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RESUMO

Introducao: A degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI) é uma doenca
crdnica degenerativa que afeta a area macular da retina causando diminuicao da
visdo central. E a causa mais comum de perda visual irreversivel nos paises
desenvolvidos. A DMRI é caracterizada pela presenca de drusas, anormalidades
do epitélio pigmentar da retina (EPR), atrofia geografica, descolamento do EPR,
neovascularizacdo de coréide e cicatriz disciforme. Sua etiologia permanece
pouco esclarecida, entretanto fatores genéticos associados a fatores ambientais
possuem papel na etiologia e na progressdo da doenca. Dentre as variacbes
génicas, uma associagcdo entre o polimorfismo Ala69Ser do gene
LOC387715/ARMS2 ( rs10490924 C/T ) e o desenvolvimento da DMRI tem sido
relatada em diferentes populacdes. Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar
se o polimorfismo rs10490924esta associado com a DMRI em uma amostrada
populacéo brasileira. Métodos: Cento e vinte e seis pacientes,sem parentesco,
comDMRI (idade média de 74,17 = 7,64) foram comparados com 86 controles
saudaveis(idade média 71,82 + 7,12). Os sujeitos do estudo foram classificados
de acordo com o tipo de DMRI em DMRI seca e DMRI exsudativa. O
polimorfismo LOC387715/ARMS2 rs10490924 foi avaliado através da reagdo em
cadeia da polimerase e sequenciamento direto. Resultados: A frequéncia do
alelo T foi significativamente maior em pacientes com DMRI do que nos
controles (39,6% em comparacado com 20,3%, p = 0,00002). O odds ratio (OR)
para DMRI foi de 2,05 (IC95 % 1,09-3,89 ) para os heterozigotos (TG) e 8,45 (
IC95 % 2,21-37,82 ) para homozigotos (TT). Conclusées: Os resultados
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sugerem que ha wuma contribuicdo do SNP rs10490924 do gene
LOC387715/ARMS2 para susceptibilidade a DMRI nesta amostra da populacéao

brasileira.

Palavras-chave: Degeneracdo macular, polimorfismo genético.
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ABSTRACT

Introduction: Age-related macular degeneration (AMD) is a chronic
degenerative disease that affects the macular area causing decreased central
vision. It is the most common cause of irreversible vision loss in developed
countries. It is characterized by the presence of drusen, abnormalities of the
retinal pigment epithelium (RPE), geographic atrophy, RPE detachment,
choroidal neovascularization, and disciform scar. The etiology of AMD remains
poorly understood, but genetic factors associated with environmental factors
have a role in the etiology and progression of the disease. Among the analyzed
genetic variations,an association between LOC387715/ARMS2 (rs10490924)
gene polymorphism and AMD has been reported in different populations.
Purpose: The aim of this studywas to evaluate whether this polymorphism is
associated with AMD in a Brazilian cohort. Methods: A hundred and twenty six
unrelated AMD patients (mean age 74.17 = 7.64) were compared with 86 healthy
controls (mean age 71.82 = 7.12). Study subjects were classified according to
the type of AMD in dry and wet AMD. The LOC387715/ARMSZ2 rs10490924
polymorphism was evaluated through polymerase chain reaction and direct
sequencing. Results: The T allele frequency was significantly higher in AMD
patients than controls (39.6% compared to 20.3%, p =0,00002). The odds ratio
(OR) for AMD was 2.05 (CI95% 1.09-3.89) for heterozygotes (TG) and 8.45
(Cl195% 2.21-37.82) for homozygotes (TT). Conclusions: These results suggest
that there is a contribution of the rs10490924 SNP of the LOC387715/ARMS2

gene to AMD susceptibility in this sample of Brazilian population.
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1. INTRODUCAO

1.1. Definicao da DMRI

A degeneracao macular relacionada a idade (DMRI) é uma doenca
crénica degenerativa que comprometea area macular da retina (Figura 1)
causando diminui¢do da visdo central (V. Afeta individuos idosos, sendo a causa
mais comum de perda visual irreversivel nos paises desenvolvidos #®. A DMRI
€ caracterizada desde a presenca de drusas passando por anormalidades do
epitélio pigmentar da retina (EPR), atrofia geogréafica, descolamento do EPR,
neovascularizacao de coréide até a cicatriz disciforme. A neovascularizagdo de
corbéide pode apresentar complicagbes como o descolamento seroso da retina
sensorial, geralmente acompanhado porexsudatos duros e hemorragias

subretinianas ¥.

Figura 1. Retinografia e angiografia de uma area macular normal. Fonte: Ryan
SJ, Schchat AP, editors. Retina. Los Angeles, CA, USA: Elsevier; 2006. p. 890.



1.2. Classificacao da DMRI

A doenca pode ser classificada em duas categorias: DMRI atréfica, seca,
nao-exsudativa e DMRI neovascular, exsudativa. A forma atréfica da doenca é a
mais comum e apresenta-se como uma diminuicao lenta e progressiva da viséo
central caracterizada pela presenca de drusas e atrofia geografica do
EPR.Drusas sao depdsitos de material extracelular localizadas tipicamente entre
a membrana basal das células do EPR e a membrana de Bruch. As drusas
podem ser classificadas de acordo com seu tamanho e aspecto. Drusas com
didmetro menor que 63um sao consideradas pequenas, aquelas apresentando
entre 63um e 125um sao intermediarias e as maiores que 125um sdo drusas
extensas. Quanto ao aspecto, as drusas podem ser duras, moles ou
coalescentes (Figura 2). As duras sdo menores e apresentam limites bem

definidos, ja as moles apresentam bordas irregulares e mal definidas®®.

Figura 2. DMRI seca com drusas moles. Fonte: Ryan SJ, Schchat AP, editors. Retina. Los Angeles, CA,
USA: Elsevier; 2006. p. 1058.



O padrdo exsudativo € menos frequente, entretanto é responsavel pela
maioria dos casos em que a perda visual € mais acentuada. Caracteriza-se pela
presenca de membrana neovascular de corbéide (MNVC) (Figuras 3 e 4). Tais
membranas podem ser divididas em trés grupos distintos de acordo com
critérios angiograficos: predominantemente cldssica, minimamente classica ou

oculta &9,

Figura 3. Figura 3. DMRI exudativa com MNVC classica. Fonte: Ryan SJ, Schchat AP, editors. Retina. Los
Angeles, CA, USA: Elsevier; 2006. p. 1085.



Sensory retina

Figura 4. Desenho esquemético de uma MNVC demonstrando o crescimento de vasos a partir da
coreocapilar, através de uma quebra na membrana de Bruch, até o espaco abaixo do EPR. Fonte: Ryan SJ,
Schchat AP, editors. Retina. Los Angeles, CA, USA: Elsevier; 2006. p.

Existem diferentes sistemas de classificacdo de DMRI utilizados em
estudos clinicos e epidemiolégicos. Muitos desses estudos utilizam as definicdes
do International Epidemiological Age-related Maculopathy Study Group, no qual
a DMRI inicial é definida como uma desordem degenerativa em individuos com
idade = 50 anos e caracterizada pela presenca de drusas moles (grande, = 63
pum), areas de hiperpigmentacdo associadas a drusas, excluindo pigmentos ao
redor de drusas duras e areas de despigmentacdo ou hipopigmentagéo
associadas a drusas. Estas areas, as quais comumente ocorrem com o
desaparecimento das drusas, sdo frequentemente mais bem demarcadas e nao
expdem os vasos da cordide.Esta classificacao excluiu da definicdo de DMRI a
presenca de drusas duras ou alteracdes de pigmentacao isoladamente ©.

O Clinical Age-related Maculopathy Staging System (CARMS) consiste de
uma escala com cinco niveis clinicos baseados em fotografias de fundo e
avaliacdo clinica. A DMRI intermediaria ou avancada inclui os graus 3, 4 e 5 da

escala. O grau 3 requer a presenca de no minimo 15 drusas intermediarias ou



uma drusa grande associados ou ndao a descolamento drusendide do EPR. A
presenga de atrofia geografica envolvendo a regido central da macula ou atrofia
geografica ndo central com pelo menos 350 um define o estagio 4 da doenca. O
estagio 5 é caracterizado pela presenca de doenca do tipo exsudativo, incluindo
descolamento do epitélio pigmentar ndo drusendide, descolamento de retina
hemorragico ou seroso, MNVC com fibrose ou hemorragia subretiniana, cicatriz
consistente com tratamento de DMRI, MNVC e cicatriz disciforme.Em 2006 foi
publicada avaliagdo sobre o CARMS, a qual concluiu que tal sistema ¢é valido e
confiavel tanto para a pratica clinica quanto para uso em protocolos de pesquisa
clinica envolvendo pacientes com DMRI .

