
Total 10 100 78 100 6 100 31 100 20 100 135 100
*p 0,638 1,000 0,131
ABCA4-rs472908
-IG 8 67 79 83 6 67 26 67 15 94 96 85 0,472 0,265 0,649
AA 4 33 16 17 3 33 13 33 1 6 17 15 0,343 1,000 0,322
Total 12 100 95 100 9 100 39 100 16 100 113 100
*p 0,231 1,000 0,468
CFH-rs1061170
-/IC 6 55 58 62 2 33 4 18 9 12 15 15 0,005 0,136 1,000
TT 5 45 36 38 4 67 18 82 65 88 87 85 0,0002 0,707 0,035
Total 11 100 94 100 6 100 22 100 74 100 102 100
*Pp 0,747 0,580 0,792
VEGF-rs3025039
-IT 15 56 26 22 0 0 11 28 6 25 35 22 0,043 0,118 0,321
CcC 12 44 90 78 6 100 28 72 18 75 121 78 0,938 0,559 0,664
Total 27 100 116 100 6 100 39 100 24 100 156 100
*p 0,001 0,311 0,986
VEGF-1570360
-IA 7 64 42 44 2 33 26 70 11 46 80 52 0,915 0,474 0,730
GG 4 36 53 56 4 67 11 30 13 54 75 48 0,192 0,053 0,266
Total 11 100 95 100 6 100 37 100 24 100 155 100
*p 0,339 0,161 0,758

N= numero de individuos; APOE= apolipoproteina E; ABCA4= ATP-triphosphate binding cassette transporte sub-family A -member 4; CFH= complemento do fator h;
VEGF= fator de crescimento endotelial vascular; Teste de Fisher ou Qui-Quadrado com nivel de significancia para P<0,05.
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A Tabela 9 apresenta a frequéncia de HAS nos grupos distribuida de acordo com o0s
gendtipos dos respectivos polimorfismos. A analise intragrupo mostrou para o polimorfismo
ABCA4 -rs472908 em DMRI exsudativa o gendtipo de risco (_/G) mais frequente em hipertensos
(88%), em relacdo aqueles ndo hipertensos (66%; P= 0,014), ja o polimorfismo VEGF-rs3025039
apresentou prevaléncia de /T e HAS (49%) comparado aqueles sem hipertensdo (17%;
P=0,0008).

Na analise entre grupos observou-se em APOE-rs429358/rs7412 prevaléncia de
hipertensos com genodtipo E3/E3 em G1, comparado a G2 e G3 (P=0,042; P=0,019,
respectivamente). Para ABCA4- rs472908 notou-se maior frequéncia de genotipos /G e HAS em
G1 comparado a G3 (P<0,0001). Em CFH-rs1061170 destacou-se aumento do genotipo T/T e
hipertensdo em G1 versus G3 (P=0,005). Em relacdo ao polimorfismo VEGF-rs3025039,
observou-se menor frequéncia do genétipo selvagem (C/C) e hipertensos em G1, comparado a G2
e G3 (P=0,018; P=0,009 respectivamente; Tabela 9).

Para dislipidemia, distribuida de acordo com os genétipos dos polimorfismos APOE-
rs429358/rs7412, ABCA4-rs472908, CFH-rs1061170, VEGF-rs3025039 e VEGF-rs1570360, houve
semelhanga intra e entre grupos (P>0,05), exceto para E3/E3 (APOE) e dislipidemia com menor

frequéncia em G2 comparado a G3 (P=0,005; Tabela 10).
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Tabela 9. Frequéncia de hipertensdo arterial sistémica (HAS) distribuida de acordo com os geno6tipos dos polimorfismos APOE-rs429358/
rs7412, ABCA4-rs472908, CFH-rs1061170, VEGF-rs3025039 e VEGF-rs1570360 em pacientes com degeneracdo macular

relacionada a idade nas formas exsudativa (G1) e seca (G2), e individuos sem a doenca (G3).

Genotipo Gl G2 G3 *p
HAS Nédo HAS Néo HAS HAS Nao HAS
N % N % N % N % N % N % G1xG3 GIxG2 G2xG3
APOE-rs429358/
rs7412
-IE2 10 17 3 11 1 6 0 0 8 11 10 13 0,139 1,000 0,473
E3/E3 50 83 25 89 16 94 20 100 67 89 70 87 0,019 0,042 0,772
Total 60 100 28 100 17 100 20 100 75 100 80 100
*P 0,538 0,459 0,916
ABCA4-rs472908
-G 66 88 21 66 18 78 11 50 52 85 59 87 <0,0001 0,230 0,210
AA 9 12 11 34 5 22 11 50 9 15 9 13 0,757 0,619 0,315
Total 75 100 32 100 23 100 22 100 61 100 68 100
*p 0,014 0,065 0,803
CFH-rs1061170
-/IC 45 60 16 59 12 57 9 41 36 43 38 41 0,106 0,397 0,660
TT 30 40 11 41 9 43 13 59 47 57 55 59 0,005 0,225 0,837
Total 75 100 27 100 21 100 22 100 83 100 93 100
*P 0,924 0,447 0,853
VEGF-rs3025039
-IT 20 49 11 17 5 22 6 27 21 24 20 21 0,374 0,304 0,734
CcC 21 51 55 83 18 78 16 73 65 76 74 79 0,009 0,018 0,649
Total 41 100 66 100 23 100 22 100 86 100 94 100
*P 0,0008 0,738 0,745
VEGF-1570360
-IA 35 47 14 45 16 76 12 55 48 56 43 46 0,409 0,305 0,848
GG 40 53 17 55 5 24 10 45 37 44 51 54 0,100 0,115 0,582
Total 75 100 31 100 21 100 22 100 85 100 94 100
*P 0,887 0,242 0,199

N= ndmero de individuos; APOE= apolipoproteina E; ABCA4= ATP-triphosphate binding cassette transporte sub-family A -member 4; CFH= complemento do fator

h; VEGF= fator de crescimento endotelial vascular; HAS= hipertensao arterial sistémica; Teste de Fisher ou Qui-Quadrado com nivel de significancia para P<0,05.
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Tabela 10. Frequéncia de dislipidemia distribuida de acordo com os genotipos dos polimorfismos APOE-rs429358/ rs7412, ABCA4-

rs472908, CFH-rs1061170, VEGF-rs3025039 e VEGF-rs1570360 em pacientes com degeneracdo macular relacionada a idade nas

formas exsudativa (G1) e seca (G2), e individuos sem a doenca (G3).

Gendtipo Gl G2 G3 *p
DISL Nao DISL DISL Nao DISL DISL Nao DISL
N % N % N % N % N % N % GIxG3 GIxG2 G2xG3
APOE-rs429358/
rs7412
-IE2 3 13 10 15 0 0 10 28 4 8 11 10 1,000 1,000 1,000
E3/E3 20 87 55 85 1 100 26 72 37 90 100 90 0,957 0,110 0,005
Total 23 100 65 100 1 100 36 100 41 100 111 100
*p 1,000 1,000 1,000
ABCA4-rs472908
-IG 25 83 62 81 9 75 20 61 28 85 83 86 0,695 0,813 0,692
AA 5 17 15 19 3 25 13 39 5 15 13 14 1,000 0,708 0,693
Total 30 100 77 100 12 100 33 100 33 100 96 100
*p 1,000 0,491 0,777
CFH-rs1061170
-/IC 18 60 46 61 5 42 16 52 23 49 51 40 0,847 0,917 0,708
TT 12 40 29 39 7 58 15 48 24 51 78 60 0,615 0,833 0,587
Total 30 100 75 100 12 100 31 100 47 100 129 100
*p 0,899 0,806 0,344
VEGF-rs3025039
-IT 9 30 22 29 2 17 9 27 7 15 34 26 0,356 0,262 1,000
CC 21 70 55 71 10 83 24 73 41 85 98 74 0,895 0,847 0,992
Total 30 100 77 100 12 100 33 100 48 100 132 100
*p 0,883 0,699 0,167
VEGF-1570360
-IA 10 33 39 51 8 29 4 27 28 31 20 23 0,264 0,593 0,824
GG 20 67 37 49 20 71 11 73 63 69 68 77 0,136 0,115 0,148
Total 30 100 76 100 28 100 15 100 91 100 88 100
*p 0,145 1,000 0,295

N= namero de individuos; APOE= apolipoproteina E; ABCA4= ATP-triphosphate binding cassette transporte sub-family A -member 4; CFH= complemento do fator
DISL= dislipidemia; Teste de Fisher ou Qui-Quadrado com nivel de significancia para P<0,05.

h; VEGF= fator de crescimento endotelial vascular;
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A Tabela 11 mostra frequéncia de IMC correspondente ao grupo de eutroficos e
aqueles com IMC alterado, de acordo com o0s genotipos. A analise intra-grupo mostrou
semelhanca na distribuicdo dos gendtipos em todos os grupos (P>0,05). Enquanto na
comparacdo entre grupos para VEGF-rs3025039 notou-se maior frequéncia da
combinacéo eutréficos e C/C em G2, comparado a G3 (P=0,047), enquanto para VEGF-
rs1570360 houve menor frequéncia de genotipos de risco /A e IMC alterado em G1

versus G2 (P=0,017).
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Tabela 11. Frequéncia de indice de massa corporal (IMC) distribuida de acordo com os gendtipos dos polimorfismos APOE- rs429358/ rs7412,
ABCA4-rs472908, CFH-rs1061170, VEGF-rs3025039 e VEGF-rs1570360 em pacientes com degeneracdo macular relacionada a idade nas formas

exsudativa (G1) e seca (G2), e individuos sem a doenca (G3).

