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RESUMO

Introducgao: A degeneragédo macular relacionada a idade (DMRI) € uma doenga ocular
degenerativa multifatorial de carater progressivo que configura a principal causa de
cegueira em maiores de 60 anos em paises desenvolvidos. O desenvolvimento da
DMRI é determinado pela combinagdo do envelhecimento, genética e fatores
ambientais. Os fatores genéticos s&o responsaveis por 71% da variagao de risco da
DMRI avancada, e as variantes genéticas localizadas nos genes do sistema
complemento (CFH, C2/CFB, C3 e CFIl) compreendem cerca de 57% das variantes
de risco conhecidas, sendo essa a via bioldgica de maior relevancia na patogénese
da doenca.

Objetivos: O objetivo foi analisar o papel das variantes de base unica rs1410996
(gene CFH) e rs2230199 (gene C3) em relagdo ao risco para desenvolvimento da
DMRI em uma amostra da populagao brasileira.

Métodos: Novecentos e sessenta e trés individuos ndo relacionados foram
analisados, sendo 484 com DMRI (grupo caso) e 479 sem a doenga (grupo controle).
No grupo caso, os pacientes foram ainda estratificados de acordo com a forma de
apresentacao, em DMRI seca e umida; e quanto a gravidade, em DMRI ndo avangada
e avangada. Os polimorfismos do gene CFH rs1410996 e do gene C3 rs2230199
foram avaliados por meio da reacdo em cadeia polimerase e sequenciamento direto.
Estimativas de associagbes foram realizadas por meio de modelos de regressao
logistica ajustados para idade.

Resultados: A analise da variante rs1410996 foi constituida por uma amostra de 353
casos e 413 controles. Na avaliagao genotipica, a comparagao entre casos e controles
demonstrou efeito de risco do genotipo GG ao ser comparado ao AA (OR 1,819;
IC95% 1,172-2,838; p-valor 0,007). Observou-se significancia estatistica ao comparar
os genotipos GG versus AA na analise de subgrupos DMRI forma umida x controles
(OR 2,169; IC95 1,290-3,712; p-valor 0,003) e DMRI avangada x controles (OR 2,123;
IC95 1,286-3,555; p-valor 0,003). Na avaliagao por alelos, ao comparar a frequéncia
alélica entre casos e controles, foi observado que o alelo G foi significativamente mais
frequente nos casos (OR 1,404; IC95% 1,131-1,174; p-valor 0,0021). Na avaliagdo da
variante rs2230199, o espag¢o amostral foi: 324 casos e 377 controles. O gendtipo
heterozigoto CG (OR 2,010; IC95% 1,393-2,914; p-valor 0,0002) conferiu um maior
risco a manifestagdo do fendtipo da DMRI que o GG (OR 2,116; 1C95% 1,0286-
4,5236; p-valor 0,045) quando comparado ao gendtipo em homozigoze com o alelo
selvagem (CC) ao avaliarmos casos x controles. A avaliagao alélica G vs. C confirmou
um risco aumentado de manifestagdo das formas umida (OR 1,954; p-valor 2,30e%%)
avangada (OR 1,718; p-valor 0,0001) da DMRI em comparag&o aos controles.
Conclusodes: Conclui-se que as variantes genéticas rs1410996 (gene CFH) e
rs2230199 (gene C3) conferem risco ao desenvolvimento da DMRI nessa amostra da
populagao brasileira, particularmente na forma umida/exsudativa da doenca.

Palavras-chave: Degeneracdo macular relacionada a idade; Fator H do
Complemento; Complemento C3; Polimorfismo genético.



ABSTRACT

Introduction: Age-related macular degeneration (AMD) is a progressive, multifactorial
and degenerative retinal disorder and the leading cause of blindness in the elderly in
Western World. The development of AMD is determined by the combination of aging,
genetics and environmental factors. The genetic factors are responsible for 71% of the
risk variation of advanced AMD. Common risk variants near the complement genes
(CFH, C2/CFB, C3 and CFI) account for near 57% of the contribution of known risk
variants to disease, emphasizing the critical role of the complement pathway in AMD
pathogenesis.

Purpose: The study aimed to assess the association between genetic variants of the
complement pathway C3 R102G (rs2230199) and CFH (rs1410996) with AMD in a
sample of the Brazilian population.

Methods: Nine hundred and sixty-three unrelated individuals were analyzed, 484 with
AMD (case group) and 479 without the disease (control group). In the case group,
patients were further stratified according to the form of presentation, in dry and wet
AMD; and as for severity, in non-advanced and advanced AMD. The polymorphisms
of the CFH gene rs1410996 and the C3 gene rs2230199 were evaluated through
polymerase chain reaction and direct sequencing. The associations between SNPs
and AMD, adjusted by age, were assessed by using logistic regression models.
Results: The analysis of the rs1410996 variant consisted of a sample of 353 cases
and 413 controls. In the evaluation of genotypes, the comparison between cases and
controls demonstrated a risk effect of the GG genotype when compared to AA (OR
1.819; 95% CI 1.172-2.838; p-value 0.007). Statistical significance was observed when
comparing the GG versus AA genotypes in the subgroup analysis of wet AMD versus
controls (OR 2,169; 1C95 1,290-3,712; p-value 0,003) and advanced AMD vs. controls
(OR 2,123; 1C95 1,286-3,555; p -value 0.003). In the evaluation by alleles, when
comparing the allele frequency between cases and controls, it was observed that the
G allele was significantly more frequent in the cases (OR 1.404; 95% CI 1.131-1.174;
p-value 0.0021). In the evaluation of the rs2230199 variant, the sample space was:
324 cases and 377 controls. The heterozygous genotype CG (OR 2.010; 95% CI
1.393-2.914; p-value 0.0002) conferred a greater risk for the manifestation of the AMD
phenotype than the GG (OR 2.116; 95% CIl 1.0286-4.5236; p-value 0.045) when
compared to the genotype CC, while evaluating cases x controls. The allele evaluation
G vs. C confirmed an increased risk of advanced (OR 1.954; p-value 2,30e%%) and wet
(OR 1.718; p-value 0.0001) AMD forms compared to controls.

Conclusions: Our study confirmed the risk association between rs2230199 and
rs1410996 variants and AMD, particularly in the wet/exudative form of the disease in
this sample of the Brazilian population.

Keywords: Age-related macular degeneration; Complement factor H; Complement
component 3; Genetic polymorphism.
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1. INTRODUCAO

1.1- Degeneragao Macular Relacionada a Idade

A degeneragao macular relacionada a idade (DMRI) € uma doenga ocular
degenerativa multifatorial de carater progressivo que configura a principal causa de
cegueira em maiores de 60 anos em paises desenvolvidos.! A doenga manifesta-se
devido a perda de fotorreceptores (cones e bastonetes), secundaria a disfuncéo e
atrofia do epitélio pigmentar da retina (EPR), na macula (regido central da retina),
levando a perda irreversivel da vis&o central.?3

Com o envelhecimento da populacdo, em virtude do aumento da
expectativa de vida, a DMRI passa a ser considerada um problema de saude em
crescimento, e ganha maior relevancia em ambito mundial.’ A etiologia da DMRI é
multifatorial, apresentando como principais fatores de risco: idade avancada e historia
familiar.4®

A DMRI pode manifestar-se de duas formas: ndo exsudativa ou seca e
exsudativa ou neovascular.® A forma seca apresenta-se como uma lesdo progressiva
do EPR, membrana de Bruch (MB) e coriocapilares, levando a atrofia secundaria dos
fotorreceptores.” Ja a forma exsudativa caracteriza-se pelo surgimento de uma
membrana neovascular subretiniana (MNVSR) com extravasamento de soro e/ou
sangue nas camadas retinianas externas, com consequente perda de fotorreceptores

e queda abrupta da visdo.®

1.2- Epidemiologia relacionada a DMRI

Uma revisdo sistematica recente mostrou que a DMRI é responsavel por
8,7% da cegueira global. Estima-se que 196 milhdes de pessoas em 2020
apresentarido a doenca, atingindo 288 milhdes em 2040.° Nos Estados Unidos, cerca
de 1,75 milhdes eram afetados pela DMRI avangada (atrofia geografica ou forma
neovascular) em 2004, estimando-se aproximadamente 3 milhdes em 2020'° e 3,8
milhdes em 2050,"" enquanto a estimativa de pacientes com visdo subnormal ou
cegueira saltara de 620 mil, em 2010, para 1,6 milhdes, em 2050, caso nenhum
tratamento seja realizado."’

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) de
2006,'2 20 milndes de brasileiros estdo na faixa etaria de mais de 65 anos e
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aproximadamente 14% deles apresentam DMRI (cerca de 2,8 milhdes de pessoas),
dos quais entre 10 e 15% (280 a 420 mil individuos) com a forma neovascular da
doenca.