Um sistema de escala de severidade dividido em 9 estagios baseado nas
alteracées encontradas em fotografias de fundo estereoscépicas coloridas foi
divulgado em 2005 no relatério niumero 17 do Age-Related Eye Disease Study

(AREDS) ©.

1.3. Epidemiologia da DMRI

A Organizacao Mundial de Saude (OMS) estima que em 2010 havia cerca
de 246 milhdes de pessoas com baixa visdo e aproximadamente 39 milhdes de
pessoas com cegueira, das quais 82% e 65%, respectivamente,
corresponderiam a individuos com mais de 50 anos. A DMRI seria a terceira
causa de cegueira na populacdo mundial, atras apenas de catarata e glaucoma,

sendo responsavel por 5% dos casos®.



No Brasil existem aproximadamente 1,4 milhdo de cegos e cerca de 4
milhdes de pessoas com perda visual grave. Estima-se que aproximadamente 3
milhées de idosos na populacédo brasileira apresentem DMRI em diferentes
estagios (% Estudo transversal envolvendo dois grupos de 100 individuos acima
de 55 anos atendidos em dois hospitais oftalmol6gicos localizados no estado de
Pernambuco descreveu uma frequéncia de DMRI de 23% e 30% das pessoas
examinadas''”.J4 um estudorealizado no estado do Parana publicado em
2008avaliou 478 imigrantes japoneses e descendentes de japoneses com idade
superior a 60 anos e encontrou uma prevaléncia de DMRI de 15,1% dos
individuos''?,

A prevaléncia de DMRI aumenta acentuadamente com a idade
(231112 Segundo o Framingham Eye Study 2% dos americanos entre 52 e 64
anos sao afetados pela doencga, 11% daqueles entre 65 e 74 anos, atingindo
28% dos individuos com 75 anos ou mais '®. A prevaléncia da doenca esta
aumentando devido ao aumento da expectativa de vida e consequente
envelhecimento da populagéo. Estima-se que o numero de individuos afetados
pela doenca nos Estados Unidos aumente em cerca de 50% entre os anos de
2000 e 2020, alcangando 2,95 milhdes de pessoas '*. No Brasil, a reducgéo da
taxa de fecundidade associada ao aumento da expectativa de vida da populacéo
tem como resultado o envelhecimento populacional, o qual é caracterizado pela
reducao da participacao relativa de criancas e jovens, ao mesmo tempo em que
se observa um aumento relativo dos adultos e, em especial, dos idosos.

Enquanto os individuos com 65 anos de idade ou mais representavam 6,53% da



populacdo brasileira em 2008, projeta-se que esse mesmo grupo etario
correspondera a 22,71% da populacdo total em 2050 (Figura 5) "®. Portanto,
baseado na mudanca do perfil etario da populacao brasileira para as proximas
décadas, espera-se um aumento da incidéncia e prevaléncia da DMRI nesta

populacéo.

80%0
60%0
40%0

20%0

0%0

200808 20208 20308 2050@

EOEA42 ™ 15E86B4E = 65F2

Figura 5. Projegao do contingente populacional, segundo a faixa etaria em anos (0-14, 15-64 e mais de 65),
no Brasil, 2008 — 2050. Fonte: IBGE, 2008

Estudos nao evidenciaram diferengca significativa na prevaléncia da

(13.14

doenca entre os géneros ). No entanto, em relacéo as caracteristicas étnicas

reportou-se menor prevaléncia das caracteristicas da DMRI em uma populacao

(16)

negra. e prevaléncia acentuadamente maior entre brancos,esta ultima



relatada em estudo de revisdo conduzido pelo The Eye Diseases Prevalence

Research Group''”.

1.4. Etiologia da DMRI

A etiologia da DMRI permanece pouco esclarecida, entretanto fatores
ambientais associados a fatores genéticos possuem papel importante tanto na
etiologia quanto na progressdo da doenca'’”. Entre os fatores de risco a idade
situa-se como o principal fator para o desenvolvimento da DMRI. Demonstrou-se

0 aumento da prevaléncia, partindo de 0% em pacientes com menos de 55 anos

. ~ . (18)
para 18,5% em maiores de 85 anos em uma populacdo australiana ‘e uma

- , . . ,. (19
razdo de chances de 4,2 por década de vida em uma populacao europela( )

Entre os fatores ambientais, o tabagismo é um fator de risco bastante
estudado, associado tanto ao diagnostico quanto a progressdao da doenca.
Outros fatores de risco como obesidade abdominal, aumento do indice de
massa corporea, hipertensao e outras doengas cardiovasculares, dieta rica em
lipideos também foram apontados como fatores de risco para a doencga!"”?9.

Estudos de agregacado familiar demonstraram a contribuicdo de fatores
genéticos para o desenvolvimento da DMRI, relatando maior concordancia entre
gémeos monozigdticos comparada a gémeos dizigéticos .

Diversas regides cromossémicas apresentaram evidéncia de ligacao a

22,23,24,25,26

doenca | ) A regido cromossOmica 1932 foi apontada como possivel

22,23,24,25,26

localizagdo de genes candidatos ligados & DMRI' ). Uma variante na

8



sequéncia do gene do Fator de Complemento H (CFH), localizado nessa regiao,
esta relacionada a doenca. Tal variacdo consiste em um polimorfismo
genético.Polimorfismos representam variagdes nas sequéncias de bases
nitrogenadas do DNA que estao presentes em mais de 1% da populacao. Esse
polimorfismo de nucleotideo Unico (single nucleotide polymorphism, SNP) é
caracterizado por uma troca de timina (T) por citosina (C) na posicao 1277 do
gene e resulta na substituigdo de um aminoacido histidina (H) por uma tirosina
(Y) no codon 402 da proteina. Pode-se referir a esse polimorfismo genético
como 1277T>C ou T1277C e a mudanca resultante no aminoacido como Y402H
ou Tyr402His (¢7:28:29),

CFH é um componente do sistema imunoldgico que possui uma acao
imunomoduladora sobre a resposta inflamatéria. Tal acdo ocorre através da
regulacao do sistema de complemento, o qual atua na protecao contra infeccoes
atacando células displasicas e doentes e poupando as células saudaveis. A
ativacdo do complemento ocorre por diferentes vias, as quais determinam a
formacdo de uma enzima convertase C3 e subsequente ativacdo da resposta
imune. O resultado final da ativacdo destas vias é a lise celular através da
formacdo de um complexo de atague a membrana celular (C5b-9). O CFH
presente nas células e no sistema circulatério regula a atividade do
complemento inibindo a ativagdo de C3 em C3a e C3b e inativando o C3b
existente. Depoésitos de componentes do sistema complemento, como o
complexo C5b-9, e outros marcadores inflamatérios foram identificados em

drusas e na cordide de pacientes com DMRI ?7),



Uma resposta inflamatéria inadequada, que inclui uma ativacéo
inapropriada do sistema de complemento, tem sido implicada na patogenia da
DMRI. O polimorfismo tirosina-histidina esta localizado na regiao do CFH que se
liga a heparina e a proteina c¢ reativa (CRP). Niveis séricos elevados
deCRPestio associados com a doenca .

Em um estudo de mapeamento genético do tipo caso controle, Klein et al.
observaram um aumento no risco de DMRI de 7,4 vezes em pacientes
homozigotos para o alelo de risco representado pela mudanca histidina-tirosina

2 Haines et al.

na posicdo 402 do CFH, comparado ao grupo controle |
verificaram um aumento significativo do risco de DMRI, com intervalo de
confianca entre 2,45 e 5,57, em pacientes portadores do polimorfismo
histidina402-tirosina402 #®. Associacéo significativa (P = 4,95 x 107'%) com esse
mesmo polimorfismo também foi identificada por Edwards et al. Segundo este
autor, a presenca de apenas um aminoacido histidina na posicao 402 do CFH
aumentou em 2,7 vezes o risco de DMRI @,

Estudos independentes também tém associado a regidao 10926 com a
DMRI®2232426) ‘sendoos genes candidatos LOC3877158%313233) o HTRAT (high-

34353637) presentes nessa regido, os mais

temperature requirement factor A1)l
estudados.O gene HTRAT1 codifica um membro de uma familia de proteases
séricas. Um aumento na expressao do HTRAT resulta em mudangas estruturais
na camada elastica da membrana de Bruch através da quebra de componentes

34)

da matriz extracelular ®¥. Na DMRI exsudativa ocorre invasdo da matriz

10



extracelular pelos capilares da cordide, a qual pode ser favorecida por um
aumento na expressdo do HTRA1®®.
Diferentes autores demonstraram que o polimorfismo rs11200638 na

34,35,36,37

regido promotora do gene HTRAT esta associado com a DMRI ). Yang

et al. estimaram um risco atribuido a populagcédo de 49,3% conferido por esse

polimorfismo ©°

. Outro estudo de mapeamento genético envolvendo o genoma
completo (caso-controle) também reportouum risco 10 vezes maior em
individuos portadores do genoétipo de suscetibilidade rs171200638 (DeWang et
al.) ©®® Em estudo publicado por Yoshida et al. observou-se que esse
polimorfismo esta associado & DMRI exsudativa na populacéo japonesa ©”.