Gendtipo Gl G2 G3 *p
IMC IMC IMC IMC IMC IMC
Eutrofico Baixo peso/ Eutrofico Baixo peso/ Eutrofico Baixo peso/
Sobrepeso/Obesidade Sobrepeso/Obesidade Sobrepeso/Obesidad
N % N % N % N % N % N % GIxG3 G1xG2 G2xG3
APOE-rs429358/
rs7412
-IE2 9 15 4 14 1 5 0 0 12 12 6 11 1,000 1,000 1,000
E3/E3 50 85 25 86 18 95 17 100 88 88 48 89 0,892 0,186 0,212
Total 59 100 29 100 19 100 17 100 100 100 54 100
*P 1,000 1,000 0,869
ABCA4-rs472908
-IG 50 76 37 91 12 57 16 70 64 85 46 87 0,920 0,257 0,214
AA 16 24 4 10 9 43 7 30 11 15 7 13 0,287 0,159 0,773
Total 66 100 41 100 21 100 23 100 75 100 53 100
*P 0,076 0,587 0,815
CFH-rs1061170
-/IC 38 58 26 65 9 45 11 50 52 46 22 35 0,245 0,383 0,066
TT 27 42 14 35 11 55 11 50 60 54 41 65 0,599 0,339 0,567
Total 65 100 40 100 20 100 22 100 112 100 63 100
*P 0,644 0,988 0,186
VEGF-rs3025039
-IT 19 29 12 29 6 29 5 22 23 20 18 28 0,840 0,972 0,926
CcC 47 71 29 71 15 71 18 78 91 80 47 72 0,652 0,168 0,047
Total 66 100 41 100 21 100 23 100 114 100 65 100
*p 0,957 0,861 0,334
VEGF-1570360
-IA 35 54 14 34 11 55 16 73 59 52 32 49 0,069 0,017 0,281
GG 30 46 27 66 9 45 6 27 54 48 33 51 0,341 0,827 0,879
Total 65 100 41 100 20 100 22 100 113 100 65 100
*P 0,074 0,271 0,820

N= ndmero de individuos; APOE= apolipoproteina E; ABCA4= ATP-triphosphate binding cassette transporte sub-family A -member 4; CFH= complemento do fator h;
VEGF= fator de crescimento endotelial vascular; DISL= dislipidemia; Teste de Fisher ou Qui-Quadrado com nivel de significancia para P<0,05.
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3.4 Analise de Expressao Génica

A Figura 12 representa os valores de mediana e quartis dos niveis de expressdao de RNA
para APOE, ABCA4, CFH e VEGF em pacientes com DMRI na forma exsudativa e seca. Notou-se
para 0s respectivos genes acréscimo na expressdo particularmente no grupo com a forma exsudativa,
embora sem diferenca significante em relacdo a forma seca da doenca, destacando-se valor de
mediana para VEGF de 0,85ng/mL (versus 0,68ng/mL; P= 0,215), seguido de ABCA4 com mediana
de 0,71ng/mL (versus 0,36ng/mL; P=0,251), CFH (0,68ng/mL versus 0,34ng/mL; P=0,305) e APOE

(0,36ng/mL versus 0,30ng/mL; P=0,330).
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Figura 12. Representacdo esquematica por “box-plot” de valores de mediana e quartis dos niveis de expressdo de RNA para A) apolipoproteina E
(APOE):  Exsudativa:  Q1=0,235ng/mL; Q3=1,241ng/mL; IQRange=1,006ng/mL; Seca: Q1=0,181ng/mL; Q3=0,505ng/mL;
IQRange=0,324ng/mL. B) ATP-triphosphate binding cassette transporte sub-family A -member 4 (ABCA4): Exsudativa: Q1=0,282ng/mL;
Q3=0,995ng/mL; IQRange=0,712ng/mL; Seca: Q1: 0,243ng/mL; Q3=1,115ng/mL; IQRange=0,879ng/mL; C) complemento do fator H (CFH):
Exsudativa: Q1=0,618ng/mL; Q3=1,163ng/mL; IQRange=0,545ng/mL; Seca: Q1=0,565ng/mL; Q3=1,078ng/mL; IQRange=0,512ng/mL; D) fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF): Exsudativa: Q1=0,618ng/mL; Q3=1,163 ng/mL; 1QRange=0545ng/mL; Seca: Q1=0,565pg/mL;
Q3=1,078pg/mL; IQRange=0,512pg/mL. Teste Mann-Whitney: P>0,05.
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3.5 Dosagem Sérica

Houve diferenca significante entre os grupos em relacdo aos niveis séricos de
apo E, com destaque para pacientes com DMRI exsudativa (mediana=270,6ng/mL),
comparado a forma seca (G2=196,5ng/mL; P<0,0001) e controles (G3=242,8ng/mL;
P=0,035), cujos valores mostraram-se aumentados em relacdo a G2 (P=0,0002, Figura
13).

O grupo com DMRI exsudativa também mostrou valores mais elevados de
ABCR (mediana=0,30ng/mL), comparado a forma seca e controles, cujos valores de
mediana foram semelhantes em ambos os grupos (0,25ng/mL; P=0,003; P<0,0001,
respectivamente; Figura 14).

Para CFH notou-se diferenca entre os grupos de pacientes (G1=1.198,9ng/mL;
G2=859,8ng/mL; P= 0,0069), ambos os valores aumentados em relacdo ao grupo
controle (G3=618,3 ng/mL; P<0,001; P=0,001, respectivamente; Figura 15).

Valores séricos de VEGF mostraram-se semelhantes entre 0s grupos, com
mediana de 277,1pg/mL e 293,7pg/mL em pacientes com DMRI exsudativa e seca,

respectivamente, e 210,8pg/mL nos individuos sem a doenga (P>0,05; Figura 16).
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Figura 13. Representacdo esquematica por “box-plot” de valores de medianas e
quartis dos niveis séricos de apolipoproteina E (apo E) em pacientes com
degeneracdo macular relacionada a idade nas formas exsudativa (G1) e seca (G2), e
individuos sem a doenca (G3). *outlier; G1: Q1=222,9ng/mL;Q3=306,8ng/mL;
IQRange=83,9ng/mL-G2:Q1=174,7ng/mL;Q3=236,6ng/mL;IQRange=61,9ng/mL-
G3: Q1=200,4ng/mL; Q3=292,1ng/mL; IQRange=92,1ng/mL. Teste Mann-Whitney:
G1xG2: P<0,0001; G2xG3: P=0,0002; G1xG3: P=0,035.
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Figura 14. Representacdo esquematica por “box-plot”de valores de medianas e
quartis dos niveis séricos de ATP-triphosphate binding cassette transporte sub-
family A-member 4 (ABCR) em pacientes com degeneracdo macular relacionada a
idade nas formas exsudativa (G1) e seca (G2), e individuos sem a doenca (G3).
*outlier; G1. Q1=0,26ng/mL; Q3=0,36ng/mL; IQRange: 0,10ng/mL - G2:
Q1=0,22ng/mL; Q3=0,37ng/mL; IQRange: 0,15ng/mL - G3: Q1=0,21ng/mL;
Q3=0,3ng/mL; IQRange: 0,09ng/mL. Teste Mann-Whitney: G1xG2: P=0,003;
G1xG3: P<0,0001; G2xG3: P=0,632.
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Figura 15. Representagdo esquematica por “box-plot” com valores de medianas e

quartis dos niveis séricos de fator de complemento H (CFH) em pacientes com

degeneracdo macular relacionada a idade nas formas exsudativa (G1) e seca (G2), e
individuos sem a doenca (G3). *outlier; G1: Q1=688,4ng/mL; Q3=1.745,4ng/mL;
IQRange: 1.056,9ng/mL - G2: Q1=550,0ng/mL; Q3=1.206,3ng/mL; IQRange:
656,3ng/mL - G3: Q1=341,9ng/mL; Q3=868,0ng/mL; IQRange=526,1ng/mL. Teste
de Mann-Whitney: G1xG3: P<0,001; G1xG2: P=0,0069; G2xG3: P=0,001.
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Figura 16. Representagdo esquematica por “box-plot” com valores de medianas e
quartis dos niveis séricos de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) em
pacientes com degeneracdo macular relacionada a idade nas formas exsudativa (G1) e
seca (G2), e individuos sem a doenca (G3). *outlier; G1: Q1=148,0pg/mL;
Q3=459,7pg/mL; IQRange: 311,7pg/mL - G2: Q1=1249pg/mL; Q3=457,9g/mL;
IQRange:332,9pg/mL-G3:Q1=95,1pg/mL;Q3=412,5pg/mL;IQRange=317,4pg/mL.

Teste Kruskal Wallis: P >0,05.
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3.6 Curva Receiver Operator Characteristic

A curva receiver operator characteristic (ROC) foi utilizada para avaliar o
poder discriminativo de cada varidvel. A proteina apoE mostrou-se relevante na
discriminacdo entre G2 e G3 com sensibilidade de 67% e especificidade de 71% [area
sob a curva = 0,70], valor preditivo positivo e negativo de 0,53 e 0,81, respectivamente,
e cutt-of de 208,8 pg/mL. O mesmo ocorreu para a proteina CFH, notou-se relevante na
discriminacdo entre G1 e G2 com sensibilidade de 59% e especificidade de 82% [area
sob a curva = 0,75], valor preditivo positivo de 0,77 e negativo de 0,65,
respectivamente, e cutt-of de 1.014,19 ng/mL. Valores séricos de ABCA4 e VEGF ndo

permitiram diferenciar os grupos (P>0,05).
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3.7 Relacgao entre Dosagem Sérica e Perfil Genético

A Tabela 12 apresenta a distribuicdo da dosagem sérica das proteinas apo E,
ABCR, CFH e VEGF nos grupos de pacientes e controles. A analise intra grupo
mostrou semelhanca entre os gendtipos para cada polimorfismo em todos os grupos
(P>0,05). Porém, na analise entre grupos para ABCA4 notou-se aumento de niveis
séricos de ABCR no heterozito A/G em G1 em relacdo a G2 e G3 (P<0,0001; P=0,0004,
respectivamente). Assim como para A/A em relacdo a G1 e G2 versus G3 (P=0,002;
P=0,015). Em CFH houve prevaléncia de niveis séricos da respectiva proteina em
portadores do gendtipo de risco C/C em G1 versus G2 (P=0,034) e G3 (P=0,011). Além
disso, para o gendtipo selvagem (T/T) niveis elevados foram observados em G1
comparado a G2 (P<0,0001) e G3 (P=0,005). Para APOE notou-se niveis elevados da
proteina apo E e gendtipos APOE*/ 2 em G1 versus G3 (P=0,007), 0 mesmo ocorreu
para APOE*3/3 em G1 e G3 versus G2 (P<0,0001; P=0,0005, respectivamente), assim

como em APOE*/_4 (P=0,007; P=0,034, respectivamente).
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Tabela 12. Valores de mediana, minimo e maximo das dosagens séricas de proteinas (ng/mL/pg/mL) distribuidos de acordo com seus respectivos
gendtipos referentes aos polimorfismos APOE- rs429358/ rs7412, ABCA4-rs472908, CFH-rs1061170, VEGF-rs3025039 e VEGF-rs1570360 em
pacientes com degeneracdao macular relacionada a idade nas formas exsudativa (G1) e seca (G2), e individuos sem a doenca (G3).