A expectativa de vida, segundo dados do IBGE-2019,'3 aumentara em mais
de dez anos, em ambos os sexos, comparada ao ano 2000, quando a esperanca de
vida para o sexo feminino era de 73,9 anos e para o masculino de 66,0 anos. Projeta-
se no ano de 2060 uma expectativa de vida de 84,4 anos para mulheres e 78 anos

para homens (Figura 1)."3

ESPERANCA DE VIDA AO NASCER

Mulheres Homens Ambos

Idade Estimativa
= 84,4
% 78,5 81,2
78 78.0
76
—— 748
12
0 69,8 71,2
68
6 66,0
64
2000 2013 2060

Figura 1: Esperanca de vida ao nascer nos sexos masculino e feminino, anos 2000,
2013 e 2060, segundo dados do IBGE-2019."3

Como consequéncia do aumento da expectativa de vida e redugcao das
taxas de natalidade, a piramide etaria brasileira vem apresentando uma alteracédo em
seu formato, com estreitamento de sua base e espessamento do apice, apresentando
uma maior similaridade com as piramides de paises desenvolvidos (Figura 2). Espera-
se que pessoas com mais de 65 anos de idade constituam mais de 25% da populagao

brasileira, segundo projecao do IBGE para o ano de 2060."3
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Figura 2: Projecao da populagdo por sexo e idade para o Brasil, anos 2013, 2040 e
2060, segundo dados do IBGE-2019."3

Segundo dados da Agéncia Internacional para Prevencédo da Cegueira
(IAPB), a DMRI configura como a quarta principal causa de cegueira no mundo
(Grafico 1) e no Brasil e a principal causa de cegueira irreversivel. As duas principais
causas sao reversiveis e constituem os erros refracionais e a catarata. A IAPB estimou
que no ano de 2020, a DMRI seréa responsavel por aproximadamente 4% dos casos

de cegueira e visdo subnormal.’

m Degeneragdo Macular Relacionada a Idade
Catarata

m Opoacidade corneana

| Retinopatia diabética

m Glaucoma

m Erros refrativos

m Tracoma
Outras

Grafico 1: Causas de deficiéncia visual global em todas as faixas etarias (cegueira e

visdo subnormal).™

A DMRI é responsavel por uma queda drastica na qualidade de vida dos

pacientes, carreando consigo impactos socioecondmicos. Portadores de DMRI, em
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sua fase avancada, apresentam uma qualidade de vida similar ou pior a portadores
de doengas crénicas (como o cancer e a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida —
AIDS),"™ além de estarem sujeitos a limitagdes funcionais e aumento do risco de
quedas'® e apresentarem danos cognitivos associados como deméncias e doenga de

Alzheimer.”

1.3- Classificagdao da DMRI

A DMRI foi inicialmente classificada por um grupo de estudos
denominado AREDS (Age-Related Eye Disease Study), em 1995, em DMRI seca ou
nao neovascular e DMRI exsudativa ou neovascular. A DMRI seca €& caracterizada
pela presenga de drusas, sinal mais classico desta forma, que consistem em debris
acelulares branco-amarelados entre a Membrana Basal do Epitélio Pigmentar da
Retina (EPR) e a Membrana de Bruch (MB) (Figura 3); alteragbes pigmentares em
nivel de EPR como hipopigmentagdo (associada a drusas ou devido a perda de
células do EPR e seu pigmento) e hiperpigmentagéo (caracterizada pela proliferagao
ou migracédo de células do EPR e acumulo de melanina) e atrofia geografica, fase
mais avangada da forma seca, caracterizada pela morte das células do EPR e atrofia

dos fotorreceptores adjacentes (Figura 4).'®

| Fotorreceptores

Epitélio Pigmentar da Retina

e o o o o|® * T Tele |0 0
Drusas

OO0T0O0O000000

Figura 3: Drusas: depositos lipoprotéicos branco-amarelados entre a Membrana Basal

do EPR e a Membrana de Bruch.®
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Figura 4: Olho Esquerdo: Atrofia geografica observada a retinografia colorida (A);

monocromatica (B); angiofluoresceinografia (C); tomografia de coeréncia 6ptica (D).'®

A forma exsudativa caracteriza-se pela neovascularizagdo da coroide, a
partir do crescimento anormal de neovasos provenientes da coriocapilar. Pode ocorrer
a formacao de dois tipos de membrana neovascular, a do tipo | ou oculta, na qual os
neovasos se localizam-se entre o EPR e a MB, e a do tipo Il ou classica, na qual os
neovasos rompem o EPR, ficando logo acima dessa camada e em contato direto com
a retina neurossensorial (Figura 5). Como consequéncia ha uma queda abrupta da

visdo, na regido central (escotomas centrais ou paracentrais).'®
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Figura 5: Membrana Neovascular do tipo | ou Oculta (a)

Membrana Neovascular do tipo Il ou Classica (b)'8

A forma seca e mais prevalente (80-90% dos casos de DMRI)
responsabiliza-se por 20% dos casos de perda visual grave, ja a forma exsudativa,
menos frequente (10-20% dos casos de DMRI), é responsavel por 80% dos casos de

reducido grave da acuidade visual.?®
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Posteriormente, o AREDS classificou a DMRI em precoce, intermediaria e
avancada.?! A DMRI precoce é caracterizada pela presenca de mudltiplas drusas
pequenas (menores ou iguais a 63 micra) ou uma meédia (>63 e <125 micra) ou
alteragdes pigmentares da macula. O estagio intermediario compreende os casos de
multiplas drusas médias ou pelo menos uma drusa grande (maior que 125 micra) ou
atrofia geografica poupando a regido foveal. A DMRI avangada, por sua vez, engloba
a forma neovascular (DMRI exsudativa ou umida) e a atrofia geografica (AG) na area
foveal (DMRI nédo exsudativa ou seca) (Tabela 1).2" 22

Tabela 1. Escala de gravidade da DMRI segundo o AREDS??

Grau de Maculopatia Quadro Clinico
1 (Sem DMRI) Macula sem alteragbes
2 (DMRI Precoce) Drusas pequenas (< 63 micra), uma unica drusa

intermediaria  (63-125 micra) e/ou alteragdes

pigmentares

3 (DMRI Intermediaria) Multiplas drusas intermediarias, pelo menos uma
drusa grande (>125 micra), e/ou atrofia geografica

gue nao envolve o centro da macula

4 (DMRI Avancgada) Atrofia geografica envolvendo o centro da macula

e/ou neovascularizacédo de coroide

DMRI: Degeneracé&o Macular Relacionada a Idade

De acordo com a classificagdo do Clinical Age-Related Maculopathy
Staging System (CARMS)?3 a DMRI é dividida em cinco niveis clinicos baseados em
retinografia e avaliagdo clinica (Tabela 2). O estagio 1 corresponde a auséncia de
drusas ou presenga de até 10 drusas pequenas nao associadas a alteragdes
pigmentares; o estagio 2 apresenta mais que 10 drusas pequenas ou menos que 15
drusas medias ou alteragdes pigmentares ou a associagdo de drusas a alteragbes
pigmentares; no estagio 3 ha mais do que 15 drusas médias ou pelo menos uma drusa

grande associada ou ndo ao descolamento do epitélio pigmentar da retina (DEP)
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drusendide; no estagio 4 ha atrofia geografica maior que 350 micra podendo envolver

o centro da macula; e o estagio 5 caracteriza-se pelas formas ativas da DMRI

exsudativa (membrana neovascular subretiniana — MNVSR) ou Descolamento da

Retina (DR) seroso/ hemorragico ou formas cicatriciais (Tabela 2).

Tabela 2. Niveis clinicos de gravidade da DMRI segundo o CARMS?

Grau de Maculopatia

Quadro Clinico

1 (Sem DMRI) Auséncia de drusas ou até 10 drusas pequenas sem

alteragéo pigmentar

2 2A: drusas (mais de 10 drusas pequenas ou menos de 15
drusas intermediarias)
2B: alteragao pigmentar (hipo ou hiperpigmentagao)
2C: drusas e alteragdes pigmentares

3 15 ou mais drusas intermediarias ou qualquer drusa
extensa/ grande
3A: sem DEP drusendide
3B: com DEP drusendide

4 Atrofia geografica maior que 350 micra de diametro

5 DMRI exsudativa incluido DEP drusendide; DR seroso ou

hemorragico; cicatriz disciforme
5A: DEP seroso sem MNVSR

5B: MNVSR ou Cicatriz disciforme

DMRI: Degeneragao Macular Relacionada a idade; DEP: Descolamento do epitélio pigmentar

da retina; DR: descolamento de retina; MNVSR: Membrana neovascular subretiniana.
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1.4- Fisiopatologia da DMRI

A patogénese da DMRI ainda ndo é totalmente compreendida, porém
achados de novos estudos tém expandido o conhecimento e auxiliado no
entendimento de mecanismos e vias da doencga. Acredita-se que a DMRI apresente
uma natureza multifatorial e seja resultado da interagédo entre complexos metabdlicos,
funcionais, genéticos e ambientais.?

Com o envelhecimento, ocorre a redu¢ao do numero e distribuicdo dos
fotorreceptores, além de alteragbes degenerativas na coriocapilar.® Portanto, os debris
celulares, associados a degradacdo do segmento externo de fotorreceptores
contendo lipofuscina acumulam nas células do EPR, que em condigdes normais
seriam eliminadas através dos coriocapilares. Somado a isso, uma progressiva
disfuncdo do EPR altera a permeabilidade da MB, com acumulo desse material
glicoproteico e lipidico (drusas) entre as duas camadas (EPR e MB).?5 Como
consequéncia, um espessamento das camadas de colageno da MB com posterior
calcificacéo € observado, resultado da degeneracéo da elastina e colageno no interior
da membrana.