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é uma das principais
proteinas responsaveis pelo controle da angiogénese. Tal proteina pode
apresentar isoformas de diferentes comprimentos contendo 189, 165 ou 121
aminoacidos. O VEGF165 é a isoforma predominante no olho e encontra-se em
niveis aumentados no EPR e na camada nuclear externa da retina em olhos
com DMRI exsudativa®®. O gene responsavel pela codificacdo do VEGF esta
localizado na regidao 21 do braco curto do cromossomo 6 (6p21) e também foi
associado ao desenvolvimento da doenga. Churchill e colaboradores, em estudo
publicado em 2006 relataram que o genétipo CC na posicdo 674 do gene esta
associado com DMRI (OR = 2,40, 1C95% 1,09-5,26, p = 0,027)®.Estudo
publicado em 2012 envolvendo uma amostra da populacdo brasileira também

encontrou associagcao entre DMRI e o polimorfismo +674C>T do gene do VEGF.

Observou-se uma prevaléncia de homozigose para o alelo de risco T de 18,1%
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entre os casos com DMRI em comparagao com 5,8% entre os controles (P
<0,002). Os OR foram de 1,5 (IC95% 1,1-2,1, P <0,01) para heterozigotos TC e
de 3,6 (IC95% 1,6-8,2) para individuos homozigbéticos TT comparados com
individuos sem o alelo de risco (GG)“.

Diversos outros genes foram estudados quanto a possibilidade de
associagdo com a DMRI, entre eles podemos citar os genes do fator de
complemento B (CFB) e do componente do complemento 2 (C2), os quais
codificam outras proteinas reguladoras do sistema complemento. Os
polimorfismos L9H e R32Q do gene do CFB e E318D do gene do C2 foram

associados com uma reducao do risco para DMRI em diferentes estudos*!#2).

1.4.1. Gene LOC387715

O gene LOC387715, também conhecido com age-related maculopathy
susceptibility 2 (ARMS 2), é formado por 2 exons e encontra-se na regidao 16 do
brago longo do cromossomo 10. A proteina codificada € constituida por uma
sequéncia de 107 aminoacidos e pode ser encontrada em diferentes 6rgaos e
tecidos, incluindo a retina. Um SNP no qual ocorre a substituicdo de uma base
nitrogenada guanina (G) por uma Tresulta na producdo de uma sequencia
diferente de aminoacidos com uma serina ocupando o lugar de uma alanina no
cédon 69. Esse SNP é identificado como rs10490924 e a substituicdo do
aminodcido pode ser descritacomo A69S ou Ala69Ser®?.

Os resultados obtidos por Rivera et al. em um estudo caso controle

envolvendo uma populagdo caucasiana indicaram que o polimorfismo do gene
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LOC387715 apresentava contribuicdo independente do polimorfismo do gene
CFH para o risco de DMRI. Individuos homozigotos para o alelo de risco
correspondente ao polimorfismo Ala69Ser apresentaram um risco 7,6 vezes
maior de DMRI quando comparados aos controles . Posteriormente Tanimoto
et al. demonstraram que esse polimorfismo também estd associado a DMRI na
populagédo japonesa ®".

Uma meta-anélise publicada em 2010 incluiu 13 estudos caso-controle
envolvendo o polimorfismo rs10490924do gene LOC387715/ARMS2 e DMRI.
Segundo essa meta-analise Individuos portadores dos genétipos TT e TG
apresentavam uma OR de 7,51 e 2,35, respectivamente, em comparacao com
aqueles que carregavam o gendtipo GG©?.

Uma associacao entre DMRI e polimorfismos presentes nos genes CFH e
LOC387715 foirecentemente descrita em uma amostra da populagcéo brasileira
em estudo publicado por Almeida et al®®.

Estudo conduzido por Shuler et al. envolvendo os dois genes de
suscetibilidade, LOC387715 (Ala69Ser) e CFH (Tyr402His), indicou que
pacientes homozigotos para os dois polimorfismos podem apresentar inicio mais
precoce de DMRI neovascular que individuos heterozigotos para um dos genes
“3 Um outro estudo, realizado na populagdo americana, concluiu que esses
mesmos polimorfismos estdo independentemente associados a progressao de
DMRI leve a moderada para DMRI avangada “%

Estudos recentes tem avaliado se o polimorfismo do gene LOC387715

esta associado as diferentes respostas ao tratamento da DMRI “°4®) O trabalho
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publicado por Kitchens et al. demonstrou uma associagdo estatisticamente
significativa entre o polimorfismo LOC387715A69S e a resposta ao tratamento
baseadonos exames detomografia de coeréncia éptica (OCT), sendo que os
portadores do gendtipo de risco TT estavam associados a um maior risco de nao

responder ao tratamento “°).

1.5. Tratamento da DMRI

O tratamento da DMRI difere segundo sua categoria, atréfica ou

exsudativa, e segundo a gravidade da doenca.

1.5.1. Tratamento da DMRI atréfica

Segundo o Age-Related Eye Disease Study (AREDS), individuos com
DMRI atréfica intermediaria (uma drusa extensa ou poucas drusas
intermediarias ou atrofia geografica nao subfoveal) ou DMRI atréfica avangada
unilateral foram beneficiados com o0 uso de suplementacdo em altas doses
consistindo de antioxidantes, vitaminas e zinco, apresentando uma diminuicao
estatisticamente significante no risco de progressdao para DMRI avangada.
Individuos sem alteracdes sugestivas de DMRI ou com alteragbes precoces

(poucas drusas pequenas) nao obtiveram tal beneficio “.

1.5.2. Tratamento da DMRI exsudativa
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Recentemente o uso de medicacbes antiangiogénicas na prevengao e no
tratamento da neovascularizacao de cordide tem sido estudado eatualmente o
tratamento da DMRI exsudativa é realizado através da aplicacao intra-vitrea
dessas drogas #8490,

Foi demonstrado por estudo publicado em 1997 que pacientes portadores
de DMRI exsudativa apresentavam aumento da expressdo de fatores
angiogénicos nas camadas externas da retina, entre estes fatores, o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF)®".

Estudo publicado em 2005 por Michels e colaboradores demonstrou que
pacientes portadores de DMRI exsudativa apresentaram n&ao apenas melhora da
acuidade visual, como também melhora ao exame de tomografia de coeréncia
Optica e a angiografia, apdés o uso sistémico endovenoso de bevacizumabe
(Avastin, Genentech Inc., South San Francisco, CA, EUA), um anticorpo
monoclonal humanizado usado no tratamento de cancer colorretal
metastatizado. Este anticorpo se liga a todas as isoformas do VEGF-A®?.

O ranibizumabe (Lucentis, Novartis, South San Francisco, CA, EUA)é um
fragmento de anticorpo monoclonal que se liga ao VEGF-A. Através dessa
ligacéo, o ranibizumabe é capaz de inibir seletivamente o VEGF-A, impedindo a
ligacdo do mesmo a seus receptores presentes nas células endoteliais
resultando em inibicdo da neovascularizagdo “®.

Estudos de fase I/l concluiram que o ranibizumabe apresentava

seguranca aceitavel para administracao intravitrea por até seis meses e estava
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associado com melhora da acuidade visual em individuos com DMRI
neovascular .