Genétipo Gl G2 G3
APOE Mediana Minimo Méaximo P Mediana ~ Minimo Maximo P Mediana Minimo Maximo P P total
-E/2 253,407 188,17 325,94 191,89 191,89 191,89 214,67n 109,12 325,35 <0,05
E3/E3  281,362x 146,17 34525 0739 198,152 140,34 297,74 0,632 247,27 4,50 376,04 0083  2x
_IE4 279,58 168,45 324,20 190,79 22,30 258,36 159,72 15,89 345,40
ABCA4 Mediana Minimo Maximo Mediana Minimo Maximo Mediana Minimo Maximo
G/IG 0,27 0,19 0,48 0,23 0,18 0,64 0,26 0,19 1,17
AIG 0,326Q 0,20 201 o8 023t 0,17 158 0,208 0,250 0,16 L70 0076 o>
AIA 0,300 0,23 1,35 0,28® 0,21 0,65 0,2200® 0,17 1,30
CFH Mediana ~ Minimo Maximo Mediana ~ Minimo  Maximo Mediana Minimo ~ Maximo
C/C 1.292,1¥* 199,81 2.810,3 810,70¥ 88,29 17939 475,63* 219,51 2.353,2
CIT 1.480,6 178,89 295,62 0.958 658,07 324,79 2.475,2 0,424 701,40 97,21 1.666,8 0,5311 <§!l?§5*
TIT 1.131,2§p 295 62 2.924,5 918,088 181,94 2.586,9 620,17p 60,21 1.684,5
VEGF® Mediana Minimo Maximo Mediana Minimo Maximo Mediana Minimo Maximo
T/T R - - - - - _ - -
TIC 296,19 43,88 12841 0407  1.3814 130,4 26324 0571 282,07 3,24 501,82 0858  >0,05
c/C 233,43 33,60 5.183,6 332,39 9,03 813,60 210,56 3,26 754,83
VEGF* Mediana Minimo Maximo Mediana Minimo Maximo Mediana Minimo Maximo
A/A 157,62 139,97 291,74 508,0 92,19 2.632,4 210,83 55,45 754,83
A/G 335,5 33,60 1.284,1 0,376 293,66 9,03 497,78 0,466 177,06 3,24 501,82 0,366 >0,05
G/G 233,43 42,36 5.183,6 332,39 18,98 813,6 225,69 25,39 734,72

Test T; One-Way ANOVA test; Kruskal-Wallis test; Mann-Whitney test; P=nivel de significancia P<0,05; APOE: /E2: GI1xG3: P=007;

E3/E3:G1xG2:P=0,0005/G1xG3:P<0,0001»; ABCR=G/G:G1xG2:P<0,0001£; G1xG3:P=0,0004Q; A/A: G1xG3=P=0,002c0; G2xG3=P=0,015®; CFH= C/C: GI1xG2=
P0,034¥; G1xG3: 0,011*; T/T: G1xG2:=P<0,0001§; G1xG3= P<0,0001B; N= numero de individuos; APOE= apolipoproteina E; ABCA4= AT P-triphosphate binding cassette
transporte sub-family A -member 4; CFH= complemento do fator h; VEGF= fator de crescimento endotelial vascular; VEGF® - r53025039; vecr=1570360.
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3.8 Perfil Lipidico

A Tabela 13 mostra valores de mediana para niveis séricos de CT semelhantes
entre 0s grupos de pacientes e controle (G1=193mg/dL; G2=191mg/dL; G3=213,0
mg/dL, respectivamente; P=0,068), assim como LDLc (109mg/dL;104,3mg/dL;125,6
mg/dL, respectivamente; P=0,072), e TG (137mg/dL;130mg/dL;118,5mg/dL,
respectivamente; P=0,855). Por outro lado, controles mostraram valores mais elevados
de HDLc (mediana=71mg/dL), comparado ao grupo com a forma seca (60mg/dL) e

exsudativa (45mg/dL) (P=0,003; P=0,029, respectivamente).

Tabela 13. Valores de mediana, minimo e méximo para perfil lipidico em pacientes com
degeneracdo macular relacionada a idade nas formas exsudativa (G1) e seca (G2), e
individuos sem a doenca (G3).

Perfil Lipidico Gl G2 G3 p
(mg/dL) (N =47) (N =16) (N =54)

CT
Mediana 193,0 191,0 213,0
Minimo 122,0 144,0 107,0 0,068
Méximo 327,0 236,0 280,0

HDLc
Mediana 45,0° 60,08' 71,0'
Minimo 24,0 33,0 22,0 <0,05
Maximo 80,0 84,0 160,0

LDLc
Mediana 109,0 104,3 125,6
Minimo 43,0 36,0 35,0 0,072
Méaximo 255,0 175,0 206,0

TG
Mediana 137,0 130,0 118,5
Minimo 43,0 54,0 54,0 0,855
Méaximo 561,0 338,0 338,0

P=nivel de significAncia P<0,05; *Teste t; Teste de Mann-Whitney; CT= colesterol total,
HDLc= fracdo de colesterol de lipoproteina de alta densidade; LDLc=fracdo de colesterol de
lipoproteina de baixa densidade; TG=triglicérides; N=numero de individuos; G1xG2:
P=0,0038; G2xG3: P=0,029%.
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A Tabela 14 apresenta a distribuicdo de perfil lipidico alterado nos grupos de pacientes e
controles. Notou-se semelhanca entre os grupos para todas as variaveis, exceto CT com maior
frequéncia de valores elevados nos controles (63%), comparado a pacientes com DMRI
exsudativa (40%; P=0,039). A frequéncia de niveis reduzidos de HDLc destacou-se entre as
mulheres do grupo com DMRI exsudativa (30%) e controles (24%), com diferenca significante

entre ambos (P=0,0006), e a forma seca da doenca (P=0,013; P=0,030, respectivamente).

Tabela 14. Frequéncia de perfil lipidico alterado em pacientes com degeneragdo macular
relacionada a idade nas formas exsudativa (G1) e seca (G2), e individuos sem

a doenca (G3).
Perfil Lipidico Gl G2 G3 “p
(mg/dL) N= 47 N= 16 N= 54
N % N % N % GIxG2 G2xG3 G1xG3
CT>200 19 40 6 37 34 63 0836 0128 0,039
LDLe >130 14 30 4 25 26 48 0963 0175 0,093
HDLc
Feminino 14 30 0 0 13 24 0013 0030 0,0006
(<50)
(<40)
TG >150 18 38 6 37 20 37 0954 0,973 0,896

P=Nivel de significancia <0,05; *Teste Qui-quadrado ou Fisher; CT=colesterol total, HDLc= fracdo de
colesterol de lipoproteina de alta densidade; LDLc=fracdo de colesterol de lipoproteina de baixa
densidade; TG=triglicérides; N=ntmero de individuos.



Resultados
69

3.9 Relacao de APOE-rs429358/rs7412 e ABCA4-rs472908 com Perfil Lipidico

As Tabelas 15 e 16 apresentam valores de mediana para CT, HDLc, LDLc e TG,
considerando os polimorfismos de APOE (genétipos APOE*/_2 e APOE*3/3) e ABCA4 (/G e
A/A), respectivamente. A andlise intra grupo mostrou semelhanca nos valores de perfil lipidico
entre os genotipos de APOE em todos os grupos (Tabela 15; P>0,05). Para ABCA4, em G3
houve aumento nos niveis de LDLc em portadores de genétipos /G (mediana=152mg/dL),
comparado a A/A (53mg/dL; P=0,0006; Tabela 16). Na analise comparativa entre 0s grupos
notou-se prevaléncia de niveis aumentados de HDLc na presenca de APOE*3/3 em G3
(73mg/dL), comparado a G1 (46mg/dL; P<0,0001) e G2 (60mg/dL; P=0,020), como também
de LDLc em G3 (130mg/dL) versus G2 (105,2mg/dL; P=0,033). Para ABCA4 houve
semelhanca na distribuicdo do perfil lipidico entre os grupos para ambos os genotipos (_/G e

A/A) (P>0,05).
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Tabela 15. Valores de mediana, minimo e maximo para perfil lipidico distribuidos de acordo com os genétipos para o
polimorfismo APOE-rs429358/ rs7412 em pacientes com degeneragdo macular relacionada a idade nas formas
exsudativa (G1) e seca (G2), e individuos sem a doenca (G3).
G1 (N = 45) G2 (N =15) G3 (N =39)
Perfil Lipidico P
(ma/dL) E-12(a) E3/E3(b) P E -/2(c) E3/E3 (d) E-12 (e) E3/E3 (f) P total
N=6 N=32 N=0 N=13 N=6 N=37
CT
Mediana 200,5 192,0 - 193,0 223,5 219,0
Minimo 134,0 122,0 0,836 - 1440 131,0 123,0 0,648 0,824
Méaximo 210,0 327,0 - 236,0 278,0 280,0
HDLc
Mediana 46,0 46,048 - 60,08 48,0 73,04
Minimo 30,0 24,0 0,492 - 33,0 38,0 22,0 0,604 0,027£8
Méaximo 68,0 80,0 - 83,0 55,0 160,0
LDLc
Mediana 1115 1115 - 105,2¥ 143,5 130,0¥%
Minimo 73,0 43,0 0,593 - 60,0 71,0 35,0 0,186  0,034¥
Méaximo 138,0 255,0 - 143,0 206,0 206,0
TG
Mediana 157,5 103,5 - 121,0 138,0 127,0
Minimo 95,0 46,0 0,242 - 54,0 72,0 55,0 0,899 0,416
Méaximo 295,0 561,0 - 243,0 227,0 338,0