O dano fotoquimico associado ao estresse oxidativo e a fagocitose
deficiente do segmento externo de fotorreceptores induzem a secregao de fatores pro-
inflamatorios como o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), que promove
o crescimento anormal de vasos coroidais abaixo do EPR e da retina. Esses vasos
anormais apresentam aumento da permeabilidade vascular com subsequente
extravasamento de liquido subretiniano e risco de sangramento, podendo resultar em
perdas abruptas da visdo.?® O VEGF, nas suas isoformas 121, 165 e 189,
desempenha um papel fundamental na formacao de vasos anormais e no aumento da
permeabilidade vascular em diversas condigbes patologicas.?” Evidéncias clinicas
sugerem que os vasos da coroide s&o especialmente sensiveis aos efeitos do VEGF .28

A progressao da DMRI ocorre, em parte, devido a um estado inflamatorio
sustentado por atividade exacerbada da via alternativa do complemento, sendo
regulada por fatores pro-inflamatorios como a proteina do complemento 3 (C3) e as
proteases séricas fator B (FB) e fator D (FD) e anti-inflamatérios como o fator H do
complemento (CFH), que € o principal inibidor da via alternativa do complemento,

agindo como um regulador negativo desse complexo enzimatico.?®
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Foram demonstrados niveis plasmaticos aumentados de C3, FB e FD e
niveis reduzidos de CFH em pacientes com DMRI, quando comparados casos e
controles.?® Observou-se também que a ativagdo aumentada da via alternativa do
complemento no vitreo esta relacionada a variantes genéticas do gene que codifica o
CFH.3' Estudos recentes em ratos, mostram que a inibigdo na via alternativa do
complemento acelera o processo de regressdo da membrana neovascular na DMRI
exsudativa.®233 Qutro estudo, financiado pelo Gyroscope Therapeutics, uma empresa
que desenvolve terapias geneticamente definidas para doengas da retina, ja se utiliza
da terapia génica para acalmar a hiperatividade do sistema complemento em
pacientes com atrofia geografica, tendo iniciado fase de teste em humanos para
avaliar a seguranga e uma possivel redugdo na velocidade de degeneragdo dos
fotorreceptores.

O CFH é um componente do sistema imunologico que possui uma agéo
imunomoduladora sobre a resposta inflamatoria. Tal agado ocorre atraves da regulagéo
do sistema complemento, que atua na protecdo contra infecgbes atacando células
displasicas e doentes e poupando as células saudaveis. A ativacdo do complemento
ocorre por diferentes vias, as quais determinam a formag¢ao da enzima C3 convertase
e subsequente ativacido da resposta imune. O resultado final da ativacdo destas vias
€ a lise celular através da formag&o de complexo de ataque a membrana celular (C5b-
9). O CFH presente nas células e no sistema circulatorio regula a atividade do
complemento, inibindo a ativagdo de C3 em C3a e C3b e inativando o C3b existente.
Depésitos de componentes do sistema complemento, como o complexo C5b-9, e
outros marcadores inflamatorios foram identificados em drusas e na coroide de

pacientes com DMRI.34

1.5- DMRI e fatores de Risco
1.5.1 - Idade

O principal fator de risco demografico para o desenvolvimento da DMRI &
a idade, havendo um aumento progressivo da prevaléncia nas faixas etarias mais
avangadas.?® A patologia pode estar presente a partir dos 50 anos de idade, porém
apresenta baixa prevaléncia. O risco de desenvolvimento da DMRI em idade superior
a 75 anos é trés vezes maior quando comparado a pacientes na faixa etaria de 65 a
74 anos de idade. A DMRI é encontrada em 30% da populagdo com mais de 85 anos.¢
O Blue Mountains Eye Study (BMES) mostrou que a fase terminal da DMRI estava



24

presente em 1,9% da populagao caucasiana da Australia. A prevaléncia na faixa etaria
menor que 55 anos foi praticamente nula, ao passo que na populacdo com idade
superior a 85 anos foi de 18,5%.3” Uma pesquisa realizada pelo National Health and
Nutrition Examination Survey (NHANES) evidenciou uma prevaléncia de 6,5% (7,2
milhdes) de DMRI em qualquer estagio em americanos n&o institucionalizados
maiores que 40 anos.®® No Brasil ndo ha dados referentes a incidéncia de DMRI nas
diferentes faixas etarias.

1.5.2 - Género

O género € um fator de risco conflitante, no entanto, os principais estudos
populacionais (Beaver Dam, Blue Mountains, Rotterdam)3¢373° realizados em 3
continentes, Europa, América do Norte e Oceania, corroboram com a hipétese da
doenca ser mais prevalente em pacientes do sexo feminino em todas as faixas etarias,
principalmente nas faixas etarias mais avangadas e nas formas mais graves. Acredita-
se que tal diferenga de prevaléncia esteja relacionada com a maior expectativa de
vida e maior numero de mulheres em faixas etarias mais elevadas. Aventa-se ainda,

a hipotese de que existam variantes de risco relacionados ao sexo feminino.*°

1.5.3 - Grupo Etnico

A etnia configura-se como um fator de risco significante no
desenvolvimento da DMRI. Estudos prévios revelam que individuos brancos
apresentam uma maior probabilidade de apresentar a DMRI, principalmente sua forma
neovascular, quando comparados a negros.*'#2 Segundo o Baltimore Eye Study, os
brancos apresentam uma probabilidade aproximada quatro vezes maior de manifestar
a DMRI em relagéo aos negros, essencialmente na forma tardia da doenga.*?

A prevaléncia da DMRI, tanto na fase precoce quanto tardia, aumenta com
a idade em todos os grupos étnicos. A prevaléncia da DMRI é maior em pacientes
com ancestralidade europeia, seguida da hispanica em todas as faixas etarias quando
comparada as etnias asiatica e africana. Observa-se um aumento exponencial da
prevaléncia na fase tardia em europeus, tendéncia similar em outros grupos étnicos,

porém com menor intensidade (Figura 6).°
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Figura 6: Curva de prevaléncia da DMRI nas diferentes faixas etarias de acordo com

a Etnia®

1.5.4 - Tabagismo

O tabagismo é unico fator de risco evitavel, relevante e independente. Esse
fator estd associado as formas seca e exsudativa da doenca, sendo mais forte a
correlacdo entre o tabagismo e a DMRI exsudativa.*® E responsavel pelo aumento de
manifestacdo da doenca em 2 a 3 vezes em qualquer faixa etaria**, além de antecipar
a manifestagdo da mesma em aproximadamente 10 anos.®

Em 1996, uma coorte prospectiva indicou que mulheres que fumavam 25
ou mais cigarros por dia apresentavam um risco relativo (RR) de 2,4, enquanto
mulheres ex-fumantes apresentavam um RR de 2,0 para o desenvolvimento de DMRI
comparadas as mulheres ndo fumantes. O estudo demonstrou uma relagao entre a
incidéncia da doenca e a quantidade de magos fumados, sendo que o risco
permanece elevado por anos apos cessar o habito.*® Outros estudos corroboram com
o risco aumentado de DMRI entre fumantes.*6474849 O mecanismo fisiopatoldgico
envolve a reducgao no fluxo sanguineo no olho, reduzindo os niveis de lipoproteinas
de alta densidade (HDL), aumentando a agregag¢ao plaquetaria e niveis de

fibrinogénio e de citocinas inflamatorias, gerando estresse oxidativo e inflamag&o.*®
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1.5.5 - Exposicao a Radiagao Ultravioleta

A exposigao a luz solar & considerada um fator de risco conflitante na
literatura. No entanto, em meta-analise recente (2018) ndo houve associagao
estatisticamente significante entre a DMRI, as suas formas, as latitudes e a exposi¢cao
a radiacédo ultravioleta (Razdo de Chances Odds Ratio — (OR) - 1,1 com intervalo de
confianga 95% 0,96-1,23%).5°

1.5.6 - Dieta e Obesidade

Dieta rica em gordura e obesidade sado fatores de risco para
desenvolvimento e progressdo da DMRI.5"-%2 Acredita-se que fatores nutricionais e
comportamentais estao relacionados a suscetibilidade a DMRI, desde que haja uma
determinagdo genética.>® A literatura atual defende que somente a suplementagdo
preconizada pelo AREDS e AREDS 2, com a combinag&o de antioxidantes (luteina e
zeaxantina) e zinco, constitui a unica evidéncia dietética comprovada para redugéo do
risco para progressao para as formas tardias da DMRI, consistindo em um método

preventivo e ndo terapéutico.* 5

1.5.7 - Doengas Cardiovasculares

A hipertenséo arterial vem sendo aventada como um possivel fator de risco
para o desenvolvimento da DMRI. Alguns estudos afirmam haver uma associagao
entre DMRI e hipertensao arterial, estando a mesma controlada ou n&do. A associagao
pode ser fraca®® ou forte, aumentando em até trés vezes a probabilidade de
desenvolvimento da doenga.®” O grupo AREDS ja reportou que a presenca de drusas
grandes ou multiplas drusas intermediarias em pacientes com DMRI estava associada
a hipertens3o arterial.*® Outros estudos, no entanto, afirmam nao haver relagéo entre
doengas cardiovasculares (hipertensao, dislipidemia e infarto agudo do miocardio) e
o aumento do risco de desenvolver a DMRI.%%8 Mais estudos e pesquisas devem ser
realizados a fim de esclarecer se doencas cardiovasculares estdo associadas a um

risco aumentado para a DMRI.
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1.6- Genética e DMRI

O desenvolvimento da DMRI ¢é determinado pela combinacdo do
envelhecimento, genética e fatores ambientais.>® A contribuigdo da hereditariedade
para a suscetibilidade a DMRI foi descrita ha décadas, através da maior ocorréncia da
doenga entre gémeos monozigoticos comparada a gémeos dizigoticos, pois
apresentaram maior indice de concordancia quando submetidos a mesmo fatores
dietéticos e ambientais.®® Varios Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) (variagdes das
sequéncias de bases nitrogenadas do acido desoxirribonucleico, DNA),®! doravante
denominadas como variantes, foram associados a uma incidéncia aumentada da
DMRI,®? sendo que um dos mais importantes até o momento ocorre no gene do Fator
H do Complemento (CFH), demonstrado em diversas populagdes.®?