Um estudo de fase lll, multicéntrico, randomizado, duplo-cego, controlado,
conhecido como MARINA (MinimallyClassic/Occult Trial of the Anti-VEGF
Antibody Ranibizumab inthe Treatment of Neovascular Age-Related Macular
Degeneration), avaliou o uso de ranibizumabe durante dois anos em individuos
apresentando neovascularizagdo de coréide minimamente cldssica ou oculta
associada a DMRI. Aproximadamente 95% dos pacientes em tratamento mensal
com ranibizumabe tanto com 0.3 mg como com 0.5 mg nao apresentaram baixa
de acuidade visual adicional comparados a 62% dos pacientes que receberam
placebo (p<0.001). Houve melhora da acuidade visual em cerca de um quarto do
grupo que recebeu doses de 0.3 mg e um ter¢co do grupo que recebeu injecdes

de 0.5 mg. Apenas 5% do grupo controle apresentaram tal melhora (p<0.001)

(49)

O estudo ANCHOR (Anti-VEGF Antibody for the Treatment of
Predominantly Classic Choroidal Neovascularization in AMD) comparou injegbes
intravitreas mensais de ranibizumabe, nas doses de 0.3 mg e 0.5 mg, com o uso
da PDT associada a verteporfina para o tratamento de individuos com DMRI
neovascular predominantemente classica. O estudo demonstrou superioridade
do ranibizumabe apds o primeiro ano de acompanhamento na prevencao de
perda visual adicional com 96% dos pacientes recebendo 0.5 mg de ranibizumab
mensais apresengtando perda visual menor do que 15 letras de ETDRS

comparado a 94% daqueles que receberam doses mensais de 0.3 mg e 64%
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daqueles tratados com PDT e verteporfina. Além disso, ocorreu melhora da
acuidade visual de mais de 15 letras de ETDRS em 40% dos pacientes tratados
com 0.5 mg de ranibizumab, 35% daqueles tratados com doses mensais de 0.3
mg e 5% dos pacientes pertencentes ao grupo tratado com PDT e
verteporfina®?.

O acompanhamento desses pacientes por 2 anos confirmou a
superioridade das aplicagdes mensais de ranibizumab frente ao tratamento com
PDT e verteporfina. Quanto a prevencao de perda visual, em 90% dos casos
tratados mensalmente com ranibizumabe n&ao ocorreu perda visual maior que 15
letras comparado com 65,7% do grupo controle, tratado com PDT e verteporfina.
Além disso, 34% dos pacientes do grupo ranibizumabe obtiveram um ganho
visual maior que 15 letras, sendo que no grupo controle esse percentual foi de
6,3%. Avaliando-se a variagao visual média, o grupo ranibizumabe apresentou
um ganho visual médio de 8,1 letras, enquanto foi observada uma perda em
média de 9,8 letras no grupo controle ao final de dois anos de
acompanhamento®.

Diferentes estudos buscaram diminuir o numero de aplicacées intravitreas
de antiangiogénicos em substituicdo ao regime de tratamento mensal. O estudo
PrONTO (Prospective OCT Imaging of Patients with Neovascular AMD Treated
with Intra-Ocular Lucentis) avaliou a eficacia do tratamento com ranibizumabe
através de um regime de tratamento que incluiu trés injecbes mensais iniciais
seguidas de retratamento pro re nata (PRN), ou seja, de acordo a necessidade.

Uma perda visual maior que 5 letras ou aumento da espessura retiniana central
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maior que 100 micrdmetros foram os critérios de retratamento utilizados durante
0 primeiro ano de acompanhamento dos pacientes. Durante o segundo ano do
estudo, os critérios de retratamento foram alterados para incluir o retratamento
nos casos de qualquer aumento da quantidade de fluido intra ou sub-retiniano. O
percentual de pacientes que apresentou uma melhora visual maior do que 15
letras apds dois anos de acompanhamento foi de 43%, resultado semelhante
aos encontrados nos estudos baseados em aplicagcdes mensais. A utilizacdo de
critérios baseados na acuidade visual e na tomografia de coeréncia 6ptica (OCT)
resultou em um numero menor de injecdes intravitreas, com uma média de 9,9
injecdes por paciente em 24 meses®?.

Foram realizados estudos comparando-se a eficacia do bevacizumabe e
do ranibizumabe no tratamento da DMRI exsudativa®>®.

O estudo CATT (Comparison of AMD Treatments Trials) comparou a
eficacia do tratamento utilizando-se duas medicagdes, ranibizumabe e
bevacizumabe, usadas em diferentes regimes, mensal e PRN. Ranibizumabe e
bevacizumabe apresentaram efeitos similares na acuidade visual apds um
periodo de dois anos de tratamento. Quanto ao regime de tratamento, a melhora
visual média foi maior nos grupos que receberam aplicacbes mensais, quando
comparada com aquela apresentada nos grupos tratados conforme a
necessidade®®. Em outubro de 2013 foram divulgados os resultados de dois
anos do estudo IVAN (A randomised controlled trial of alternative treatments to

Inhibit VEGF in Age-related choroidal Neovascularisation), com resultados

semelhantes aos encontrados no CATT, com as medicacdes apresentando
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resultados similares e o regime mensal de tratamento superior ao tratamento
PRN®9),

O aflibercept (Eyelia, Regeneron, Tarrytown, NY, and Bayer Health Care,
Berlin, Germany) é outro anti-angiogénico disponibilizado recentemente para o
tratamento da DMRI exsudativa. Estudo publicado em 2012 demonstrou que o
aflibercept apresenta eficacia e segurancga similares ao ranibizumabe. Tal estudo
comparou o tratamento mensal com ranibizumabe com diferentes regimes de
tratamento utilizando-se o aflibercept em pacientes apresentando DMRI
exsudativa com MNVC subfoveal ou justafoveal com vazamento afetando a
fovea. Quanto a alteracdo média na acuidade visual, foi demonstrado que o
aflibercept apresentou eficacia nao inferior e foi clinicamente equivalente ao
ranibizumabe mensal apdés o primeiro ano de acompanhamento. Todos os
regimes de tratamento com aflibercept também resultaram em melhorias
semelhantes ao ranibizumabe nas medidas anatbémicas. Eventos adversos
oculares e sistémicos também foram semelhantes comparando-se todos os

grupos de tratamento®”,

1.6. Justificativa

O papel do polimorfismo rs10490924 no gene LOC387715 tem sido
bastante estudado em diversas populacbes que diferem etnicamente da
populacao brasileira, principalmente pela alta miscigenacao aqui presente. Logo,

para que a informagéo sobre o risco desse polimorfismo em relagdo a DMRI na
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populacao brasileira seja conhecido é necessaria a avaliagdo de uma amostra
de casos e controles, em principio da populacdo local e posteriormente de
amostras de populacbes de diferentes regides do Brasil. Estabelecer padrdes
genéticos de risco em nossa populacao podera contribuir para o diagndstico
precoce da doenga e para um tratamento personalizado dos pacientes em busca

de melhores resultados.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos do estudo foram:

1. Avaliar a frequéncia do polimorfismo Ala69Ser encontrado no gene
LOC387715 em uma amostra de pacientes com DMRI e em individuos
sem a doenca provenientes da populagdo brasileira do estado de Sao
Paulo.

2. Comparar a presenca dos alelos de risco do polimorfismo pesquisado nos
pacientes com DMRI, levando-se em consideracdo afetados e nao
afetados e também por meio da divisdo dos pacientes em subgrupos
distintos de acordo com o subtipo de doenca apresentada: atréfica ou
exsudativa. Avaliar se tais variagdes genéticas apresentam maior

relevancia em um determinado subgrupo.

21



3. METODOS

3.1. Tipo de estudo

Foi realizado estudo do tipo caso-controle envolvendo individuos
portadores de DMRI, tanto do tipo atréfica quanto do tipo exsudativa, e

individuos que constituiram um grupo controle sem sinais da doenca.

3.1.1. Casuistica

Os participantes foram recrutados no Hospital de Clinicas da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) entre 2008 e 2010. Cada
participante assinou o termo de consentimento, que fazia parte do protocolo
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade CEP
919/2007 (Anexo 1). Uma série consecutiva de 126 pacientes portadores de

DMRI, sem parentesco, foi comparada com 86 individuos sem a doenca.