Test T; One-Way ANOVA test; Kruskal-Wallis test; Mann-Whitney test; P= nivel de significancia P<0,05; HDLc: bXf- P=
0,020%; bXd- P<0,00018; LDLc: dXf- P=0,033¥; CT=colesterol total, HDLc= fracdo de colesterol de lipoproteina de alta
densidade; LDLc=fracdo de colesterol de lipoproteina de baixa densidade; TG=triglicérides; N= nimero de individuos; APOE=
apolipoproteina E.
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Tabela 16. Valores de mediana, minimo e méaximo para perfil lipidico distribuidos de acordo com os genétipos para o
polimorfismo ABCA4-rs472908 em pacientes com degeneracdo macular relacionada a idade nas formas exsudativa (G1)
e seca (G2), e individuos sem a doenca (G3).
Perfil G1(N=45) G2 (N =15) G3 (N =39)
Lipidico G (a) AJA (b) P G () AJA (d) P /G (e) AA (f) o P
(mg/dL) total
N= 37 N=8 N=11 N=4 N=37 N=2
CT
Mediana 191,0 204.5 200,5 164,5 212,0 209,0
Minimo 122,0 135,0 0,154 1440 150,0 0,281 107,0 155,0 0,874 0,360
Maximo 327,0 270,0 236,0 190,2 279,0 263,0
HDLc
Mediana 50,0 40,0 61,0 59,0 22,0 102,5
Minimo 29,0 24,0 0,162 34,0 33,0 0,949 51,0 45,0 0,339 0,153
Maximo 80,0 49,0 83,0 84,0 80,0 160,0
LDLc
Mediana 107,0 112,0 108,7 86,5 125,2 53,0
Minimo 43,0 86,0 0,237 60,0 36,0 0,255 51,0 35,0 0,006 0,233
Maximo 255,0 161,0 175,0 114,0 206,0 71,0
TG
Mediana 112,0 180,0 119,0 155,6 116,8 180,0
Minimo 46,0 43,0 0,331 54,0 111,0 0,411 54,0 165,0 0,242 0,516
Maximo 255,0 561,0 338,0 161,0 333,0 195,0

Test T; One-Way ANOVA test; Kruskal-Wallis test; Mann-Whitney test; P=nivel de significancia P<0,05; CT=colesterol total, HDLc= fracdo de
colesterol de lipoproteina de alta densidade; LDLc=fracdo de colesterol de lipoproteina de baixa densidade; TG= triglicérides; N= nimero de

individuos; ABCA4= ATP-triphosphate binding cassette transporte sub-family A -member 4.
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4. DISCUSSAO

A DMRI, nas formas exsudativa e seca, foi avaliada no presente estudo
considerando genes relacionados com metabolismo lipidico, angiogénese e inflamacéo,
além de fatores associados a doenca como idade, sexo, tabagismo, consumo de bebidas
alcoolicas, dislipidemia, HAS e IMC.

Perfil Genetico

Neste estudo, assim como em outras casuisticas,*****® n&o se confirma a
associacdo do polimorfismo APOE-rs429358/rs7412 com DMRI, discordando de outros
autores. 2614 O gendtipo APOE*3/3, assim como o alelo APOE*3 destacou-se em
pacientes e controles, corroborando outros estudos.®*%% Ha referéncia, ainda, de
frequéncia mais elevada do alelo APOE*3, particularmente nos individuos sem a
doenca.®® 14819 Ressalta-se, em relacdo a divergéncia entre os estudos, além do
tamanho amostral, também a etnia das diferentes populac6es. Nesse contexto, destaca-
se 0 carater miscigenado da casuistica ora estudada, tendo em vista que a populacdo
brasileira é constituida, principalmente, por individuos de origem amerindia, africana e
europeia.®”

Em estudo de meta-analise o alelo APOE*4, mesmo em heterozigose, mostrou
efeito protetor,™®™ o que ndo foi observado no presente estudo. J& APOE*2, é
considerado alelo de risco para DMRI,®1146-147:152) hg entanto, isso néo foi evidenciado
entre os grupos de pacientes com DMRI nas formas exsudativa e seca, corroborando
outros estudos, H44145:153-155)

O carater protetor de APOE*4 pode ser explicado considerando que,
diferentemente de APOE*2 e APOE*3, essa proteina ndo tem residuos de cisteina na

posicdo 112 e 158, o que impede a formacao de pontes dissulfeto com outras proteinas,
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como ocorre na ligagéo entre apo E3 e apo A-11 na HDL.*%® Nesse caso, a incapacidade
de apo E4 para formar dimeros com outras proteinas presentes na HDL, facilita o
transporte dessa lipoproteina na MB, dado seu tamanho pequeno, permitindo, assim, a
prevencdo de drusas,****” o que poderia ser otimizado, portanto, na presenca de apo
E4.

Este estudo mostrou associacdo do polimorfismo ABCA4-rs472908 e DMRI. O
gendtipo de risco (G/G) prevaleceu na combinacdo dos grupos de pacientes com DMRI
exsudativa e seca em relacdo ao grupo controle. Por outro lado, 0 homozigoto selvagem
(A/A) prevaleceu naqueles com DMRI seca, comparado aos demais grupos, enquanto o
genotipo heterozigoto A/G destacou-se no grupo controle, sugerindo protecdo para a
doenca. Reconhecidamente, mutaces em ABCA4 ocasionam uma variedade de doencas na
retina, 8% tendo em vista que podem acarretar deposicdo de compostos toxicos na retina,
acmulo de drusas e atrofia do EPR.%) Essas alteracdes resultam na perda de funcdo de
fotorreceptores e comprometimento da visao. 49

Esses dados corroboram estudo realizado em 15 centros (sete nos Estados
Unidos e oito na Europa) (Allikmets & International ABCR Screening Consortium,
2000),"%Y com 1.218 individuos portadores de DMRI e 1.258 controles. Nesse caso,
houve prevaléncia do polimorfismo ABCA4-rs472908 em pacientes (1,56%),
comparado ao grupo controle (0,32%). No entanto, sua influéncia no desenvolvimento
da doenca ainda é controversa. (6263

Notou-se, também associacdo do polimorfismo CFH-rs1061170 (homozigoto
mutante C/C) com DMRI nas formas seca e exsudativa, assim como em outros

estudos.®%41%®) Nesse caso, pacientes com DMRI portadores do alelo de risco estdo pré-

dispostos a um processo "pré-inflamatério”.**” Por outro lado, a prevaléncia do
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gendtipo selvagem T/T nos controles, corroborando estudo de Sepp et al.(2006),%®
ressalta o carater protetor do alelo T para a doenca.

Reconhecidamente, alteracbes genéticas na via alternativa do sistema
imunolégico podem desencadear processo inflamatério.®®” Diversos relatos mostram o
polimorfismo CFH-Y402H (rs1061170), no qual uma tirosina é substituida por uma
histidina, relacionado a risco maior para ambas as formas de DMRI, inicial¢®6917D ¢
tardia (exsudativa e seca).‘*17217® No entanto, estudo em 158 pacientes com a forma
inicial da doenca ndo evidenciou associagdo com CFH,*™ assim como em coortes de
japoneses com DMRI neovascular.*"®*"" Adicionalmente, ha referéncia de outras
variantes de CFH, além de Y402H, associadas com ambas as formas inicial e avancada
da doenga.(172,178-179)

Ressaltam-se, ainda, dois polimorfismos de VEGF (rs1570360 e rs3025039) com
resultados divergentes neste estudo, sendo que apenas VEGF-rs1570360 mostrou
associacdo com DMRI. Estudo de meta-analise**> também n&o observou associacdo de
VEGF-rs3025039 com a doenca em casuisticas chinesa®™® e caucasiana,®® cujos
resultados sdo discordantes de outro estudo.*®? Nesse caso, a estreita ligacdo (D’=0,99)
entre o referido polimorfismo e outro SNP presente no gene do fator H do sistema
complemento (CFH-rs1061170), que tem mostrado associacdo com DMRI, >89
poderia explicar essas divergéncias.

As frequéncias observadas de genotipos e alelos para VEGF-rs3025039 néo
diferiram entre os grupos, corroborando estudos em populagbes caucasiana (alelo
C=0,80)"®Y e chinesa (alelo C=0,85).%9 Entretanto, observou-se decréscimo na

frequéncia do alelo 936T, comparado a populacdes grega (0,116),"®% austriaca

(0,16)*% e chinesa (0,19)."®® Reconhecidamente, na populagio brasileira, resultante
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do cruzamento étnico de europeus, amerindios e africanos e, ainda, entre ancestrais
europeus vindos de Portugal, sequidos de italianos, espanhdis e alemaes,™*® ha ampla
diversidade na contribuicdo genética oriunda de cada grupo. Desse modo, torna-se
dificil a interpretacdo étnica, exigindo estudos com abrangéncia das diferentes regides
brasileiras.

Em relacdo a VEGF-rs1570360, o gendtipo mutante A/A prevaleceu nos
pacientes com DMRI seca, comparado aos demais grupos. O que pode ser esclarecido,
uma vez que VEGF participa de mecanismos relacionados a fisiopatologia da doenca,
envolvidos no crescimento de neovasos. No entanto, ha controvérsias, sendo que,
diferente deste estudo, o gendtipo mutante A/A foi associado com DMRI exsudativa,*&”)
enquanto em outro n&o houve associacdo com as formas inicial e tardia da doenca. %%

Neste estudo, os grupos apresentaram diferentes distribuices genotipicas para
os polimorfismos analisados de acordo com o padrdo do equilibrio de HW. Estudos do
tipo caso-controle, em anélise de diversos polimorfismos genéticos, também relatam
auséncia desse padréo.*®1%) A escolha da casuistica, ndo representativa da populacéo
geral em relacdo a diversas variaveis, poderia interferir na distribuicdo dos genétipos.
Na verdade, a auséncia do equilibrio de HW seria esperada para um amplo grupo de
doencas genéticas, considerando a contribuicdo dos genes, apesar de modesta, para
doengas complexas, o que provavelmente ocorreu neste estudo para os polimorfismos
estudados. No entanto, tendo em vista o grande nimero de estudos de genes candidatos
em diferentes casuisticas, mostra-se escasso 0 numero de marcadores genéticos sem o
padrdo de equilibro de HW, suspeitando-se que investigadores desconsiderem esses
resultados, desprezando informacdes valiosas para identificar polimorfismos

casuais.*8
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Perfil Demogréfico, Habitos de Vida e Fatores Genéticos

Houve diferenca entre os grupos com relacdo a idade, sendo que pacientes
(forma exsudativa e seca) apresentaram faixa etaria mais avancada, o que era esperado.
Reconhecidamente, no decorrer da idade ha aumento de fatores de risco relacionados a
doenca como estresse oxidativo,®6265-66191192) ajam de HAS, ¥ presente neste estudo
particularmente no grupo com DMRI exsudativa. Tal resultado corrobora estudo de
meta-analise com prevaléncia (9% a 25%) de DMRI entre 65 e 75 anos, em populacao
europeia.®® Outra meta-analise, em populacdo caucasiana, mostrou 1,4% dos
individuos afetados com 71 anos, aumentando para 5,6% aos 80 e 20% aos 90.(1%5-1%)

Em relacdo ao género, assim como no estudo de Marano et al. (2014),“”) ndo
houve diferenca em ambos os grupos de pacientes. Porém, outros estudos observaram
maior frequéncia de DMRI no sexo feminino.*%%) Meta-analise recente mostrou
elevada incidéncia anual de DMRI tardia em mulheres, comparado a homens.®*® Dados
estes, particularmente em DMRI exsudativa, sdo sustentados com base em estudos
prospectivos®™® 2929 e sugerem efeito protetor do hormdnio estrogénio que reduz a
degeneracdo do tecido vascular e da retina.?®? Entretanto, estudos isolados sdo
insuficientes para constatar diferenca significante entre homens e mulheres.