A partir de Estudos de Associagdo de Amplitude Genbémica, do inglés
Genome-Wide Associations Studies (GWAS), foi possivel a melhor compreensao das
bases genéticas da DMRI e a identificagdo progressiva de genes relacionados a
mesma. Por meio de uma analise conjunta e colaborativa entre diversos grupos, novos
loci de susceptibilidade a DMRI foram incluidos progressivamente, propiciando novos
direcionamentos para estudos genéticos e propostas terapéuticas.®* Desde 2005, com
o pioneirismo da descoberta do gene CFH como o gene de maior susceptibilidade,
investigacbes posteriores confirmaram 52 variantes independentes comuns e raras
distribuidas em 34 loci.5°

Pode-se agrupar quase todos os genes em vinte /oci de susceptibilidade a
DMRI em cinco vias biologicas que também s&o sugeridas por dados bioquimicos e
patoldgicos: a via do sistema complemento e da resposta imune (CFH, C2/CFB, CFl,
C3 e C9); a do transporte lipidico (APOE, LIPC, CETP e BAIAPZ2I2); a do
remodelamento da matriz extracelular (COL8A1, COL10A1, TIMP3, ADAMTSY,
TGFBR1, HTRA1 e B3GALTL); a da angiogénese (VEGFA, TGFBR1 e
ADAMTS9); a da sobrevivéncia celular, que inclui o reparo do DNA, apoptose e
resposta ao estresse (ARMS2, RAD51B e TNFRSF10A).%6

Levando em conta que os fatores genéticos sdo responsaveis por 71% da
variagao de risco da DMRI avangada, as variantes conhecidas até o momento
representam 40-60% desse total. Variantes genéticas comuns localizadas proximas
aos genes do sistema complemento (CFH, C2/CFB, C3 e CFl) compreendem cerca
de 57% das variantes de risco conhecidas. Pode-se afirmar, portanto, que essa via

exerce uma fungdo critica e de maior relevancia na patogénese da DMRI,®®
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constituindo a principal via biolégica em estudos genéticos.

O mecanismo pelo qual o sistema complemento combinado ao estresse
oxidativo exerce uma agao patogénica direta nas células do EPR baseia-se no fato da
retina ser um tecido propenso ao dano oxidativo devido a alta tensdo de oxigénio, a
exposic¢ao a radiagao ultravioleta e a elevada proporgéo de acido graxo poli-insaturado
no segmento externo de fotorreceptores. O estresse oxidativo reduz a inibicdo da
atividade do sistema complemento na superficie das células do EPR.
Consequentemente, ha uma ativagao direta do complemento, que é amplificada
através da ativacdo de sua via alternativa, ocorrendo a liberagdo de anafilotoxinas
(C3a, C4a, Cbha), que levam a migracédo de células fagociticas e macréfagos ao
segmento externo de fotorreceptores e estimulam a producdo de fatores de
crescimento e citocinas que causam disfungao retiniana. Além disso, ocorre a ativagao
de opsoninas (C3b, iC3b, C4b), que atuam em células saudaveis do EPR e
fotorreceptores estimulando a fagocitose e a formagdo de complexos de ataque a
membrana, nas ceélulas endoteliais da coroide, células da retina neurossensorial e
EPR. Indiretamente, a peroxidagao lipidica, devido a exposicdo constante a luz solar
e ao estresse oxidativo, também ativa o complemento. O malondialdeido, produto
mais comum da peroxidagao, € encontrado em elevadas concentra¢gdes na DMRI. Do
mesmo modo, os fatores reguladores do sistema complemento, como CD46 e CD59,
responsaveis pelo bloqueio da atividade do complemento e da formacao do complexo
de ataque a membrana na superficie das células do EPR sao perdidos na DMRI,
gerando uma resposta inflamatdria crénica e danos ao EPR e MB.®”

Na coroide, ha um aumento do depdsito de complexo de ataque a
membrana com a idade e ativacao do sistema complemento, resultando em morte das
células endoteliais e atrofia da coroide. Devido a faléncia na nutricdo e oxigenacgéo, ja
gue se necessita da viabilidade da coroide e coriocapilar para que esses processos
acontegam, as células do EPR e fotorreceptores também entram em apoptose.®”

O CFH é um gene localizado na regiao 32 do brago longo do cromossomo
1 (1932). Consiste em uma glicoproteina que regula a fungdo da via alternativa do
complemento na fase fluida e na superficie celular. A proteina CFH regula a conversao
do C3 em C3a e C3Db, inativa o C3b a iC3b, evitando a formacado da C3 convertase e
consequentemente realiza opsonizagédo de patogenos. Além disso, o CFH impede a
formagao do complexo de ataque a membrana (MAC), reduz produgao da Interleucina
6 (IL6) e atua como cofator para o CFl, outro inibidor do C3b.3568 O CFH é um potente
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regulador negativo da via alternativa do complemento. As variantes de risco
localizadas nesse gene, por sua vez, reduzem a fung&o desse fator na via inflamatéria,
aumentando os niveis de MAC na interface EPR-coroide e comprometendo a
integridade da MB. Ha multiplas variantes independentes e haplétipos no CFH que
podem conferir risco ou protecdo ao desenvolvimento da DMRI. A variante de risco
mais comum relacionada a DMRI é a rs1061170 (Y402H), que ocorre devido a
substituicdo de uma base (a timina é substituida pela citosina) na posigdo 1277 do
gene do CFH. Tal mudanga leva a produgdo de uma sequéncia diferente de
polipeptideos, acarretando a troca do aminoacido histidina (H) no lugar de uma tirosina
(Y) no aminoacido 402. Esta mudanga da base nitrogenada € reportada como 1277
T>C ou T1277C. Estudos sugerem que outras variantes presentes no CFH, além da
rs1061170 (Y402H), estdo associadas a um risco aumentado de DMRI em
caucasianos e asiaticos, como a variante nao codificante intrénica rs1410996, em que
ha uma substituicdo da base nitrogenada adenina pela guanina, mostrou uma forte
associacdo ao risco de desenvolvimento da DMRI comparavel aos resultados
encontrados para a variante rs1061170,5%7%7" com OR de 1,48 em uma meta-analise
recente, com maior risco para a forma exsudativa da doencga.”’

Apo6s o CFH, varios outros genes envolvidos na patogénese da DMRI foram
descobertos na via do complemento e da inflamagdo cronica como C2/CFB™>73 e o
C3.74’75’76

O gene C3 codifica o componente 3 do complemento, um fator que
desempenha um papel relevante na ativagao das vias classica, alternativa e da lectina.
E um gene que se localiza na regi&o 13.3 do brago curto do cromossomo 19 (19p13.3).
O fator C3 é sintetizado na fase aguda da inflamacgao, sendo produzido pelo figado
assim como mondcitos e macrofagos ativados. O produto de sua clivagem, C3a, é
encontrado em drusas. Esse fator exerce uma fungao critica no sistema complemento
e sua deficiéncia aumenta a suscetibilidade a infecgcbes bacterianas. Uma variante de
risco para desenvolvimento da DMRI neste gene consiste na substituicdo da base
nitrogenada citosina por guanina no éxon 3 do gene C3 (rs2230199), que causa a
substituicdo de um residuo de arginina no cdédon 102 por um de dlicina
(p.Arg102Gly).28 O alelo p.Gly102 apresenta uma frequéncia de 17,5% em
europeus.®® A associagdo entre p.Arg102Gly e DMRI em caucasianos € demonstrada
em diversos estudos.’#"%>’7 Entre os europeus, o OR para DMRI é de 1,7 nos
heterozigotos p.Arg102/Gly102 e de 2,6 nos homozigotos.”* Em uma metanalise’® de
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2015, o OR para populagao geral no modelo aditivo foi 1,57; no modelo dominante,
1,68; e no modelo alélico, 1,59. Ao se analisar os subgrupos étnicos os resultados
foram semelhantes em caucasianos, porém sem significancia estatistica em asiaticos,

devido a menor frequéncia do alelo p.Gly102 nessa etnia.”®
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1.7- Justificativa

A DMRI é uma doenga ocular multifatorial que constitui a principal causa
de cegueira em maiores de 60 anos em paises desenvolvidos.! Com o aumento da
expectativa de vida, tal patologia gera impactos socioeconémicos e na qualidade de
vida dos pacientes acometidos, inclusive em paises em desenvolvimento.

A patogénese da doenga ainda ndo é bem elucidada e a contribuicdo de
fatores genéticos é responsavel por cerca de 71% do risco de desenvolvimento de
DMRI avangada.®? As frequéncias de distribuigdo das variantes genéticas diferem em
relagdo a grupos étnicos e raciais. Portanto, estudos em diferentes grupos
populacionais sob influéncia de fatores ambientais de risco sdo fundamentais a fim de
esclarecer e facilitar o entendimento das bases genéticas na DMRI, aléem de
estabelecer o seu perfil de risco mais preponderante para determinado grupo
populacional. Desse modo, pode-se compreender melhor as bases genéticas
associadas a cada grupo populacional caminhando em direcdo a medicina de
precisdo. Aléem disso, o melhor entendimento da patogénese da doencga auxiliara a
introdugdo de novas medidas terapéuticas, ja que as atuais ainda s&o limitadas e
escassas, e eventualmente ineficazes.

No Brasil ha poucos estudos a respeito do impacto da genética na DMRI.
O presente estudo propde a analise de duas importantes variantes de risco localizadas
na via do sistema complemento ainda n&o avaliadas em uma amostra da populagao
brasileira. Este estudo podera contribuir para melhorar a caracterizagdo, junto com
outros estudos em nossa populagdo, das bases genéticas da DMRI no Brasil.
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2- OBJETIVOS
2.1- Objetivo geral

Analise das variantes de base unica rs1410996 (gene CFH) e rs2230199
(gene C3) em relacdo ao risco para desenvolvimento da Degeneragcdo Macular
Relacionada a Idade em uma amostra da populacgéo brasileira.