3.1.1.1 Critérios de inclusao: Grupo DMRI

Os sujeitos do estudo foram avaliados de acordo com a classificagdo
proposta pelo International ARM Epidemiological Study Group.Foram
observados ambos os tipos de DMRI avancada. A DMRI exsudativa ou
neovascular, que é definida pela presenca de pelo menos uma das seguintes

caracteristicas:descolamento do EPR em um dos olhos; membrananeovascular
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sub-retiniana ou sub-EPR; cicatriz ou tecido glial epirretiniano, intrarretiniano,
sub-retiniano ou sub-EPR; hemorragia intrarretiniana, sub-retininana ou sub-
EPR; exsudatos duros lipidicos dentro da area macular relacionados com as
caracteristicas anteriores, cicatrizes de fotocoagulacdo de DMRI e aatrofia
geografica (DMRI seca) do EPR com hipopigmentacao e despigmentacdo bem
delimitada ou aparente falta de EPR, onde os vasos da coréide sdo visiveis em

uma area maior que 175 ym.

3.1.1.2 Critérios de inclusao: Grupo controle

O grupo controle consistiu de86 individuos recrutados no mesmo
departamento com idade acima de 50 anos e auséncia de qualquer evidéncia de
DMRI, como drusas ou alteracbes do EPR. Pacientes com histéria familiar de

cegueira foram excluidos do grupo controle.

3.1.1.3 Critério de exclusiao: Grupos DMRI e Controle

Individuos que apresentaram qualquer opacidade de meios que impediu
fundoscopia e/ou retinografia de boa qualidade foram excluidos do estudo.
Pacientes com alta miopia (equivalente esférico > -6 dioptrias), estrias angioides,
doenca coriorretiniana infecciosa e/ou inflamatéria, trauma ou doencas

coriorretinianas hereditarias também foram excluidos do estudo.
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3.1.2. Aspectos éticos

Os pacientes selecionados para o estudo receberamexplicacdo completa,
pormenorizada e em linguagem acessivel sobre a natureza da pesquisa, seus
objetivos, métodos e beneficios previstos, podendo ou ndo aceitar participar da
mesma, sem constrangimento ou modificagdo em sua assisténcia médica.

Apos a informacéo, através da qual os pacientes souberam que seriam
realizados procedimentos que nao faziam parte da rotina do servigo, aqueles
que aceitaram participar do estudo assinaram um “Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido” (TCLE), autorizando sua participacdo voluntaria na
pesquisa (Anexo 2). Todos o0s sujeitos da pesquisa tiveram a oportunidade
deretirar seu consentimento, em qualquer fase do estudo, sem penalizagéao
alguma e sem prejuizo ao seu atendimento médico.

As coletas de sangue foram realizadas durante os atendimentos
ambulatoriais, sendo retirada quantidade (5 a 10 ml) ndo prejudicial a saude do
paciente. O material bioldgico (sangue) coletado foi armazenado no Centro de
Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) — UNICAMP e foi utilizado
exclusivamente para a finalidade prevista neste projeto. A pesquisa laboratorial
utilizando as amostras de sangue foirealizada durante um periodo maximo de
dois anos ap6és a coleta. Qualquer outro projeto utilizando as amostras de DNA
s0 serd levado a efeito mediante nova aprovacao do CEP.

Nao houve a necessidade de mudanca da rotina dos pacientes. Nao
houve 6nus para os mesmos. A identidade de todos os pacientes foi e sera

mantida em sigilo.
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Foram respeitados os principios enunciados na Declaracao de Helsinque

assim como as todas as determinacoées do CEP da FCM — UNICAMP.

3.1.3. Métodos diagnosticos

Todos os individuosforam entrevistados com questionario padronizado
contendo perguntas referentes a antecedentes patolégicos, tanto oculares
quanto sistémicos, e histéria familiar de doencga ocular (Anexo 3).

O antecedente referente ao tabagismo também foi obtido através de
questionario aplicado por entrevista. Os participantes do estudo foram
classificados em dois grupos: o primeiro grupo incluindo aqueles que nunca
fumaram e o segundo com individuos tabagistas ou com antecedente de
tabagismo. Como o objetivo do estudo foi avaliar a associacdo entre o
polimorfismo rs10490924 presente no gene LOC387715/ARMS2 e a DMRI, a
frequéncia de tabagistas e nao tabagistas foi mantida similar nos grupos caso e
controle com o objetivo de prevenir um possivel viés causado pela associacao
de tabagismo com a DMRI.

Todos os participantes foram submetidos a exame oftalmoldgico incluindo
medida da acuidade visual, refracdo, biomicroscopia e fundoscopia.A
fundoscopia foi realizada em lampada de fenda com o uso de lente de 78 ou 90
dioptrias. Pacientes com suspeita de DMRI exsudativa também foram
submetidos aretinografia e angiografia. A retinografia e a angiografia

fluoresceinica foram realizadas em um retinégrafo modelo Topcon TRC 50X
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(Topcon Inc., Tokyo, Japan). As angiografias foram realizadas com

administracdo endovenosa de 5 mL de fluoresceina 10%.

3.1.4. Biologia molecular

3.1.4.1 Extracao de DNA do sangue periférico

Foramcoletadosde todos os individuos incluidos no estudo entre 5 e 10
mL de sangue periférico em frasco estéril com acido etilenodiaminotetraaceético
(EDTA) 10% como anticoagulante. Apds a coleta, todo o material bioldgico foi
armazenado no Laboratorio de Genética Molecular Humana do CBMEG -
UNICAMP. Este material foi armazenado a temperatura ambiente por até 2 dias
ou em geladeira (4°C) por até 1 semana.
A extracdo de DNA foi realizada pelo método de fenol cloroférmio o qual
pode ser dividido em duas etapas.
Primeira etapa:
e Coleta de sangue em tubo contendo EDTA ou ACD;
e Centrifugagao por 10 minutos a 2500rpm;
e Remocao da por¢céao sobrenadante correspondente ao plasma, com pipeta
Pasteur descartavel, e descarte num Becker com solucao de hipoclorito.
e Mistura das porgdes intermediaria e inferior, correspondentes
respectivamente aos leucocitos e as hemacias, com nova pipeta Pasteur.
e Transferéncia da mistura para um tubo do tipo “Falcon” de 15mL;
e Adicdo de tampao RBS 1X até um obtencédo de um volume final de 11mL;
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Adicdo de 60puL de NONIDET - P40 (TRITON ou IGEFAL) e
homogeneizacéo;

Centrifugacao a 2500rpm por 10 minutos e descarte do sobrenadante;
Ressuspengédo do “pellet” em 0,5mL de tampao RSB 1X seguida de
homogeneizacéo;

Lise das hemacias com 3,0mL de detergente SDS;

Adicao de 80uL de proteinase K;

Incubagao em estufa por 2 a 3 horas a 37°C ou overnight,

Segunda etapa:

Adicao de 3,0mL de fenol saturado em tubo Falcon;

Homogeneizacao por 10 minutos;

Centrifugacao a 2500rpm por 10 minutos;

Remocéo da porcéo inferior do tubo (fenol) com nova pipeta Pasteur
descartavel sem mistura-la a por¢ao superior do centrifugado;

Repeticao dos itens 1,2, 3 e 4 utilizando cloroférmio saturado com fenol
(1:1), isto &, 1,5mL de cloroférmio e 1,5 mL de fenol;

Adicdo de 3,0mL de cloroférmio-alcool iso-amilico seguida de
homogeneizacéo;

Centrifugacao a 2500rpm por 10 minutos seguida de remocao completa
da porc¢ao inferior do tubo;

Adicao de 6,0mL de etanol a 100% para a precipitacdo do DNA;

Coleta do DNA com pipeta e ressuspencao em 200 a 250uL de tampao

TE;
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3.1.4.2 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

As amostras de DNA foram adicionados 20 pmol dos primers sense e
anti-sense,em conjunto com 200 ymol de cadadesoxirribonuleotideotrifosfatado
(dNTP), tampao da enzima 1X, 0,5 U de Taq DNA polimerase (InvitrogentuLife
Technologies, Carlsbad, CA, USA), completando-se o volume final da reacao
para 25 yL com agua deionizada estéril. A temperatura e a duracédo dos ciclos
foram determinadas apds testes de padronizacdo. Foram realizados 35 ciclos de
94°C por um minuto, 57°C por um minuto e 72°C por um minuto, precedidos por
uma desnaturacgao inicial a 94°C por 5 minutos e finalizando com sete minutos
de extensdo a 72°C. Os primers usados na PCR foram: sense5'-
GCACCTTTGTCACCACATTA-3' e anti-sense5'-GCCTGATCATCTGCATTTCT-
3', ambos sintetizados pela Life Technologies ™ Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).
Os produtos da PCR foram separados por meio de eletroforese em gel de
agarose 1,5% corado com brometo de etideo e examinados sob luz ultravioleta
(UV). Um fragmento de 356 pares de bases do exon 1 do gene
LOC387715/ARMS2 foi amplificado para o polimorfismo rs10490924.