Este estudo encontrou associacdo entre tabagismo e DMRI exsudativa,
comparado aos demais grupos, corroborando diversos estudos.®*?%® Fato este ja
esperado, uma vez que o uso do cigarro contribui negativamente com varios processos
envolvidos na doenca, como desregulacdo endotelial, angiogénese, alem de promover a

C.U&77 19 porgm, existe

producdo de VEGF e acarretar o desenvolvimento de NV
controvérsia, como no estudo de Coleman et al. (2010)®¥ em que néo foi constatada

associacéo entre tabagismo e DMRI.
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Além disso, no presente estudo, houve menor frequéncia de tabagistas com
gendtipos de risco (APOE*_/2) para APOE-rs429358/rs7412 em relacdo a APOE*3/3,
nos controles contribuindo na protecdo contra a doenca. Por outro lado, no grupo com
DMRI exsudativa e tabagismo prevaleceram os genétipos APOE* /2 em relacdo ao
grupo controle.?®® O mesmo ocorreu para VEGF-rs1570360, com maior frequéncia de
tabagistas com genotipos de risco /A, em relagdo a DMRI seca e controles Nesse caso,
o risco conferido a tabagismo pode ser potencializado pelos gendétipos de risco,
influenciando no desenvolvimento da doenca.

Com relacdo ao polimorfismo ABCA4-rs472908, o gendtipo de risco prevaleceu
nos fumantes com DMRI exsudativa em relacdo a forma seca, no entanto, isso também
ocorreu na presenca do alelo selvagem, indicando nesses pacientes o tabagismo como
fator de risco, independente dos genotipos de risco Para o polimorfismo CFH-
rs1061170, por outro lado, houve maior frequéncia de tabagistas e gendtipo selvagem
T/T em DMRI exsudativa, comparado a controles e DMRI seca, desse modo, ressaltando
também o tabagismo como fator de risco para a doenca independente de CFH-
rs1061170.°* O mesmo ocorreu para o polimorfismo VEGF-rs3025039, indicando risco
para habito tabagista.

Neste estudo, o consumo de bebidas alcodlicas ndo se associou com DMRI,
assim como na casuistica avaliada por Coleman et al. (2010).%°Y Porém, Klein et al.
(2002)®? relataram aumento do risco para a doenca, particularmente com consumo
excessivo de alcool. Ressalta-se, nesse caso, o fato do &lcool ser uma neurotoxina capaz
de induzir o aumento do estresse oxidativo, ou até modificar os mecanismos de

protecdo, além de estimular a angiogénese. 2%
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Por outro lado, neste estudo, o grupo com DMRI exsudativa apresentou
frequéncia elevada de etilismo e o alelo de risco para VEGF-rs3025039, comparado a
nao-etilistas sugerindo, nesse caso, a potencializacdo do risco para a doenca.®? Em
contrapartida, para CFH-rs1061170 observou-se menor frequéncias de etilistas com
gendtipos de risco em DMRI exsudativa comparado a controles, assim como o genétipo
selvagem (T/T) em DMRI exsudativa e seca, sugerindo a influéncia dos genotipos de

risco para a doenca.®¥

Comorbidades, Perfil Lipidico e Fatores Genéticos

Houve associagdo entre HAS e DMRI exsudativa, mas ndo com a forma seca da
doenca. Na literatura ha inconsisténcia,®® sendo que alguns estudos mostram fraca
associacdo,®®” enquanto em outros isso ndo ocorre.®>*¥ No estudo Age-Related Eye
Disease Study (2010), individuos com hipertensdo apresentaram 1,5 vez mais chance de
desenvolver DMRI neovascular, quando comparado com aqueles sem hipertensdo. Ha
hipotese de que o aumento da pressdo arterial ocasiona danos na circulacdo da coroide
afetando o EPR, o que poderia explicar essa associacdo."® Porém, ndo ha dados de
ensaios clinicos randomizados comprovando a eficacia da reducdo da pressédo arterial em
reduzir a progressao da DMRI.

A analise intragrupo dos polimorfismos ABCA4-rs472908 e VEGF-rs3025039
mostrou para DMRI exsudativa destaque dos genotipos de risco na HAS em relacéo a
ndo-HAS.®%® O mesmo ocorreu para ABCA4-rs472908 na andlise entre 0s grupos,
prevalecendo em DMRI exsudativa gendtipos de risco /G e HAS em relacdo aos
controles, indicando que a presenca desses dois fatores pode potencializar o risco para a

doenca.
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Por outro lado, na analise entre os grupos, para APOE-rs429358/rs7412 notou-se
prevaléncia de hipertensos e genotipo APOE*3/3 em DMRI exsudativa, comparado ao
grupo controle e seca. O mesmo ocorreu para os polimorfismos CFH-rs1061170 e
VEGF-rs3025039, com prevaléncia dos respectivos gendtipos selvagens e HAS
comparado a forma seca e controles, conferindo maior risco a hipertensdo no
desenvolvimento da doenca.®?

Em relacdo a dislipidemia, também avaliada neste estudo, postula-se que o
colesterol pode ser obtido de fontes sistémicas e reciclado no interior da retina, cujo
processo é completado por meio da circulacdo de lipidios no sangue. Assim, 0S
bastonetes da retina sdo capazes de utilizar ambos os lipidios provenientes do figado e
lipidios reciclados a partir do EPR,®"2%) o que justificaria a relacéo entre niveis séricos
elevados de colesterol e DMRI, o que ndo foi observado neste estudo, corroborando
alguns autores,®***1"® e discordando de outros.(?%7210-211)

No entanto, este estudo mostrou valores elevados de HDLc particularmente no
grupo controle, corroborando outro estudo,****" sugerindo acréscimo de HDLc como
fator protetor para DMRI. No entanto, alguns autores ndo confirmam essa
associacao, **%?1 enquanto outros conferem maior risco para a doenca relacionado a
niveis séricos elevados de HDLc.*>21421%)

Particulas de LDL (55%), seqguido de HDL (33%) e VLDL (10%) séo
responsaveis pelo transporte dos carotendides luteina e zeaxantina, presentes em
vegetais folhosos verdes, milho, abébora, brécolis, ervilha e gema de ovo.#5%" Além
de funcdo antioxidante, esses carotenodides apresentam potencial para aumentar a

densidade de pigmento macular®® contribuindo, portanto, para filtragem e absorcéo da
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luz azul. Desse modo, a HDL € alvo de investigacdo pelo possivel papel-chave na
protecdo contra a DMRI.?

Nesse contexto, é possivel que alteracdes no metabolismo do colesterol, em
particular na HDL, influenciem no acimulo de drusas e, consequentemente, no
desenvolvimento de DMRI. 1sso sugere que o aumento de niveis de HDLc associado a
uma dieta rica em carotendides poderia interferir na progressdo da doenca
particularmente nos pacientes em tratamento contribuindo, portanto, para seu
prognostico. Desse modo, niveis reduzidos de HDLc poderiam conferir risco para a
doenca, contatado neste estudo.

Postula-se que o colesterol pode ser obtido a partir de fontes sistémicas e reciclado
no interior da retina, cujo processo é completado por meio da circulacdo de lipidios no
sangue. Assim, os bastonetes da retina sdo capazes de utilizar ambos os lipidios
provenientes do figado e lipidios reciclados a partir do EPR.®72%20%220) Emy nosso estudo
observamos niveis aumentados de colesterol nos controles em relacdio a DMRI seca e
exsudativa, corroborando alguns autores,*****™ e discordando de outros.?*"#%?D Niveis
reduzidos de HDLc foram observados no sexo feminino, corroborando estudo de Stefanick
(1998)??Y) fato este que pode ser explicado pela faixa etaria das mulheres e sua relacdo com
a menopausa.

Neste estudo avaliou-se a associacdo do perfil lipidico com o polimorfismo
APOE-rs429358/rs7412, tendo em vista que a apo E tem funcdo no metabolismo de
lipoproteinas séricas ricas em TG (quilomicrons e LDL), além de sua relacdo com
HDL.?*%"222 Em nosso estudo notou-se menor frequéncia do gendtipo APOE*3/3 e
dislipidemia no grupo com DMRI exsudativa em relacdo a forma seca e controles,

sugerindo a presenca de outros fatores envolvidos na doenca. Por outro lado, prevaleceram
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niveis elevados de HDLc na presenca de APOE*3/3 nos controles em relacdo aos demais
grupos, assim como também para LDLc nos controles em relacdo a DMRI seca. Ressalta-
se que APOE*3 e, principalmente, APOE*4 apresentam afinidade com o receptor de
membrana apoB/E, enquanto APOE*2 € resistente a ligacdo, o que influencia niveis séricos
de CT, LDLc e TG.®??® Desse modo, os genétipos de APOE- rs429358/rs7412 poderiam
contribuir para variacdes nos niveis de lipidios séricos e, consequentemente, sua maior
deposicdo no EPR, formando drusas.®”

Para ABCA4 notou-se semelhanca na distribuicdo do perfil lipidico em todos os
grupos estudados, o que deve ser esclarecido, pois estudos com este gene sdo escassos,
particularmente para o polimorfismo ABCA4-rs472908, e perfil lipidico € inexistente,
tornando este estudo inédito.