2.2- Objetivos especificos

a) Investigar o papel das variantes rs1410996 e rs2230199 em relag&o ao risco
para desenvolvimento de DMRI apds estratificagdo em seca e umida.

b) Investigar o papel das variantes rs1410996 e rs2230199 em relagdo ao risco
para desenvolvimento de DMRI apds estratificagdo em avangcada e nao
avancada.

c) Comparar os dados encontrados com os achados em outros grupos étnicos

e populacionais, para avaliar as particularidades da populacéo brasileira.
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3. CASUISTICA E METODOS
3.1- Casuistica

Foi realizado um estudo transversal de associacdo. Pacientes com
DMRI e controles foram selecionados no Ambulatério de Oftalmologia do Hospital de
Clinicas, Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

Foi realizada, para cada uma das variantes em avaliacido, a estimativa
inicial do espago amostral necessario.

Para a variante rs2230199, a partir dos dados de frequéncia alélica da
literatura, foi estimado um N de 397 por grupo, para uma margem de erro de 3%. A

Tabela 3 e a Grafico 2 resumem essas estimativas.

Tabela 3. Estimativa do espago amostral para o rs2230199, considerando as

diferentes margens de erro.

Margem de Erro  IC (%) Quantos alelos Quantas Pessoas
(%) amostrar em cada amostrar em cada
grupo grupo

5 95 288 144

4 95 449 224,5

3 95 794 397

2 95 1769 884,5

1 95 6719 3359,5

5 99 496 248

4 99 772 386

3 99 1364 682

2 99 3017 1508,5

1 99 11065 5532,5
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Grafico 2: Estimativa do espago amostral para o rs2230199 de acordo com a margem
de erro em porcentagem (eixo X); N em cada grupo (eixo Y) para um intervalo de
confianca de 95%.

Para a variante rs1410996, a frequéncia alélica na literatura era de 50%
(48-52%) e a diferenca entre casos e controles de apenas 2%, gerando uma
estimativa amostral de 4.904 (2.452 individuos em cada grupo).

Baseado na variante rs2230199 e em estudos prévios, adotou-se uma
estimativa ideal de 800 individuos, sendo 400 casos e 400 controles.

ApOs a realizagdo da avaliagao laboratorial e testes genéticos, foram
excluidos da analise de cada variante aqueles com resultados genéticos duvidosos
ou ndo reprodutiveis e pacientes sem informagao da idade. Sendo assim, cada gene
avaliado (CFH e C3) contou com sua casuistica propria, configurando o espaco
amostral especifico de cada gene, com pequenas diferengas entre si.

Na avaliagcdo da variante rs2230199 foram analisados 324 pacientes com
DMRI e 377 individuos sem DMRI (grupo controle), enquanto para a variante
rs1410996 foram analisados 413 pacientes com DMRI e 353 individuos sem DMRI

(grupo controle).
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3.2- Definigao e classificagao da DMRI

A definicdo e classificagdo foram baseadas no sistema de classificacao
CARMS'® que classifica a DMRI em 5 graus. O grau 1 aponta para a presencga de até
10 drusas sem alteragdo pigmentar, o grau 2 quando ha a presenca de mais de 10
drusas pequenas ou menos de 15 intermediarias associada ou ndo a alteragdes
pigmentares. O grau 3 requer a presenga de no minimo 15 drusas intermediarias ou
uma drusa grande associada ou ndo a descolamento drusendide do EPR.

A presencga de atrofia geografica envolvendo a regido central da macula ou
atrofia geografica n&o central com pelo menos 350 u define o estagio 4 da doenga. O
estagio 5 é caracterizado pela presenca de doenga do tipo exsudativo, incluindo
descolamento do epitélio pigmentar n&o drusendide, descolamento de retina
hemorragico ou seroso, MNVSR (membrana neovascular sub-retiniana) com fibrose
ou hemorragia subretiniana, cicatriz consistente com tratamento de DMRI, MNVSR e
cicatriz disciforme. Os graus 2 e 3 também podem ser denominados “formas nao
avangadas da DMRI”, enquanto os graus 4 e 5 “formas avangadas da doenga”.

A classificacdo do paciente de acordo com as formas seca ou Umida, € néo
avangada (precoce) ou avangada (tardia) foi feita considerando-se o status do pior

olho examinado, tomando por base o sistema CARMS de classificagao.
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3.3- Selecao dos Pacientes
3.3.1- Grupo Estudo/ Caso - DMRI

3.3.1.1- Critérios de inclusao - DMRI

Pacientes com idade superior a 50 anos que preenchessem os critérios
necessarios para diagnostico de DMRI graus 2, 3, 4 ou 5 (segundo o sistema de
classificagdo CARMS).

3.3.1.2- Critérios de exclusao - DMRI
Pacientes que apresentassem:
- Opacidade de meios que impedissem fundoscopia e/ou retinografia de boa qualidade
- Vasculopatia polipoidal coroidal
- Alta miopia (equivalente esférico maior que -6 dioptrias)
- Estrias angidides
- Doenca corioretiniana infecciosa/ inflamatéria/ hereditaria
- Trauma ocular prévio
- Hemorragia macular de qualquer etiologia
- Nao amplificagao pela PCR ou amostras de baixa qualidade
- Pacientes que n&o concordassem em participar da pesquisa, através da assinatura
do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
- Consanguinidade

3.3.2- Grupo controle
3.3.2.1- Critério de inclusao
Pacientes que apresentassem:
- Idade acima de 50 anos
- Auséncia de qualquer evidéncia de DMRI, como drusas ou alteragdes no EPR.

3.3.2.2- Critérios de exclusao
Pacientes que apresentassem:
- Histdria familiar de cegueira
- Opacidade de meios que impedissem fundoscopia e/ou retinografia de boa qualidade
- Vasculopatia polipoidal coroidal
- Alta miopia (equivalente esférico maior que -6 dioptrias)
- Estrias angidides
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- Doencga corioretiniana infecciosa/ inflamatéria/ hereditaria

- Trauma ocular prévio

- Hemorragia macular de qualquer etiologia

- Nao amplificagcédo pela PCR ou amostras de baixa qualidade

- Pacientes que n&o concordassem em participar da pesquisa, através da assinatura
do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

- Consanguinidade

3.4- Aspectos éticos

Este estudo foi submetido & apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, através da Plataforma Brasil, e
aprovado, sob o Protocolo de Pesquisa CAAE 49120615.4.0000.5404, parecer
3.512.411 (Anexo 1). Todos os pacientes e controles preencheram os critérios de
inclusdo e de exclusao e assinaram o TCLE (Anexo 2).

Os pacientes selecionados para o estudo receberam explicacido completa,
detalhada e em linguagem acessivel a respeito da pesquisa, seus objetivos, métodos,
riscos e beneficios previstos, podendo ou nao aceitar participar da mesma, sem
constrangimento ou modificagdo em sua assisténcia medica.

Apos a informacgédo, através da qual os pacientes souberam que seriam
realizados procedimentos que nao fazem parte da rotina atual do servigo, aqueles que
aceitaram participar do estudo assinaram um TCLE, autorizando sua participacao
voluntaria na pesquisa. Todos os sujeitos da pesquisa puderam retirar seu
consentimento, em qualquer fase do estudo, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo
ao seu atendimento médico.

Foram retirados 10 mililitros de sangue periférico, sem prejuizo a saude do
paciente. O material biolégico (sangue) coletado foi armazenado no Centro de Biologia
Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) — UNICAMP e utilizado exclusivamente
para a finalidade prevista neste projeto.

A identidade de todos os pacientes foi mantida em sigilo, tendo sido
respeitados os principios enunciados na Declaragao de Helsinque.

3.4.1- Entrevista e obtencao de dados clinicos e oftalmolégicos
ApOs a avaliagdo dos critérios de inclusdo e exclusdo acima citados e
assinatura do TCLE, todos os pacientes selecionados foram inicialmente



38

entrevistados, por meio de uma anamnese padronizada para a obtencdo de
informagdes sobre: dados demograficos e historia oftalmologica.

Essa anamnese foi util para caracterizar as populagdes em estudo e para
a investigacdo de possiveis fatores de risco relacionados a doenca, bem como
avaliagao da historia médica e oftalmologica pregressa pessoal e familiar.

3.4.2 Avaliagao oftalmoloégica

Os pacientes avaliados foram submetidos a uma avaliagao oftalmologica
completa composta por: anamnese, acuidade visual sem corre¢cdo e com melhor
corregéo, refragdo dinamica, biomicroscopia de segmento anterior, tonometria de
aplanacéao (tonébmetro de Goldmann) e biomicroscopia de fundo com auxilio de lente
de 78D. Na biomicroscopia de fundo foram observados os achados compativeis com
DMRI, tanto na forma seca quanto umida, avangada ou ndo avangada.

Além da rotina oftalmoldgica de consulta ja prevista, os pacientes incluidos
no estudo realizaram os exames complementares:

- Retinografia, com o uso do retindégrafo VISUCAM NM/FA - Carl
ZeissMeditec, para o registro fotografico colorido do aspecto fundoscopico;

- Angiografia fluoresceinica e/ou com indocianina verde, com o uso do
retinografo VISUCAM NM/FA - Carl Zeiss Meditec, naqueles casos em que houvesse
suspeita de membrana neovascular subrretiniana e para diagnostico diferencial com
outras patologias;

- Tomografia de coeréncia 6ptica de dominio espectral (SD-OCT), com o
uso do o aparelho SPECTRALIS® OCT - Heidelberg Engineering, para melhor
avaliacao estrutural da regido macular.

A conduta e o seguimento oftalmolégico dos pacientes no ambulatorio ndo
foram influenciados pela participagdo na pesquisa, tendo seguido os protocolos ja

utilizados na rotina do servico.
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3.5- Métodos
3.5.1- Extracao de DNA
Foram obtidos 10 mL de sangue periférico em frasco estéril contendo EDTA
10% como anticoagulante de todos os individuos submetidos ao estudo. As amostras
de DNA foram extraidas com a utilizagdo do método fenol/cloroférmio e quantificadas
no aparelho NanoDrop 2000 (Thermo Fisher — Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA).
Sua integridade foi verificada por meio de eletroforese em gel de agarose 1%.