Apbs a amplificacdo das respectivas regides cromossémicas a serem
analisadas, os produtos das PCRs foram purificados e sequenciados para

identificag&o dopolimorfismo.

3.1.4.3 Sequenciamento automatico
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Para a reacdo de sequenciamento, adicionou-se a cada poco da placa
especifica para o sequenciador (96 — well ultraplate, Natural, Sorenson ™,
Sollentuna, Sweden) 1,0uL do produto da PCR e 1,0uL do primer sense ou anti-
sense a ser utilizado na concentragdo de 5 pmol, completando-se o volume final
de 20uL em cada poc¢o da placa com 18uL da mistura que se segue: 1350,0uL
de agua deionizada estéril, 400uL de tampao de sequenciamento 5X e 50uL de
Big Dye (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

As placas foram levadas ao termociclador sob as seguintes condigdes:
ciclo unico de 1 minuto e 30 segundos a 96°C, seguido por 24 ciclos da
sequéncia 12 segundos a 96°C, 6 segundos a 50°C e 4 minutos a 60°C. Apds
essa reacao, as amostras foram purificadas a fim de eliminar nucleotideos nao
incorporados.

A purificagdo da reacao de sequenciamento foi realizada adicionando-se
80 pL de etanol a 80% seguido de centrifugacdo a 4000 rpm por 45 minutos.
Apbs o término da centrifugacao foi realizado descarte por inversao colocando-
se a placa invertida sobre papel toalha secando-se as bordas. A seguir,
adicionou-se 150 puL de etanol a 70% seguido de novo descarte por inversao.
Finalmente foi realizado “spin” invertido e deixado para secar em local escuro,
envolto em papel aluminio, por 2 horas.

As amostras foram ressuspensas em 10uL de Formamida Hi-Di (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), desnaturadas por 5 minutos a 96°C,
colocadas imediatamente no gelo e submetidas a eletroforese no sequenciador

automatico “ABlI PRISM 3700 Genetic Analyser” (Applied Biosystems, Foster
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City, CA, USA). A confirmacdo da regido genbmica analisada foi realizada
através  de buscas por  similaridade, utilizando-se o Blast

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

3.1.5. Andlise estatistica

Os dados foram digitados e armazenados em programa de gerenciador
de banco de dados.

O teste exato de Fisher ou qui-quadrado foram usados para comparar as
frequéncias alélicas e dos gendtipos entre os casos e os controles, além de
estimar o OR. Valores de p< 0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. O teste de equilibrio de Hardy-Weinberg foi usado para a analise
de distribuicdo dos gendtipos tanto no grupo caso quanto no grupo controle.

Foi realizado o calculo post-hoc através do software Clincalc.com

(http://clincalc.com/Stats/Power.aspx) para avaliacao do poder da amostra.
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4. RESULTADOS

O presente estudo inclui uma populacdo da regido sudeste do
Brasil.Foram selecionados 126 individuos portadores de DMRI e 86 individuos
saudaveis com idade similar (idade média de 74,17 + 7,64 comparada a 71,82 +
7,12, respectivamente). Entre os pacientes diagnosticados com DMRI, 74
apresentavam neovascularizacao de cordéide ou cicatriz disciforme no olho com
a doenca mais avancada. Os 52 pacientes restantes apresentavam a forma
atréfica da doenca, com a presenca de drusas e alteracdes do EPR ou atrofia
geografica. Esta amostra apresentou um poder calculado através de post-hoc de
93,4%, considerando uma erro alfa de 0,05%.

A distribuicdo dos gendtipos do polimorfismo rs10490924 foi
significativamente diferente entre os casos e os controles. Entre 126 pacientes
diagnosticados com DMRI, 77 pacientes apresentavam o alelo de risco T
(61,1%), 23 eram homozigotos e 54 eram heterozigotos. No grupo controle,
apenas 32 individuos apresentavam o alelo de risco (37,2%), dos quais trés
eram homozigotos (TT) e 29 eram heterozigotos (GT). O odds ratio (OR) para
DMRI foi 2,05 (IC95% 1,13-3,71) para heterozigotos (GT) e 8,32 (IC95% 2,30-
45,99) para homozigotos (TT), comparados com sujeitos homozigotos para o
alelo G. O OR entre sujeitos portadores do alelo de risco (TT + GT) e aqueles
homozigotos para o alelo G foi de 2,65 (IC95% 1,50-4,66) (Tabela 1). A
distribuicdo dos genoétipos para o polimorfismo rs10490924 estava consistente

com o equilibrio de Hardy-Weinberg em ambos 0s grupos.
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A frequéncia do alelo T foi significativamente maior em pacientes com

DMRI quando comparada com os individuos do grupo controle (p= 0,00002)

(Tabela 1).

A Figura 6

ilustra o0 sequenciamento da regido do gene

LOC387715quecompreende o polimorfismors10490924.

Tabela 1. Distribuicdo, odds ratio e frequéncia alélica do polimorfismo (rs70490924) do gene

LOC387715/ARMS2 em casos e controles de DMRI.

DMRI ATROFICA E EXSUDATIVA

Genotipos Controles (%) Casos (%) OR (IC95%) vs. GG P
GG 54 (62,7) 49 (38,8) Referéncia 1
GT 29 (33,7) 54 (42,8) 2,05 (1,13-3,71) 0,01708
TT 3(3,4) 23 (18,2) 8,32 (2,30-45,99) 0,00020

GT +TT 32 (37,2) 77 (61,1) 2,65 (1,50-4,66) 0,00062
Total 86 (100) 126 (100)
Alelos Controles (%) Casos (%) OR P
G 137 (79,6) 152 (60,3) Referéncia 1
T 35(20,3) 100 (39,6) 2,57 (1,64-4,03) 0,00002
Total 172 (100) 252 (100)

OR = Odds Ratio
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CAGCTIBIC TAAAATCCACACTG AGCTCTGCTTACCAGCCTTCTTCTOTCL T
220 230 240 250 26

210 220 230 240 250

Figura 6. Eletroferograma do gene LOC387715demonstrando a troca da base nitrogenada G por T,
realcadasnafigura.

O OR também foi calculado apés a estratificacdo da amostra de acordo
com o tipo de DMRI (exsudativa ou atrofica). O OR para DMRI exsudativa foi de
2,11 (1IC95% 1,08-4,15) para heterozigotos (GT) e 7,29 (IC95% 1,77-43,48) para
homozigotos (TT), quando comparados com individuos homozigotos para o alelo
G. O OR entre pacientes com DMRI exsudativa portadores do alelo de risco (TT
+ GT) e os individuos sem o alelo de risco (GG) foi de 2,61 (IC95% 1,38-4,96)
(Tabela 2). Como o numero de participantes com DMRI atréfica foi pequeno, foi
calculado apenas o OR entre os individuos portadores do alelo de risco (TT +
GT) e os individuos homozigotos para o alelo G, resultando em um OR de 2,70
(IC95% 1,32-5,48). Apls a estratificacdo da amostra, a frequéncia do alelo de
risco T manteve-se significativamente maior nos pacientes com DMRI quando
comparados aos controles. Entre os 74 pacientes diagnosticados com DMRI
exsudativa, 45 pacientes apresentavam o alelo de risco (60,8%), 12

homozigotos e 33 heterozigotos. No grupo controle apenas 32 individuos
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apresentavam o alelo de risco (37,2%), dos quais trés individuos eram

homozigotos (TT) e 29 eram heterozigotos (GT) (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo, odds ratio e frequéncia alélica do polimorfismo rs7049092 do gene

LOC387715/ARMS2 apoés a estratificacdo segundo o tipo de DMRI em casos e controles.