N&o houve associagédo entre IMC e DMRI, assim como no estudo de Klein et al.
(2003) em que avaliaram obesidade e incidéncia de DMRI nas formas inicial e tardia
da doenca. Ja Klein et al. (2010)®"® encontraram associagdo na forma seca da doenca,
mas ndo com DMRI exsudativa ou inicial. Ainda, ha referéncia de maior risco de DMRI
tardia (OR 2,35 - IC 95%; 1,27 - 4,34) em individuos com obesidade (IMC de pelo
menos 30 kg/m?), em comparacéo aqueles com IMC <25kg/m?2. #?42%) postula-se que a
ingestdo caldrica excessiva induz a danos oxidativos e, ainda, o aumento da
circunferéncia da cintura também esta relacionado com processo inflamatorio,

mecanismos envolvidos no desenvolvimento da DMRI.??®
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Expressdo Génica

Ao comparar a expressdo génica nos pacientes com DMRI seca e exsudativa,
ndo foi observada diferenca nos genes APOE, ABCA4, CFH e VEGF, destacando-se
entre eles o envolvimento no metabolismo de lipidios, angiogénese e processo
inflamatdrio. Porém, notou-se acréscimo na expressdo de todos, particularmente, na
DMRI exsudativa, a forma mais grave da doenca. Ressalta-se a auséncia de estudos
semelhantes na literatura especializada avaliando a expressao dos referidos genes em
sangue periférico, como realizado neste estudo, e possivel contribuicdo e associacdo
com a doenca.

Estudos de associacdo de genoma identificaram varios genes relacionados com
DMRI e examinaram seus niveis de expressao. Dos genes previamente associados com
DMRI, APOE mostrou medianas semelhantes entre caso e controles, mas VEGF e CFH
mostraram associacdo com a doen(;a.(227) Em nosso estudo, para ABCA4, notou-se
semelhanca entre os grupos para expressao de RNA em sangue periférico. Estudo com
ratos albinos analisou a expressdo do gene ABCA4, sugerindo que o acumulo de A2E
ocasionaria 0 estresse oxidativo e ativacdo do complemento.??® Assim, doenca de
Stargardt e DMRI podem apresentar componente inflamatério em sua
fisiopatogenia.®*®

Uma das limitagdes deste estudo foi a inacessibilidade ao tecido ocular para a
realizacdo das analises de expressdo génica, tratando-se de uma via invasiva para
pacientes com DMRI exsudativa e seca. Desse modo, realizamos analise do sangue
periférico com resultados ainda inexistentes na literatura consultada, tornando inédito.

Nesse contexto, o estudo de subgrupos de pacientes, com delineamento prospectivo,
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considerando tipo e tempo de tratamento poderia esclarecer mecanismos moleculares

relacionados a ambas as formas da doenca.

Dosagens Séricas

Este estudo mostrou niveis séricos de apo E reduzidos na forma seca em relacao
aos demais grupos, discordante de Abalain et al. (2002)®*® que encontraram
concentracdo aumentada de apoE em DMRI, comparado ao controle. Nosso estudo
incluiu todos os tipos de DMRI, enquanto Klaver et al. (1998)®? consideraram apenas
pacientes com a forma exsudativa da doenca. De acordo com Utermann et al.
(1980),%%Y o alelo APOE*4 de APOE esté relacionado com reducdo da concentracéo
sérica de apo E, enquanto o alelo APOE*2 com niveis séricos elevados de apo E em
comparacdo com o alelo APOE*3. Tal relacdo ndo foi demonstrada em nesta casuistica,
indicando que os alelos de APOE nédo influenciaram nos niveis séricos.

Em relag&o aos niveis sericos de ABCR valores mais elevados foram observados
no grupo com DMRI exsudativa, comparado aos demais grupos. Ainda, na sua relagdo
com gendtipos notou-se aumento de niveis séricos e genoétipo heterozito A/G em DMRI
exsudativa, comparado aos demais grupos. O mesmo ocorreu para genétipo selvagem
A/A, sugerindo o envolvimento de outros fatores nos niveis séricos de ABCR.

Este estudo encontrou niveis séricos aumentados de CFH em DMRI exsudativa e
seca em relacdo aos controles, 0 que era esperado, uma vez que existe a possibilidade de
um componente inflamatério na DMRI.®® Esses resultados corroboram o estudo de
Scholl et al. (2008).%*? Qutro estudo na populagdo Norte da india mostrou niveis
séricos de CFH semelhantes entre DMRI seca e exsudativa e, ainda, ambos tinham

niveis reduzidos comparado aos controles,*® o que foi observado também por Dhillon
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et al. (2010).%*) A relagéo entre niveis séricos de CFH e gendtipos, mostrou acréscimo
em pacientes com DMRI exsudativa e genotipo de risco (C/C), em relagdo a DMRI
seca, 0 mesmo ocorreu na presenca do gendtipo selvagem (T/T), sugerindo a
contribuicdo de outros fatores para niveis séricos de CFH.

Niveis séricos de VEGF mostraram-se semelhantes entre os grupos, de acordo
com estudo da populacdo europeia,®> e em contraste com os resultados apresentados
para a populacdo asiatica.®*® No estudo de Haas et al. (2011)®" niveis séricos de
VEGF165 ndo mostraram diferencas significantes entre DMRI exsudativa e controles.
Enquanto outro estudo demonstrou niveis plasmaticos mais elevados de VEGF165 em
pacientes com DMRI neovascular em relacdo a controles,*® enquanto Tsai et al.
(2006)®*®) mostraram-fraca associago.

Nesse contexto, torna-se necessario enfatizar os procedimentos terapéuticos
utilizados na tentativa de retardar a progressao da deficiéncia visual por DMRI, embora
com sucesso comprovado. Destacam-se 0os medicamentos com efeito inibidor sobre
VEGF, incluindo o bevacizumab, um anticorpo monoclonal da classe 1gG1 contra
VEGF humano, um intra-vitreo aplicado para o tratamento de DMRI, que pode penetrar
na circulagdo sanguinea, com consequente reducdo dos niveis séricos de VEGF.®9 No
presente estudo, todos 0s pacientes com DMRI j& estavam em tratamento para a doenca,
recebendo injecdes intravitreas de bevacizumab ou ranibizumab, que se destacam como
tratamento farmacoldgico de sucesso, mantendo os niveis de VEGF nos limites de
referéncia.

Em nosso estudo no célculo de sensibilidade e especificidade, notou-se diferenca
entre DMRI seca e o0 grupo controle. Nesse caso, nivel sérico de apo E destacou-se com

sensibilidade de 67% e especificidade de 71%, com valor de corte 208,8 pg/mL. Assim,
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como para nivel sérico de CFH, com diferencas entre os grupos com DMRI exsudativa
e seca, apresentando sensibilidade de 59% e especificidade de 82%, com valor de corte
de 1.014,19 pg/mL. O estudo de Martinez-Barricarte et al. (2012)**® mostrou valores
de sensibilidade e especificidade de CFH aproximadamente 70%, assim como o estudo
de Seddon et al., 2009®9 com sensibilidade de 83% e especificidade de 68%. Esses
resultados indicam que o desenvolvimento da DMRI pode ser detectado a partir do
aumento dos niveis séricos de apo E e CFH. Essa andlise estatistica resume a validade

clinica de um teste diagndstico ou prognéstico.*?
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5. CONCLUSOES

Este estudo permite concluir que:

1. DMRI associa-se com perfil genético relacionado com metabolismo de lipidios,
inflamacdo e angiogénese representado por gendtipos de risco para
ABCA4(rs472908), CFH (rs1061170) e VEGF (rs1570360), mais evidente na
DMRI na forma seca, enquanto CFH (homozigoto selvagem) parece ser fator de
protecdo contra DMRI.

2.  Tabagismo e HAS associam-se particularmente com DMRI exsudativa e este risco
pode ser potencializado quando estes fatores estao relacionados com alelo mutante
de APOE (rs429358/rs7412), ABCA4 (rs472908) ou VEGF (rs3025039/
rs570360).

3. Expressdo génica de APOE, ABCA4, CFH e VEGF no sangue periférico nédo
diferencia as formas seca e exsudativa da DMRI.

4.  Nivel sérico elevado de apo E, ABCR e CFH, particularmente na presenca do
alelo mutante, associa-se com DMRI, destacando-se apoE e CFH, cujos valores de
especificidade e sensibilidade parecem conferir relevancia clinica.

5. Perfil lipidico ndo se relaciona com gendtipos de risco para as variantes analisadas
(APOE e ABCA4), entretanto niveis reduzidos de HDLc parecem conferir maior
risco para DMRI exsudativa, particularmente em mulheres, enquanto niveis

elevados de HDLc podem representar protecao para a doenca.
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7. ANEXOS
"'i“:a-i FACULDADE DE MEDICINA DE SAO JOSE DO RIO PRETO
.3 c Autarsa Exsadual - Lel n* 8280 de 2700054
Nb;,a-'

Parecer n® 57375

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O projeto de pesquisa CAAE n® 02711112.0.0000.5415 sob a
responsabilidade de Rubens Camargo Siqueira, com o titulo “Influéncio da
expressdo génica e de variantes genéticas envolvidas com a vasculatura e
metabolisme lipidico na degeneragdo mocular relacionada & Idade” =std de
acordo com a reselugdo do CNS 196/96 e foi aprovado por esse CEP.