3.5.2- Avaliagao das variantes
A triagem da variante rs1410996 (CFH) e da variante rs2230199 (C3 R102G)
foi realizada por meio da reacdo em cadeia polimerase (PCR) seguida de

sequenciamento.”®

3.5.2.1- Avaliagao da variante rs1410996

3.5.2.1.1- PCR

A PCR foi padronizada utilizando-se os seguintes reagentes: 0,25 pl de
cada iniciador para a variante rs1410996 do gene CFH cuja
sequéncia “sense” é 5-GGCACTGAGAAGCAAAGAAA-3' e anti-sense 5'-
CCTCCCGGTTAGTCATCAAA-3' (os primers foram desenhados com base na
sequéncia depositada no banco de dados GenBank® -

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ - e com o auxilio do software Primer3 -

http://biocinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/), 2,5 pl do tampéo da enzima 10X (Tamp&o 10X:
Tris-HCI 20 mM, pH 8,4, KCI 50 mM, gelatina 0,01%), 1,5 yl de MgClI2 50 uM, 0,5 ul
da mistura de nucleotideos (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) 10 mM e 0,1 pl de Taqg DNA
polimerase Platinum 10U/ul (Invitrogen Life Technologies, Gaithersburg, MD, EUA),

somados a 1,0 pl de DNA gendmico (50 ng/ul). O volume final foi completado com
agua ultrapura para 25 pl.

Em seguida as amostras foram amplificadas por meio de aparelho
termociclador Veriti 96-Well ThermalCycler (Applied Biosystems-Applera Corporation,
Foster City, CA, EUA). As temperaturas e duragdo dos ciclos foram padronizados apos
testes de eficiéncia. Foram realizados 35 ciclos de desnaturacdo do DNA a 95°C por
1 minuto, anelamento a 60°C por 1 minuto, extensédo a 72°C por 1 minuto, seguidos

de extensao final a 72°C por 7 minutos. Por fim, os produtos da PCR foram submetidos
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a eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etideo e visibilizados

sob iluminagé&o ultravioleta (UV).

3.5.2.1.2- Sequenciamento por Sanger

As reacbes de sequenciamento foram realizadas com o0s mesmos
iniciadores das PCRs, segundo o método de Sanger. Os reagentes utilizados para a
reacao de sequenciamento foram: o produto da PCR purificado (1,0 ul de PCR 20 ng/ul);
"Big Dye" 1x (ABI PRISM Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, Applied
Biosystem Applera Corporation, Foster City, CA, EUA); 4,0 pyl de tampao "Save
Money" 1x (fornecido pelo mesmo fabricante do "Big Dye"), 1,0 ul do iniciador direto
ou reverso (5 pmol/ul) e H20 ultrapura para completar a reagdo para um volume final
de 20 pl. Apos desnaturagéo inicial a 96 °C por 1 minuto, foram realizados 30 ciclos a
96 °C por 10 segundos, 57 °C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos.

Para a purificacdo da reacdo de sequenciamento as amostras foram
precipitadas com 80 ul de etanol 80% e centrifugadas a 4000 rpm por 45 minutos. O
sobrenadante foi descartado, prosseguindo-se com a adigdo de 150 pl de etanol 70%.
Uma nova centrifugacéo foi realizada, desta vez por 10 minutos a 4000 rpm. Para
finalizar, o sobrenadante foi descartado e as amostras foram secadas em
termociclador por 3 minutos a 64 °C e armazenadas a -20 °C. O produto da reacao de
sequenciamento purificado foi entdo ressuspenso em 10 pl de Formamida Hi-Di
(Applied Biosystem-Applera Corporation, Foster City, CA, EUA) e posteriormente
desnaturado a 94°C por 5 minutos. Procedeu-se com a eletroforese em analisador
automatico de DNA ABI PRISM 3700 ou ABI PRISM 3130 (Applied Biosystem-Applera
Corporation, Foster City, CA, EUA).

As sequéncias obtidas foram analisadas com o auxilio do programa
FinchTV (Geospiza) e comparadas com as sequéncias normais dos genes por meio
da ferramenta BLAST no servidor NCBI (www.ncbi.nim.nih.gov/blast) e do software

MultAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).
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3.5.2.2- Avaliagao da variante rs2230199
3.5.2.2.1-PCR
A PCR foi padronizada utilizando-se os seguintes reagentes: 0,25 ul de
cada iniciador para a variante rs2230199 do gene C3 cuja sequéncia “sense” é 5'-
CACCTCGGAAGACCAAGAAT-3’ e “anti-sense” 5-GTGGTTGACGGTGAAGATCC-
3’ (os primers foram desenhados com base na sequéncia depositada no banco de

dados GenBank® - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ - e com o auxilio do

software Primer3 - http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/); 2,5 yl do tamp&o da enzima
(Tampéo 10X: Tris-HCI 20 mM, pH 8,4, KCI 50 mM, gelatina 0,01%), 1,5 ul de MgCI2
50 uM, 0,5 pl da mistura de nucleotideos (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) 10 mM e 0,1 pl
de Taq DNA polimerase Platinum 10U/ul (Invitrogen Life Technologies, Gaithersburg,

MD, EUA), somados a 1,0 yl de DNA gendmico (50 ng/upl). O volume final foi
completado com agua ultrapura para 25 pl.

Em seguida as amostras foram amplificadas por meio de aparelho
termociclador Veriti 96-Well ThermalCycler (Applied Biosystems-Applera Corporation,
Foster City, CA, EUA). As temperaturas e duragdo dos ciclos foram padronizados apos
testes de eficiéncia. Foram realizados 35 ciclos de desnaturacido do DNA a 95°C por
1 minuto, anelamento a 60°C por 1 minuto, extensédo a 72°C por 1 minuto, seguidos
de extensao final a 72°C por 7 minutos. Por fim, os produtos da PCR foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etideo e visibilizados
sob iluminagé&o ultravioleta (UV).

3.5.2.2.2- Sequenciamento por Sanger
As condigdes para a reacdo de sequenciamento assim como sua

purificagdo seguiram o protocolo descrito para a variante rs1410996 no item 3.5.2.1.2.
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3.6- Analise estatistica

Os dados obtidos foram armazenados em um gerenciador de banco de
dados.

Para descrever o perfil da amostra segundo as variaveis em estudo foram
construidas tabelas de frequéncia das variaveis categoricas com valores de
frequéncia absoluta (n) e percentual (%), e estatisticas descritivas das variaveis
numeéricas, com valores de média, desvio padrdo, valores minimo e maximo e
mediana.

A anadlise estatistica foi realizada com o software R (Foundation for
Statistical Computing, Viena, Austria). Foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney e o teste exato de Fisher para comparar a distribuicdo de idade e sexo,
respectivamente, entre as coortes afetadas e ndo afetadas.

O teste de qui-quadrado foi empregado para avaliar o equilibrio de Hardy-
Weinberg nos grupos estudados, a fim de determinar se os genotipos estavam dentro
da distribuicdo padréo (p>0,05).

Para avaliar o papel das variantes genéticas presentes na via do sistema
complemento e a suscetibilidade a DMRI foram realizadas comparagdes genotipicas
e alélicas por meio da analise de regresséo logistica ajustada pela idade:

(1) genérica (casos vs controles)

(2) apo6s a estratificagdo quanto a gravidade da doenga (n&o avangada
vs controle; avangada vs controle; avangada vs ndo avangada)

(3) apos a estratificagdo quanto a forma de apresentagdo (seca vs
controle; umida vs controle; umida vs seca).

O p-valor ajustado por Bonferroni (para reduzir a possibilidade de erro tipo
| devido a testes multiplos) a fim de confirmar a significancia estatistica foi 0,0071 (p
= 0,05/7 = 0,0071; pois foram realizadas 7 comparagdes para cada variante genética)
em todas comparacdes realizadas, tanto para a variante rs1410996 quanto para a
rs2230199.
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4- RESULTADOS

4.1- Analise estatistica descritiva

Foram incluidos no estudo 963 individuos para avaliacdo das variantes
rs1410996 e rs2230199, sendo 484 com DMRI (grupo caso) e 479 sem a patologia
(grupo controle).

Em relagdo a distribuigdo por sexo, no grupo caso 266 (54,96%)
participantes eram do sexo feminino e 218 (45,04%) eram do sexo masculino; no
grupo controle, 257 participantes (53,65%) eram do sexo feminino e 222 (46,35%)
eram do sexo masculino. Nao houve diferenca estatisticamente significativa em
relagdo ao género ao compararmos casos e controles (p= 0,6843). (Tabela 4).

Em relac&o a idade, no grupo caso, a idade média foi de 73,05 £ 9,12 anos,
com mediana de 74 anos, variando de 50 a 103 anos. No grupo controle, a idade
meédia foi de 66,07 + 9,79 anos, com mediana de 66,50 anos, variando de 50 a 89
anos (Tabela 4). Houve diferenca estatisticamente significativa na comparacao da

idade entre casos e controles (p <0,0001).

Tabela 4. Distribuigcdo por sexo e idade entre os grupos caso e controle.

Aspecto avaliado Casos Controles p-valor
Sexo Feminino 54,96% (266) 53,65% (257) 0.6843*
Sexo Masculino 45,04% (218) 46,35% (222) ’

Idade média + DP

73,05+ 9,12 66,07 + 9,79 < 0,0001**
(anos)
Mediana de idade
74,00 66,50 -
(anos)
Intervalo de
variagao da idade 50-103 50 - 89 -
(anos)

DP = desvio padrao; * = Teste de Qui-Quadrado; ** = Teste de Mann-Whitney

Ao se analisar as formas da doenca no grupo caso, 205 (42,01%) tinham a
forma seca e 283 (57,99%), a forma umida da DMRI; e ao avaliarmos a gravidade,
153 (31,35%) apresentavam a forma ndo avancada da doenca e 335 (68,65%), a
forma avangada da doenca. Essa subdivisao foi utilizada nas analises posteriores para

a avaliagao das variantes e sua relagao as formas e gravidade da DMRI.
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4.2- Analise da variante rs1410996 (gene CFH)
4.2.1- Avaliagao por genétipo

O calculo do equilibrio de Hardy-Weinberg realizado nos grupos caso (p-
valor 0,071) e controle (p-valor 0,311) demonstrou que ambas as populagdes
estudadas estavam em equilibrio.