DMRI SECA CASOS

DMRI EXSUDATIVA CASOS

Controles OR (IC95%) vs. OR (IC95%) vs.
Gendtipos Casos (%) | Casos (%) P Casos (%) P
(%) GG GG
GG 54 (62,7) 49 (38,8) 20 (38,4) Referéncia 1 29 (39,1) Referéncia 1
GT 29 (33,7) 54 (42,8) 21 (40,3) 1,95 (0,91-4,18) | 0,0821 33 (44,5) 2,11 (1,08-4,15) | 0,0276
9,60 (2,23- 7,29 (1,77-
1T 3(3,4) 23 (18,2) 11 (21,1) 0,0008 | 12(16,2) 0,0028
59,11) 43,48)
GT+TT 32 (37,2) 77 (61,1) 32 (61,5) 2,70 (1,32-5,48) | 0,0054 | 45 (60,8) 2,61 (1,38-4,96) | 0,0028
Total 86 (100) 126 (100) 52 (100) 74 (100)
Controles
Alelos Casos (%) | Casos (%) OR P Casos (%) OR P
(%)
G 137 (79,6) | 152 (60,3) 61 (58,6) Referéncia 1 91 (61,4) Referéncia 1
T 35 (20,3) 100 (39,6) 43 (41,3) 2,75 (1,61-4,72) | 0,0001 57 (38,5) 2,45 (1,49-4,03) | 0,0003
Total 172 (100) | 252(100) | 104 (100) 148 (100)
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5. DISCUSSAO

Rivera e colaboradores publicaram que o LOC387715/ARMS2 é expresso

na placenta e pouco expresso na retina ©%

. Até recentemente, a funcéao
biol6gica da proteina LOC387715 era desconhecida, mas um estudo publicado
recentemente sugere que tal proteina tenha um papel na funcao de fagocitose
das células do EPR ©®. Apesar de estudos adicionais sobre sua fungdo serem
necessarios para confirmar seu papel e sua contribuicdo na patogénese da
DMRI, diversos autorestém relatadoque a associacdao entre o polimorfismo
rs10490924 presente no gene LOC387715/ARMS2 com a DMRlocorre em

diferentes populacbes de maneira independentedeoutros fatores genéticos

previamente estudados, entre elesos polimorfismos encontrados no gene

CFi 30-32, 59-62)

Tal associacao descrita em populacées na Alemanha, Austrélia, Estados

(30-32, 59-62)

Unidos da América, Turquia, Japao, leste asiatico e india foi

demonstrada nesta amostra da populacao brasileira. O OR observado neste
analise também foi similar aqueles observados em outras publicagdes % 6364
Rivera e colaboradores foram os primeiros a descrever a associacao
entre LOC387715/ARMS2 e DMRI na populacdo alema, reportando um OR de
2,69 (IC95% 2,22-3,27) para heterozigotos (GT) e 8,21 (IC95% 5,79-11,65) para
homozigotos (TT), comparado a sujeitos homozigotos para o alelo G 9. Um

estudo publicado por Ross e colaboradores analizou a associagdo entre

LOC387715/ARMS2 e DMRI em trés diferentes amostras, uma da Australia e
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duas dos Estados Unidos. Quando combinadas, o OR observado nas amostras
norte americanas foi de 2,61 (IC95% 1,89-3,61) para heterozigotos (GT) e 8,59
(1IC95% 4,49-16,46) para homozigotos (TT), comparados com sujeitos
homozigotos para o alelo G. O OR na amostra australiana foi de 1,69 (IC95%
1,25-2,28) para heterozigotos (GT) e 2,20 (IC95% 1,05-4,62) para homozigotos
(TT), comparados a sujeitos homozigotos para o alelo G ®®. Os resultados
encontrados nesta amostra de individuos da populacdo brasileira se
aproximaram mais daqueles obtidos para as popula¢des européia e americana
em detrimento da populacao australiana (Tabela 3). Recentemente outro estudo
na populagao brasileira foi publicado e reportou um OR de 5,5 (IC95% 2,6-11,8;

p < 0.0001) para o LOC387715/ARMS2 (TT) ©3),

Tabela 3. Odds ratio da frequéncia genotipica do polimorfismo (rs10490924) do gene

LOC387715/ARMS2 em casos e controles de DMRI em amostras de diferentes populagdes.

OR 1C95% OR 1C95%
Rivera et al. ALE 2,69 2,22-3,27 8,21 5,79-11,65
Ross et al. EUA 2,61 1,89-3,61 8,59 4,49-16,46
Hirata et al. BRA 2,05 1,13-3,71 8,32 2,30-45,99
Ross et al. AUS 1,69 1,25-2,28 2,20 1,05-4,62

A estratificacdo da amostra confirmou que a associacdo entre 0 gene

LOC387715/ARMS2 e a DMRI estava presente independentemente do subtipo
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de DMRI. Ross e colaboradores estudaram uma amostra do National Eye
Institute (NEI) combinada com uma amostra do AREDSe reportou uma OR para
DMRI exsudativa de 2,48 (IC95% 1,70-3,61) para heterozigotos (GT) e 10,12
(1C95% 5,12-20,01) para homozigotos (TT), comparados com sujeitos
homozigotospara o alelo G. O mesmo estudo relatou uma OR para DMRI
atréfica de 3,24 (IC95% 2,20-4,78) para sujeitos com ao menos um alelo T (GT +

TT), comparados a sujeitos homozigotos para o alelo G®® (Tabela 4).

Tabela 4. Odds ratio com intervalo de confianca do polimorfismo rs71049092 do gene
LOC387715/ARMS2 apoés a estratificagdo segundo o tipo de DMRI em casos e controles em

amostras de diferentes populagdes.

OR 1C95% OR IC95%
EUA 2,64 1,97-3,54 3,10 2,37-4,06
BRASIL 2,75 1,61-4,72 2,45 1,49-4,03
JAPAO 0,53 0,32-0,88 4,39 2,69-7,17

O polimorfismo no gene LOC387715/ARMS2 e sua associacao com a
DMRItambém foi descrita na populagéo turca na qual os gendtipos do grupo
DMRI eram GG (30,6%), GT (38,1%) (OR = 1,88, 1C95% 1,07-3,30) e TT
(31,3%) (OR = 8,61, 1C95% 3,55-20,87). Os sujeitos controle eram GG 59% (p =
0,027), GT 39% (p = 0,0001), e TT 2% (p = 0,0001), respectivamente ©®. Em

estudos de coorte realizados na populacéo japonesa foi demonstrada uma forte
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associacdao com DMRI exsudativa (p = 0,00000031), porém, diferentemente dos
resultados obtidos no presente estudo,apenas uma associacdo marginal com
DMRI seca (p = 0,04) ©"). Também foi observada associacdo com acometimento
do olho contra-lateral pela DMRI (risco relativo 2,67, p = 0,0013) e com o tempo
entre 0 acometimento do primeiro e do segundo olho. Pacientes homozigotos
para o alelo de risco (TT) apresentam DMRI no olho -contra-lateral
significativamente mais cedo comparados aqueles com os outros genétipos (p =
0,0028) ©2),

Uma metandlise realizada com 13 estudos incluindo as populagdes norte
americana, européia, do leste asiatico e indiana demonstrou que individuos
portadores dos gendtipos TT e TG do polimorfismo rs10490924 G—T do gene
LOC387715/ARMS2 apresentaram 7,51 e 2,35 vezes o risco de desenvolver
DMRI, respectivamente, comparados aqueles portadores do genédtipo GG ©?),
resultados semelhantes aos encontrados nesta amostra de populacao brasileira.

Estudos caso-controle apresentam limitacées intrinsecas. Apesar da
estratificacdo dos pacientes de acordo com o tipo de DMRI, ndo foi realizada
nenhuma andlise levando-se em consideracdo a gravidade da doenca. Além
disso, ndo foram avaliados fatores ambientais associados a DMRI, como
tabagismo, exposicdo solar e indice de massa corporal e suas possiveis
interagbes com o polimorfismo rs10490924. O baixo numero de sujeitos do
grupo controle homozigotos para o alelo de risco TT nesta amostra limita os
resultados do estudo, o que pode ser verificado pela ampla variacao

apresentada nos intervalos de confianca.
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A heterogeneidade da populacédo brasileira, a qual possui suas raizes
ancestrais formadas principalmente por indios, europeus e africanos, dificulta a
extrapolacao de resultados de estudos realizados em outras populacdes. Ross e
colaboradores avaliaram a associagdo da DMRI com o polimorfismo rs10490924
em duas amostras norte americanas e uma australiana, encontrando uma maior
associacao da doenca nas amostras americanas quando comparadas a amostra
australiana®. Os resultados encontrados neste estudo foram semelhantes
aqueles encontrados nas amostras norte americanas. Enquanto na populacao
japonesa foi demonstrada uma forte associagdo com DMRI exsudativa (p =
0,00000031), mas uma associacdo marginal com DMRI seca (p = 0,04)®?, na
amostra da populagao brasileira estudada foi encontrada forte associagao tanto
para DMRI seca (p = 0,0054) quanto para DMRI exsudativa (p = 0,0028). As
diferencas encontradas em diferentes populagcées trazem implicagdes clinicas
importantes dificultando desde a interpretacdo de ensaios clinicos até a
implementagdo de conhecimentos na area da farmacogenética, os quais visam

um tratamento mais individualizado em busca de melhores resultados.
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6. CONCLUSOES

A frequéncia do polimorfismo Ala69Ser encontrado no gene
LOC387715nestaamostra de pacientes da populagao brasileira do estado de
Séo Paulo foi de 61,1% em individuos com DMRI e de 37,2% em individuos sem
a doenca.A andlise desta amostra sugereuma associacao entre o polimorfismo
rs10490924 do gene LOC387715/ARMS2 e DMRI, como descrito anteriormente
em outras populagdes.