Lembramos ao senhor(a) pesquisador(a) que, no cumprimento da
Resoluco 251/97, o Comité de Etico em Pesquisa em Seres Humanos (CEP)
deverd receber relatérios semestrais sobre 0 andamento do Estudo, bem
como a qualquer tempo e a critérie do pesquisador nos casos de relevancia,
além do envio dos relates de eventos adversos, com certeza para
conhecimento deste Comité. Salientaios ainda, o necessidade de relatério
completo ao final do Estudo. \

Avenida Brigadeiro Faria Lima, 5416 - CEP 15090-000 - Sio José do Ria Prato - SP - Brasi
Tal {17) 32048700 « Fax {17) 32261777 - www.(&morp. O
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TEEMO DE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCLARECIDO

Dados de identificacio do paciente Amostra
Nome: Seno Data de pascimento
Prontuario Telefone

Dados sobre a pesquisa cientifica:

Titlo do projeto; “Fatores Genéticos Relacionades a Lipidios, Angiogénese e Inflamacio na Degeneracio Macular Relacionada a
Idade™

Pesguizador: Prof Dr. Fubens Camargo Sigqueira

Instimiigio: Faculdade de Medicina de S0 José do Rio Preto Endereqo: Avenida Brizadeiro Faria Lima, 5416

Viocs esta sendo convidado (3) a participar de wms pesquisa intinilads “Influéncia da expressdo génica e de varisntes genéticas envolvidas
com a vasculanura e metabolismo lipidico na degeneragio macular relacionada & idade™. Essa pesquisa inchui pacientss com diagnostico
de degeneracio macular relacionada 3 idade (doenga do olbo) e também paciente sem a doenga, e é importante para verificar se existem
substincizs alteradas nas suas célnlas relacionadas com o olho. Sua paricipagio consista em autorizar & permuiti que seja realizads wms
coleta de ums pequens amostra de sangue feito amaveés de ums veis periférica (pungdo venosa), para fazer exames bicquimicos e
genéticos. Os testes gendticos serio para identificar os seguintes genes: VEGE, APOE, CFH = ABCA4 os quais podem suxiliar na
identificagdo de pacientes com sucetibilidade a desenvolver a degeneragio macular relacionsda 3 idade. Além disso, serd também
analisado o perfil lipidico do paciente {doszgem de gordura no sangue, como o colesterol total e suas fFraghes assim como triglicéridas)
para verificar 2 existéncia de associagdo entre essas gorduras e o5 genes acima citades no deseavelvimento da degeneragio macular
relacionada 3 idade(DMEI). O seu nome munca sera divalzzde, ofs) pesquisadon(es) ira{do) tratar a sus identidade com padres
profissionais de sigilo. Os resultados dos seus exames sio confidenciais e a analise ndo & rezlizada individualments e sim em um grpo
de pacientes com 3 mesma doenga. Vocé ndo serd identificado(s) em nenhuma publicagio que possa resultar deste esmde. Durants a
coleta do sangue, sentira uma discreta dor de picada de agulhs (pungio venosa) e, s vezes, mma mancha srroxsada no local (hematoma)
podard sparscer que desaparecers em poucos dias. A coleta de sangue pode ter almumss complicagdes que sdo raras, principslmente
quando ndo € injetado medicagio e sim somente coletade o sangne. Uma das complicagbes & a flabite, que consiste em uma inflamacio
na veia @ oumo muite menos Tequente € 3 trombose da veia {obsmugdo da veiz). Mestas casos serfo necessarios uso de medicamentos
anti-inflamatérios que serdo devidamente prescrites pelo pesquisader responsavel Dr Rubens Siqueirs. Geralmente estas complicagdes
ficam limitzdas na area da veis que foi submetids 3 colsta do sangue e resolvem em aproximadaments 7 dizs. GARANTIA DE
ESCLARECIMENTO, LIBERDADE DE RECUSA E GARANTIA DE SIGILO: Vocé sera esclarecidoa) sobre a pesquisa em
qualquer aspecto que desajar. Viocd & livra para racusar-se a participar, retizar seu consentimento ou interTomper a participag3o a qualquer
momento. A sus participagio & voluntiria e a recusa em participar ndo ird acarretar qualguer penalidade ou perda de beneficios.
Qruaremos deixar claro que serd garantido o sigilo da sua identidade e a privacidade de todas informagdes do sen prontuario e dos dados,
identificando as amostras por meio de pimernos. Apenas os pesquisadores sutorizados e ativamente participantes do esmido terio acesso s
suzs informagdes. Vocé serd devidamente acompanhade durante todo o periedo do estude e podera desistiv de participar a qualquer
momente, sem gque isto  prejudigue seu  atendimento e acompanhamento  habimal CUSTOS DA PARTICIPAI;.ELO,
RESSARCIMENTO E INDENIZACAO POR EVENTUAIS DANOS. Sa decidit nio participsr ou interromper 3 sua participagio, em
qualquer época, vock ndo terd nenbum tipo de prejuizo, nio perderd nenhom beneficio e ndo precisard dar justificativas da sua atimade. E
importante saber que sua participacie ndo wara gualquer prejuize fnanceire, mas que também ndc tera qualquer tipo de
remmneragdoscustos. Os sujeitos de pesquisa que sofrerem danos (previstos ou ndo no protocole do esmido) tém o direito & indenizagio,
segundo 3 Rasolugio do Conselho Macional de Sande CHS 46620127, Os riscos e danos na realizacio dos exames oftalmologicos,
devido a dilstagio da pupila, aplicagdo de anestésico e confraste endovenoso Do pacients, s3o0 visdo murva, fotofobia, reagdes alérgicas,
desconforte com os flashes das fotografias, para esses exames hi a necessidade de aplicagdes de colirios. FORMA DE ASSISTENCIA:
Vocé podera comumicar em nosso servige amaves do enderego ou telefone descrito sbaixe a qualquer hors, caso apresents alpum efeimn
adverso e sera prontamente atendido. Uma copia dests consentimento informado serd arquivada no laboratdsio do Macleo de Pesquisa e m
bioquimica e biclogia molacular dz Faculdade da Medicina de 580 José do Rio Preto e outra sera fornecida a vocé (2 vias do documento).
Este projeto € coordsnado pelo Prof. Dr. Fubens Camargo Sigueira e dursnte 2 pesquisa vocé podera tirar qualguer divids a respeito do
trabalho e e pecessirio, entrar em coatsto pelo telefone (17) 3201-3864, ns Faculdade de Medicing de Sdc José do Rio Preto —
FAMEFRP.. Caso vocé oo aceite ou desista de participar da nossa pesquisa, isto nde influenciars em hipotese alguma no seu stendimento
& ratamento. Se vocd tver alguma davida sobre esse acordo ou sobre seus direitos, vocé poderd ainda entrar em contato com o Comité de
Efica em Pesquisa da Faculdade da Medicina de 580 José do Rio Preto, Av. Brigadeiro Faria Lima, 5416 - Vila S3o0 Pedro - 15000-000
580 José do Rio Preto-5P ou pelo telefone (17) 3201-5813 www.cep.famerp.br/

{ JEUQUERD SER. INFORMADO S0BEE REESULTADOS DE MEUS EXAMES
{ JEUNAOQ QUERO SER. INFORMADO SOERE RESULTADOS DE MEUS EXAMES

Pesquisador responsavel Aszinatwra do pactente ou responsavel
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Questionario
( ) Exsudativa { ) Seca Amostra:
1. IDENTIFICACAO
Nome: Prontuarno:
Data de Nascimento e Idade: Sexo Naturalidade:
Endereco: Telefone:
Bairro Cidade: CEP:
2. HISTORICO MEDICO

() Hipertensio ( ) Etilismo ( ) Dislipidenma ( ) Tagabismo ( ) Diabete melito

Outras doencas:

Medicamentos em Uso:

Idade diagndstico para DMRI:

L { ) Responsivos ( ) nio responsivos ao tratamento (resolucio da lesio);

I Tipo de neovasculanizacio: ( ) classica { ) oculta ( ) wvasculopatia polipoidal { ) RAP
III. Resposta funcional ao tratamento: ( ) melhor que 20/50 ( ) pior que 20/50

V. { ) Presenca de deslocamento do epitélic pigmentado ( ) Auséncia de descolamento

do epitélio pigmentado da retina.

Exame Fisico Geral

Peso: kg. Altura: m. IMC (peso/altura): . PAS: . PAD:
Perfil Bioquimico: CT: HLDc: LDLc: VLDLc: TG: Glicemia:
3. HISTORIA FAMILIAR

Apresenta familiar em 1° grau (pais, irmios) com

DMRI:

Outros tipos de doencas no olho:

4- HISTORIA DA DOENCA

Fez tratamento prévio com antiangiogenico (avastin, lucentis)?

Quantas injecdes? Quanto tempo foi a ultima?

Faz uso de vitanunas (antioxidantes) para a degeneracio macular?

Pesquisador responsavel pela entrevista:

Data:
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8. APENDICE

Apéndice - Artigo cientifico publicado durante o periodo de desenvolvimento do

projeto de mestrado (2013 a 2015).

I - Association of high-density lipoprotein cholesterol with apolipoprotein E
polymorphism with age-related macular degeneration.

Revista: Arquivos Brasileiros de Oftalmologia
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Abstract

Objective- This study aimed to evaluate the association of AMD with APOE variants and
lipid profile, including levels of total serum cholesterol (TC) and fractions (LDLc and
HDLc), and triglycerides (TG). Methods— Genotyping of APOE-Hhal was performed in 134
patients (Study Group - SG) and in 164 individuals without the disease (Control Group -
CG), aged between 50 and 89 years. The lipid profile was analyzed in a subgroup of 30
subjects of both groups, matched according to age and sex. The significance level was set at
P<0,05. Results- APOE E3/E3 prevailed (SG=74.6%; CG=77.4%), with no difference
between both groups (P = 0.667). The same occurred for risk genotypes (APOE E2/ :
SG=7.4%; CG=10.3%, P=0.624). Serum levels of TC, LDLc and TG showed similar median
value between SG (193.5; 116; 155mg/dL, respectively) and CG (207.5; 120; 123,5mg/dL,
respectively; P> 0.05). For HDLc, a high median value was observed in G2 (53.3mg/dL)
versus G1 (42.5mg/dL; P=0.016). The logistic regression analysis also showed the same
value, and the HDLc / TC ratio was -11.423 (P = 0.014), which was also confirmed by
increase in HDLc in G2. The relationship between lipid profile and APOE genotypes was
similar between both groups (P> 0.05). Conclusions - APOE-Hhal is not associated with
AMD. However, an increase in serum HDLc level seems to have a protector effect against

the disease, regardless of genetic variants of apoE.

Keywords: Genetic polymorphism, Lipids, Cholesterol, Ophthalmology, Macular

degeneration.
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Resumo

Objetivo- Este estudo teve como objetivo avaliar a associacdo de DMRI com variantes de
APOE e perfil lipidico, incluindo niveis séricos de colesterol total (CT) e fragbes (LDLc e
HDLc), e triglicérides (TG). Métodos - Realizou-se genotipagem de APOE-Hhal em 134
pacientes (Grupo de Estudo — GE) e 164 individuos sem a doenga (Grupo Controle — GC),
na faixa etaria entre 50-89 anos. O perfil lipidico foi analisado em um subgrupo de 30
individuos de ambos os grupos, pareados por idade e sexo. Admitiu-se nivel de significancia
para valor-P<0,05. Resultados — APOE E3/E3 prevaleceu (GE=74,6%; GC=77,4%), sem
diferenca entre os grupos (P=0,667), 0 mesmo ocorreu para gendtipos de risco (APOE E2/ :
GE=7,4%; GC=10,3%, P=0,624). Niveis séricos de CT, LDLc e TG mostraram medianas
semelhantes entre GE (193,5; 116; 155mg/dL, respectivamente) e GC (207,5; 120;
123,5mg/dL, respectivamente; P>0,05). Para HDLc notou-se valor de mediana elevado em
G2 (53,3mg/dL) versus G1 (42,5mg/dL; P=0,016), constatado também na analise de
regressdo logistica, cuja razdo HDLc/CT mostrou coeficiente -11,423 (P=0,014),
confirmando acréscimo de HDLc em G2. A relacdo entre perfil lipidico e gendtipos de
APOE mostrou semelhanca entre os grupos (P>0,05). Conclusdo - APOE-Hhal ndo se
associa a DMRI, no entanto, acréscimo no nivel sérico de HDLc parece ter efeito protetor

contra a doenca, independente de variantes genéticas da apoE.