No grupo controle, 327 individuos de 413 apresentavam o alelo de risco em
estudo (G), enquanto no grupo caso, 298 de 353 apresentavam o alelo de risco. A

Tabela 5 demonstra a distribuigdo dos gendétipos em cada grupo.

Tabela 5. Distribuicdo genotipica para a variante rs1410996 nos grupos caso e

controle.
Genotipo Grupo caso (%) Grupo controle (%)
GG 150 (42,49%) 111 (26,88%)
AG 148 (41,93%) 216 (52,30%)
AA 55 (15,58%) 86 (20,82%)
Total de pacientes 353 (46,08%) 413 (53,92%)

Os genotipos GG e AG, contendo o alelo de risco (G), foram mais
frequentes no grupo caso (84,42%) que no grupo controle (79,18%). No entanto, apos
a corregdo por Bonferroni, ao comparar o genotipo GG versus AA entre casos e
controles, perdeu-se a significancia estatistica (OR 1,8198, p-valor de 0,0079, IC 95%
1,1727-2,8383). Do mesmo modo, a comparagao da forma heterozigota (AG) com a
homozigota sem o alelo de risco (AA) ndo apresentou significancia estatistica IC95%
0,6891-1,5960 (Tabela 6).
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Tabela 6. Comparagdo de genotipos para a variante rs1410996 entre casos e

controles, por meio de regresséo logistica ajustada para idade.

Comparagao de Odds ratio (OR) Intervalo de p-valor
gendétipos confianca de 95%
(1C95%)
GG x AA 1,8198 1,1727-2,8383 0,0079
AG x AA 1,0463 0,6891-1,5960 0,8324

* p-valor com significancia para a (0,05/7) = 0,0071

Os resultados em negrito representam dados estatisticamente significantes apos
o ajuste do p-valor por Bonferroni. Os resultados sublinhados representam dados inicialmente
estatisticamente significativos (p-valor <0,05) que n&o sobreviveram a corregao por

Bonferroni.

Os casos foram estratificados quanto a gravidade da doengca em formas
nao avangada, 108 pacientes (30,60%) e avangada, 245 pacientes (69,40%); e quanto
a apresentagao em formas seca, 143 pacientes (40,51%) e umida, 210 pacientes
(59,49%). A Tabela 7 mostra a distribuigdo dos gendtipos da variante rs1410996 de

acordo com a gravidade da DMRI.

Tabela 7. Distribuicdo dos gendtipos para a variante rs1410996 nos grupos de

estratificacdo quanto a gravidade e formas de apresentagdo da DMRI.

Genotipo DMRI nao DMRI DMRI seca DMRI imida
avancgada (%) avancada (%) (%) (%)
GG 42 (38,89%) 108 (44,08%) 55 (38,46%) 95 (45,24%)
AG 45 (41,67%) 103 (42,04%) 62 (43,36%) 86 (40,95%)
AA 21 (19,44%) 34 (13,88%) 26 (18,18%) 29 (13,81%)
Total de 108 (30,60%) 245 (69,40%) 143 (40,51%) 210 (59,49%)
pacientes

Comparando-se os genotipos AG versus AA e GG versus AA nos casos
nao avangados em relagdo aos controles ndo houve significancia estatistica,
apresentando, respectivamente, o OR de 0,8433 (p-valor = 0,569; IC95% 0,4738-
1,5370) e 1,3572 (p-valor = 0,327; 1IC95% 0,7429-2,5299) (Tabela 8).
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Observou-se que os gendtipos GG foram mais frequentes que AA nos
pacientes com DMRI avancada em relagdo aos controles, resultando em um OR de
2,1238 (p-valor 0,0036; 1C95 1,2860-3,5552). No entanto, ao estabelecer uma analise
comparativa AG versus AA ndo houve significancia estatistica (OR 1,1236; p-valor
0,6405; 1C95 0,6928-1,8464) (Tabela 8).

A comparagédo genotipica AG versus AA (OR 1,4469; p-valor = 0,2670;
IC95 0,7475-2,7697) e GG versus AA (OR 1,5123; p-valor = 0,2166; 1C95 0,7782-
2,9048) entre os pacientes com as formas avangada e ndo avangada da doenga nao
foram estatisticamente significativas (Tabela 8).

Tabela 8. Comparacgéo de gendtipos para a variante rs1410996 apos a estratificacéo
dos pacientes com DMRI nas formas nao avangada e avangada da doenga, por meio

de regresséo logistica ajustada para idade.

Comparacao | DMRI ndo avancgada vs. DMRI avangada vs. DMRI avangada vs.
controles controles nao avangada
OR p- OR p- OR p-
(1C95%) valor* (1C95%) valor* (1C95%) valor*
GG vs. AA 1,3572 0,327 2,1238 0,0036* 1,5123 0,2166
(0,7429- (1,2860- (0,7782-
2,5299) 3,5552) 2,9048)
AG vs. AA 0,8433 0,569 1,1236 0,6405 1,4469 0,2670
(0,4738- (0,6928- (0,7475-
1,5370) 1,8464) 2,7697)

OR: Odds Ratio; IC95%: Intervalo de confianca 95%

* p-valor com significancia para a (0,05/7) = 0,0071

Os resultados em negrito representam dados estatisticamente significantes apos
o0 ajuste do p-valor por Bonferroni. Os resultados sublinhados representam dados inicialmente
estatisticamente significativos (p-valor <0,05) que ndo sobreviveram a corregcdo por

Bonferroni.
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Na avaliagdo quanto a forma de apresentagdo n&o houve significancia
estatistica ao se comparar os genaotipos AG versus AA (OR 0,9413; p-valor = 0,829;
1C95 0,5517-1,6360) e GG versus AA (OR 1,4050; p-valor 0,242; IC95 0,7997-2,5061)
entre os pacientes com DMRI seca e os controles (Tabela 9).

Na analise entre o subgrupo casos com forma umida e controles observou-
se significancia estatistica ao comparar os genétipos GG versus AA (OR 2,1697; p-
valor 0,0039; IC95 1,2904-3,7129). No entanto, ndo houve diferenga estatistica entre
os genotipos AG versus AA (OR 1,0865; p-valor = 0,7509; 1C95 0,656-1,8314) entre
esses subgrupos (Tabela 8).

Na analise entre os subgrupos casos com forma umida e casos com forma
seca nao houve diferenga estatistica nas comparagdes genotipicas realizadas: AG
versus AA (OR 1,2454; p-valor = 0,489; IC95 0,6664-2,3224) e GG versus AA (OR
1,5413; p-valor = 0,176; 1C95 0,8217-2,8884) (Tabela 9).

Tabela 9. Comparagéo de gendtipos para a variante rs1410996 apos a estratificacéo
dos pacientes com DMRI nas formas seca e umida da doenga, por meio de regressao
logistica ajustada para idade.

Comparacao DMRI seca vs. DMRI imida vs. DMRI imida vs.
controles controles seca
OR p- OR p- OR p-
(1C95%) valor* (1C95%) valor* (1C95%) valor*
GG vs. AA 1,4050 0,242 2,1697 0,0039* 1,5413 0,176
(0,7997- (1,2904- (0,8217-
2,5061) 3,7129) 2,8884)
AG vs. AA 0,9413 0,829 1,0865 0,7509 1,2454 0,489
(0,5517- (0,6556- (0,6664-
1,6360) 1,8314) 2,3224)

OR: Odds Ratio; IC95%: Intervalo de confianca 95%

* p-valor com significancia para a (0,05/7) = 0,0071

Os resultados em negrito representam dados estatisticamente significantes apos
o0 ajuste do p-valor por Bonferroni. Os resultados sublinhados representam dados inicialmente
estatisticamente significativos (p-valor <0,05) que n&o sobreviveram a corregdo por

Bonferroni.
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4.2.2- Avaliagao por alelo

A avaliagdo da distribuicdo alélica na populagdo estudada revela a
presenca do alelo G em 63,46% e do alelo A em 36,54% dos pacientes no grupo caso,
enquanto no grupo controle, o alelo G esteve presente em 53,03% dos pacientes e o
A, em 46,97% (Tabela 10).

A distribuicdo dos alelos G e A da variante rs1410996 segundo a
estratificacdo quanto as formas de apresentacdo da DMRI esta disponibilizada na
Tabela 10.

Tabela 10. Distribuicdo dos alelos G e A da variante rs1410996 nos grupos e
subgrupos de pacientes estudados.

Grupo avaliado Frequéncia do alelo G Frequéncia do alelo A
Controle 438 (53,03%) 388 (46,97%)
Caso 448 (63,46%) 258 (36,54%)
DMRI forma seca 172 (60,14%) 114 (39,86%)
DMRI forma umida 276 (65,71%) 144 (34,29%)
DMRI néo avangada 129 (59,72%) 87 (40,28%)
DMRI avangada 319 (65,10%) 171 (34,90%)

A comparacéo alélica mostrou uma maior frequéncia do alelo G no grupo
caso em relagdo ao controle, apresentando significancia estatistica (OR 1,4040; p-
valor 0,0021; 1C95% 1,1312-1,7466), reforcando o papel de risco que esse alelo
apresenta na DMRI (Tabela 11).