A estratificacdo da amostra confirmou que a associacao entre o0 gene
LOC387715/ARMS2 e a DMRI estava presente independentemente do subtipo
de DMRI.

A determinacao de gendtipos de alto risco em diferentes populacbes pode
contribuir para uma melhor compreensao da etiopatogenia da DMRI, para o
desenvolvimento de novos métodos e estratégias para o diagndstico precoce e

para o tratamento, o qual pode se tornar um modelo de medicina personalizada.
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ANEXOS

ANEXO 1

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www em.unicamp.brpesquisa/ctica’index.huml

CEP, 15/01/08.
(Grupo 111}

PARECER CEP: N° 919/2007 (Este n® deve ser citado nas correspondéncias referonte a cste projcto)
CAAE: 0668.0.146.000-07

I- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “AVALIACAO DOS POLIMORFISMOS NOS GENES CFH, LOC387715 E
HTRA1 EM UMA POPULACAO BRASILEIRA COM DEGENERACAO MACULAR
RELACIONADA A IDADE™,

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Fébio Endo Hirata

INSTITUIGAO: HC/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP; 04/12/2007

APRESENTAR RELATORIO EM: 18/12/08 (O formulério encontra-se no site acima)

Il - OBJETIVOS

Avaliar a freqiiéncia e os tipos de polimorfismos encontrados nos genes CFH,
LOC387715 e HTRA 1 em uma populagio brasileira de pacicntes com degencragiio macular
relacionada a idade (DMRI) intermediaria e avancada, e determinar o papel dessas mutagoes
como fatores de risco para o desenvolvimento da doenga. Pretende também comparar os alelos
de risco dos genes pesquisados nos pacientes com DMRI, dividindo-os em subgrupos distintos
de acordo com o subtipo da doenga (atréfica ou exsudativa) ¢ avaliar se estas variagfies genéticas
apresentam maior relevancia em um determinado subgrupo e verificar s¢ as variaghes genélicas
encontradas sdo fatores de risco independentes dos fatores ambientais, coma tabagismo e dieta,
para o desenvolvimento da doenca.

11 - SUMARIO

Trata-se de projeto de pesquisa, com desenho transversal, tipo caso-controle. Serdo
selecionados 100 pacientes com diagndstico de DMRI atendidos no Servigo de Oftalmologia do
HC/UNICAMP. Os pacientes que preencham os critérios diagnosticos de DMRI 3, 4 ou 5
(intermedidria ou avangada), tanto exsudativa como atréfica, serio convidados a participar do
estudo. O grupo controle serd composto por 100 individuos recrutados no mesmo servigo, com
idade > 50 anos e sem evidéncia de DMRL Todos os pacientes serfio entrevistados com
questiondrios padronizados, em relagio a antecedentes oftalmolégicos e sistémicos, submetidos a
exame oftalmolégico completo (medida de acwidade visual, refracfo, avaliagio com tela de
Amsler, teste de sensibilidade de contraste, biomicroscopia, fundoscopia, retinografia e
angiografia. Serfio coletados 20 a 30 ml de sangue periférico dos sujeitos de estudo e controles,
para pesquisa dos genes reguladores por biologia molecular, no Centro de Biologia Molecular e
Engenharia Genética da UNICAMP.

1 enaing te Edew e Mesrquisa = NI AXTP
R Tesactlln Viewrs de Comsesp, Ll FONFE 019 1531890
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
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® wwew fomunicamp brpesquisaietica/indes. bl

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O projeto encontra-se adequado 4 Resolugiio CNS/MS 196/96 e complementares, bem
comg 0 Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido,

V- PARECER DO CEP

O Comité de Frica em Pesquisa da Faculdade de Ciéneias Mddicas da UNICAMP, ap6s
acatar 05 pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presenle caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigées o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada. O conteddo ¢ as
conclusies aqui apresentados sfo de responsabilidade exclusiva do CEF/FCM/UNICAMP e nio
representam a opinidie da Universidade Estadual de Campinas nem a comprometem.

VI- INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de relirar seu
consentimenio em qualguer fase da pesquisa, sem penalizaciio alguma ¢ sem prejuizo a0 seu
cuidado (Res. CNS 196/96 = ltem [V.1.[) e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento
Livre ¢ Esclarecido. na integra, por ele nssinado (ltem [V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovade ¢
descontinuar o estudo somente apds andlise das razbes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Ilem 11.1.2), exceto guando perceber riseo ou dano ndio previsio ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificaglo ao CEP ¢ & Agéneia Nacional de Vigilincia Sanitdria— ANVISA -
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificacies ou emendas ao profocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara ¢ sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo 1 ou I1 apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
palrocinador deve envid-las também & mesma junto com o parecer aprovatdrio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, ltem I11.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidns na Resolugio CNS-MS 196/96,

iy sy Srign om Prsgbe « SINFCANE
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VI - DATA DA REUNIAO

Homologado na XII Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 18 de dezembro de 2007,

Profa. Br&%_‘{i:;h Silvia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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ANEXO 2 ) ,
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

@
\\"” COMITE DE ETICA EM PESQUISA
‘ ‘ P Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP
& (0_19) 3521-8936
FAX (0_19) 3521-7187

°

Y

UNI B’A MP ®www.fcm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html
Hcep@fcm.unicamp.br

Termo de consentimento livre e esclarecido

Vocé esta sendo convidado(a) para participar, como voluntario, em uma
pesquisa. Apds ser esclarecido(a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar
fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma
delas é sua e a outra do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé ndo sera
penalizado(a) de forma alguma.

Informacdes sobre a pesquisa:

Titulo do projeto: Avaliagdo dos Polimorfismos nos Genes CFH, LOC387715 e HTRA1
em uma Populacao Brasileira com Degeneragdo Macular Relacionada a ldade.
Pesquisador responsavel: Fabio Endo Hirata

Telefone para contato: 019 3521-7936

A degeneracao macular relacionada a idade (DMRI) é uma das principais causas
de visdo baixa em idosos em todo o mundo. Nos ultimos anos, muitas alteragdes
genéticas tém sido encontradas em pacientes com esta doenga. O principal objetivo de
estudar estas alteracdes € que no futuro seja possivel prevenir estas doencgas e evitar
que idosos tenham problemas visuais por DMRI.

Para participar do estudo é necessario colher uma amostra de 20 a 30 ml de
sangue (o equivalente a duas colheres de sopa), como é feito em exames para anemia
ou glicose. O exame é muito seguro e fora o desconforto da injecdo nao costuma
causar efeitos colaterais. O sangue sera colhido apenas uma vez. O exame
oftalmolégico realizado sera o de costume no ambulatério.

O participante do estudo nao recebera qualquer valor em dinheiro. Os resultados
serdo publicados, mas sua identidade sera preservada.

Consentimento

Eu, RG , abaixo
assinado, estou de acordo em participar do estudo proposto acima, como sujeito. Fui
devidamente informado(a) e esclarecido pelo pesquisador

sobre a pesquisa e o0s
procedimentos nela envolvidos. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento
a qualquer instante, sem prejuizo em meu acompanhamento ou tratamento.

Local e data:
Nome do paciente:
Nome e assinatura do responsavel legal:
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ANEXO 3

QUESTIONARIO

Data: / /

Nome:

Sexo: ( ) Masculino ( ) Feminino

Data de nescimento: / /

Historia ocular pregressa: ( ) Sim () Nao

Especificar:

Historia sistémica pregressa: ( ) Sim( ) Nao

Especificar:

Histéria familiar de doenca ocular: ( ) Sim( ) Nao

Especificar:

Tabagismo: ( ) Ex-tabagista ou tabagista ( ) Nao tabagista
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