Palavras-chave: Polimorfismo genético, Lipideos, Colesterol, Oftalmologia, Degeneracdo

macular.
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Introduction

Age-related macular degeneration (AMD) is an irreversible, progressive retinal disease,
as well as one of the major causes of blindness in individuals over 55 years of age *

AMD can be classified into early, intermediate and late, according to the presence of
anomalies of the pigmented retinal epithelium (RPE), size of drusen (yellow pigments consisting
of cholesterol and apolipoproteins)®, area of the atrophy of retinal pigment epithelium
(geographic atrophy) and presence or absence of choroidal neovascularization (form exudative
and atrophic) ¢,

In addition to genetic predisposition, which corresponds to 70% of risk of developing
the disease ©, advanced age is also considered a risk factor, which results in the deposition of
lipid particles and formation of drusen in the retina (Bruch's membrane -BM), and
compromises retinal function ©.

Apolipoprotein E (apoE) plays a role in the metabolism of triglyceride-rich
lipoproteins (TG)” and is also found in the retinal pigment epithelium (RPE) and MB™.
This glycoprotein is encoded by a gene represented by three alleles, known as apoE2, apoE3
and apoE4; while apoE2 and apoE4 are respectively associated with increased and reduced
risk of AMD(",

The carotenoids, lutein and zeaxanthin, are absorbed together with the fat in the
intestines and transported to the retina due to low (LDL) and high density (HDL)
lipoproteins®. These carotenoids act as antioxidants, limiting oxidative damage to the retina
cells, thus with a protective effect against AMD®. In this context, it is necessary to evaluate
the relationship between lipid profile and genetic variants of apo E, which may establish

molecular mechanisms for the development and prevention of the disease. Therefore, this
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study aimed to evaluate the association of APOE-Hhal polymorphism and its relationship

with lipid profile in patients with AMD.

Methods

A total of 298 individuals were studied, including 134 patients (51 to 89 years old; 72
+ 9.3 years old; 50% male) with a diagnosis of AMD (Study Group - SG), and 164
individuals (50 to 81 years old; 59 + 7.2 years old; 57% male) under ophthalmological
treatment due to other causes except for AMD (Control Group - CG). The subjects were
assisted and followed up by an ophthalmologist. A specific questionnaire with personal data
and medical history was filled out. Exclusion criteria included age less than 50 years and/or
diagnosis of diabetes mellitus.

The DNA was extracted from whole blood collected in EDTA, using salting-out
method®®. The APOE polymorphic fragments were amplified by polymerase chain reaction
(PCR) (Mastercycler - Eppendorf), using 0.5 uL of each deoxynucleotide (0.8 mM), 2.5uL
of 10X PCR buffer, 2.5 uL of 10% dimethylsulfoxide, 2.5 uL of each primer (2.5 uM), 0.2
uL Taq polymerase (5 U/uL), 11uL of Milli Q water, and 2uL of diluted genomic DNA (0.2
ug). The APOE (rs429358 and rs7412) polymorphism was analyzed using the set of primers:
P1: 5"-ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACAC-3; P2: 5TAAGCTTGGCACGGCTGT
CCAAGGA-3""- Genomic DNA (50ng) amplification (ESCO Thermocycler) consisted of
30 cycles (94°C for 5 minutes, 94°C for 30 seconds, 65°C for 30 seconds and 72° for 30
seconds), followed by a cycle of 10 minutes at 72°C for a final chain extension. For the
analysis of restriction fragment length polymorphism (RFLP) the Hhal enzyme was applied
to the amplification product, followed by 5.0% agarose gel electrophoresis at 110V for 2
hour and 30 minutes, staining with GelRed® (Uniscience), and visualization of the DNA

fragments under ultraviolet (UV) light®?.
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For the analysis of lipid profile (TC, HDL, LDL and TG), electronic medical records
of the patients were assessed according to the standards of the V Brazilian Guidelines for
Dyslipidemia and Prevention of Atherosclerosis (2013)™.

Statistical analysis was performed using Minitab and GraphPad statistical software. A
descriptive analysis with mean, standard deviation, median and percentage was used.
Qualitative variables were assessed with Fisher's Exact test or Chi-Square test. The genotype
distribution analysis was performed with Hardy-Weinberg equilibrium testing. For
quantitative variables without Gaussian distribution, the analysis of variance was applied to
compare three or more groups. For the quantitative variables without Gaussian distribution,
the Mann-Whitney test was used to compare two groups. Logistic regression analysis was
applied to verify the probability of occurrence of the event (AMD) in the presence of the
analyzed variables. The alpha error was set at 5% with significance level of P <0.05.

This study was approved by the Ethics Research Committee of the Medical School of
Sao Jose do Rio Preto (FAMERP). All subjects were informed about the study and

confirmed their willingness to participate by signing an inf

Results

The distribution of genotype and allele frequencies of APOE-Hhal are presented in
Table 1. The homozygous wild-type E3E3 genotype and allele E3 prevailed in patients
(74.6%; 0.87, respectively) and controls (77.4%; 0.88, respectively), with no significant
difference between both groups (P = 0.667; P = 0.654, respectively). The same occurred for
genotypes with at least one E4 allele (E_/4; P = 0.328) and one E2 (E_/2; P = 0.624).

Table 2 shows similar for serum median levels of TC, LDLc and TG between SG
(193.5; 116; 155mg/dL, respectively) and CG (207.5; 120; 123.5mg/dL, respectively, P >

0.05). For HDLc a higher median value could be observed in SG (53.3mg/dL) compared with
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SG (42.5mg / dL; P=0.016). This finding was confirmed in the logistic regression analysis,
whose HDLc/TC ratio was -11.423 (P=0.014). The lipid profile did not show an association

with the genotypes of APOE-Hhal (P> 0.05; Table 3).

Discussion

In this study, like in other populations“** an association of APOE-Hhal
polymorphism with AMD cannot be confirmed, which goes against other authors
findings®®. The E3E3 genotype and the allele E3 prevailed in patients and controls, which is
corroborated by other study!”. There is also reference of higher frequency of allele E3,
particularly in individuals without the disease™”. In this study, the sample size plays an
important role, as well as the very diverse ethnical background of the different populations,
as the Brazilian population is composed especially of individuals of Amerindian, African and
European descent‘®),

The meta-analysis clearly showed the protective effect of the E4 allele, even in
heterozygotes!®, which was not observed in this study. E2 allele, is considered a risk
allele™® which was not observed between the groups. This finding is corroborated by other
studies™**,

The protective nature of apoE4 can be explained by the fact that this protein has no
cysteine residues at position 112 and 158, unlike apo E2 and apo E3. This prevents the
formation of disulfide bridges with other proteins, as found in the binding between apoE3
and apo A-11 in HDL®?. The inability of apoE4 to form dimers with other proteins found in
the HDL facilitates the transport of lipoproteins in the MB, given the small size of these
particles, thereby enabling the prevention of drusen®?. Therefore, this prevention could be

optimized in the concomitant presence of apo E4 and high levels of HDL. Although this

study has not confirmed an association between genetic variants of APOE, it has shown
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higher levels of HDL, particularly in the control group, in accordance with other study®?,

and therefore suggested increased HDLc as a protective factor for AMD. However,
Chakravarthy et al. (2010)® did not confirm this association, while other report higher risk
for the disease related to high serum levels of HDLc®?.

HDL particles are responsible for the transport of carotenoids lutein and zeaxanthin,
which are found in dark green leafy vegetables, maize, squash, broccoli, peas and egg
yolk®. In addition to the antioxidant activity, these carotenoids hold great potential to
improve macular pigment density®®, and therefore help filter and absorb blue light. Thus,
HDL is being researched due to its possible key role in protecting against AMD®".

In this context, changes in the metabolism of cholesterol, especially in HDL, may
influence drusen accumulation, and consequently promote the development of AMD. This
suggests that increasing levels of HDLc associated with a diet rich in carotenoids could
interfere with disease progression, especially in patients currently under treatment, and
therefore contribute to its prognosis. Thus, reduced levels of HDLc could offer risk for the
disease, as described in this study.

Researches show that cholesterol can be obtained from systemic sources and recycled
within the retina, whose process is completed by means of circulation of blood lipids. Thus,
the retinal rod cells are capable of using both lipids from liver and lipids recycled from the
RPE®®. This could explain the relationship between raised serum cholesterol level and
AMD, which was not observed in this study. Some authors agree with this finding®®, some

other authors disagree with it

. In this case, sample size, age and sex, as well as lifestyle
should be considered.

This study assessed the association of lipid profile with the APOE-Hhal
polymorphism. The apo E plays a role in the metabolism of TG-rich lipoproteins

(chylomicrons and very low density lipoprotein), as well as in its relationship with HDL®3.
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Importantly, apo E3 and especially apo E4 show affinity with the membrane receptor
apoB/E, while apoE?2 is resistant that connection, which influences serum levels of TC,
LDLc and TG™. Thus, the APOE-Hhal genotypes could contribute to changes in the levels
of serum lipids, and consequently cause greater deposition in the RPE and form drusen®®.
However, patients and controls showed similarities in relation to the distribution of
CT, LDLc, HDLc and TG values, considering all genotypes of APOE-Hhal. In this case, it is
worth mentioning that the small sample size is a limitation of this study. This study aimed to
match both groups (patients and controls) according to sex and age, in order to minimize
confounding factors in the statistical analysis involving the lipid profile associated with the
genetic polymorphism. The findings should be confirmed in further studies with larger

sample sizes and various populations.

Conclusion
APOE-Hhal has no association with AMD; however, increased serum levels of HDLc
seems to offer protection against the disease, regardless of genetic variants of apoE. This

should be confirmed in larger sample sizes and patient subgroups in different populations.
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