Ao avaliar as formas da DMRI houve significancia estatistica na
comparacgao da frequéncia de alelos na forma umida versus controle (OR 1,5707; p-
valor 0,0006; 1C95 1,2144-2,0424). Nao houve diferenga estatisticamente significante
nas comparagdes entre as formas seca e Uumida da doenga e entre a forma seca
versus controle (Tabela 11).

Na estratificagdo quanto a gravidade da doenca, houve significancia
estatistica para a comparagéao entre casos de doenga avangada versus controles (OR
1,5349; p-valor 0,0007; IC95 1,1990-1,9733). Nao houve diferenga estatisticamente

significante na avaliagdo da frequéncia de alelos nas comparagdes entre casos
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avancados e ndo avangados, e entre a forma ndo-avancada em relagao aos controles
(Tabela 11).

Tabela 11. Comparacido das frequéncias alélicas da variante rs1410996 entre os

diferentes grupos avaliados, utilizando-se o teste de qui-quadrado.

Grupos OR IC95% p-valor
comparados (GxA)

Casos x controles 1,4040 1,1312-1,7466 0,0021*
Seca x Controles 1,2254 0,9218-1,6346 0,164
Umida x Controle 1,5707 1,2144-2,0424 0,0006*
Umida x Seca 1,2407 0,9198-1,6762 0,158
Nao avancada x 1,2188 0,8934-1,6708 0,214

Controle
Avancada x 1,5349 1,1990-1,9733 0,0007*

Controle
Avancada x Néao 1,1936 0,8659-1,6433 0,2777

Avancada

OR: Odds Ratio; IC95%: Intervalo de confianca 95%

* p-valor com significancia para a (0,05/7) = 0,0071

Os resultados em negrito representam dados estatisticamente significantes apos
o ajuste do p-valor por Bonferroni. Os resultados sublinhados representam dados inicialmente
estatisticamente significativos (p-valor <0,05) que n&o sobreviveram a corregao por

Bonferroni.
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4.3- Analise da variante rs2230199 (gene C3)
4.3.1- Avaliagao por Gendétipo

O calculo do equilibrio de Hardy-Weinberg realizado nos grupos caso (p=
0,065) e controle (p= 0,011) demonstrou que o grupo controle ndo estava em
equilibrio.

Foram avaliados 701 individuos, sendo 377 (53,78%) controles e 324
(46,22%) casos. No grupo controle, 91 individuos apresentavam o alelo de risco em
estudo (G), enquanto no grupo caso, 124 apresentavam o alelo G. A tabela 12
demonstra a distribuigdo dos gendétipos em cada grupo.

Tabela 12. Distribuicdo Genotipica para a variante rs2230199 nos grupos casos e

controles.
Genotipo Grupo caso (%) Grupo controle (%)
GG 23 (8,10%) 13 (3,45%)
CG 103 (31,79%) 78 (20,69%)
CcC 198 (61,11%) 286 (75,86%)
Total de pacientes 324 (46,22%) 377 (53,78%)

A comparagao genotipica entre os casos e controles foi estatisticamente
significante ao analisar o geno6tipo GC versus CC (OR 2,0207; p-valor = 0,0002; IC95%
1,3937-2,9148). Porém, ndo foi observada significancia ao comparar os genétipos em
homozigose GG versus CC (OR 2,1162; p-valor = 0,0456; 1C95% 1,0286-4,5236)
(Tabela 13).

Tabela 13. Comparagao de genotipos para a variante rs2230199 entre os casos e
controles, por meio de regresséo logistica ajustada pela idade.

Comparagao de Odds ratio (OR) Intervalo de p-valor
genoétipos confianga de 95%
(1C95%)
GG x CC 21162 1,0286-4,5236 0,0456
GC xCC 2,0107 1,3937-2,9148 0,0002*

* p-valor com significancia para a (0,05/7) = 0,0071
Os resultados em negrito representam dados estatisticamente significantes apds o ajuste do

p-valor por Bonferroni. Os resultados sublinhados representam dados inicialmente
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estatisticamente significativos (p-valor <0,05) que n&o sobreviveram a corregao por

Bonferroni.

Os casos foram estratificados quanto a gravidade da doengca em formas
nao avangada, 94 pacientes (29,01%), e avangada, 230 pacientes (70,99%); e quanto
a apresentacdo em formas seca, 127 pacientes (39,20%), e umida, 197 pacientes
(60,80%). A Tabela 14 mostra a distribuicdo dos gendtipos da variante rs2230199

segundo a caracteristicas fenotipicas de apresentacdo da DMRI.

Tabela 14. Distribuicdo dos gendtipos para a variante rs2230199 nos grupos de

estratificacdo quanto a gravidade e formas de apresentagdo da DMRI.

Genotipo DMRI nao DMRI DMRI seca DMRI imida
avancgada (%) avancada (%) (%) (%)
GG 4 (4,25%) 19 (8,26%) 5 (3,94%) 18 (9,14%)
CG 25 (26,60%) 78 (33,91%) 39 (30,71%) 64 (32,49%)
CC 65 (69,15%) 133 (67,83%) 83 (65,35%) 115 (58,37%)
Total de 94 (29,01%) 230 (70,99%) 127 (39,20%) 197 (60,80%)
pacientes

Na avaliacdo quanto a gravidade da DMRI, observou-se que na analise
entre os casos ndo avangados e os controles n&o houve significancia estatistica ao
comparar os genétipos GG versus CC (OR 1,1909; p-valor = 0,769; IC95% 0,3238-
3,5485) e CG versus CC (OR 1,4927; p-valor = 0,145; 1C95% 0,8604-2,5402 (Tabela
15).

Observou-se significancia estatistica ao comparar o gendtipo CG versus
CC nos pacientes com DMRI avancada em relagcéo aos controles, resultando em uma
OR de 2,3034 (p-valor 5,47e-05%; 1C95 1,5381-3,4635). Ja a analise do gendtipo GG
versus CC deixou de ser significante apos ajuste do p-valor, apresentando OR de
2,6753 (p-valor = 0,013; 1C95% 1,2401-5,9333) (Tabela 15).

A comparacgéo genotipica GG versus CC (OR 2,2039; p-valor = 0,1679;
IC95 0,7849-7,8626) e CG versus CC (OR 1,5502; p-valor = 0,1137; 1C95 0,9088-
2,7025) entre os pacientes com as formas avangada e ndo avangada da doenga nao

foram estatisticamente significantes (Tabela 15).
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Tabela 15. Comparagéo de gendtipos para a variante rs2230199 apds a estratificacéo
dos pacientes com DMRI nas formas nao avangada e avangada da doenga, por meio
de regresséo logistica ajustada para idade.

Comparacao | DMRI ndo avancgada vs. DMRI avangada vs. DMRI avangada vs.
controles controles nao avangada
OR p- OR p-valor* OR p-
(1C95%) valor* (1C95%) (1C95%) valor*
GGvs.CC 1,1909 0,769 2,6753 0,013 2,2039 0,1679
(0,3238- (1,2401- (0,7849-
3,5485) 5,9333) 7,8626)
CGyvs. CC 1,4927 0,145 2,3034 5,47e-05* 1,5502 0,1137
(0,8604- (1,5381- (0,9088-
2,5402) 3,4635) 2,7025)

OR: Odds Ratio; IC95%: Intervalo de confianca 95%

* p-valor com significancia para a (0,05/7) = 0,0071

Os resultados em negrito representam dados estatisticamente significantes apos
o0 ajuste do p-valor por Bonferroni. Os resultados sublinhados representam dados inicialmente
estatisticamente significativos (p-valor <0,05) que ndo sobreviveram a corregcdo por

Bonferroni.

A analise realizada entre os pacientes com DMRI seca e os controles n&o
demonstrou significancia estatistica nas comparagdes entre os genotipos GG versus
CC (OR 1,0112; p-valor = 0,9842; 1C95 0,3064-2,8843) e CG versus CC (OR 1,7680;
p-valor = 0,0202; IC95 1,0884-2,8536) (Tabela 16).

Na analise entre o subgrupo casos com forma umida e controles observou-
se significancia estatistica na comparacao genotipica de GG versus CC (OR 3,0713;
p-valor 0,0046; 1C95 1,4205-6,8128) e CG versus CC (OR 2,2249; p-valor 0,0002;
IC95 1,4605-3,3971) (Tabela 16).

Na analise entre os subgrupos casos com forma umida e casos com forma

seca nao houve diferenga estatistica nas comparagdes genotipicas realizadas: GG
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versus CC (OR 2,6074; p-valor = 0,0686; 1C95 0,9931-8,1590) e CG versus CC (OR
1,1837; p-valor = 0,4983; IC95 0,7285-1,9373) (Tabela 16).

Tabela 16. Comparacgéo de gendtipos para a variante rs2230199 apds a estratificagéo

dos pacientes com DMRI nas formas seca e umida da doenga, por meio de regressao

logistica ajustada para idade.

Comparacao DMRI seca vs. DMRI imida vs. DMRI imida vs.
controles controles seca
OR p- OR p- OR p-
(1C95%) valor* (1IC95%) valor* (1C95%) valor*
GGvs.CC 1,0112 0,9842 3,0713 0,0046* 2,6074 0,0686
(0,3064- (1,4205- (0,9931-
2,8843) 6,8128) 8,1590)
CGyvs. CC 1,7680 0,0202 2,2249 0,0002* 1,1837 0,4983
(1,0884- (1,4605- (0,7285-
2,8536) 3,3971) 1,9373)
OR: Odds Ratio; IC95%: Intervalo de confianca 95%

* p-valor com significancia para a (0,05/7) = 0,0071

Os resultados em negrito representam dados estatisticamente significantes apos
o0 ajuste do p-valor por Bonferroni. Os resultados sublinhados representam dados inicialmente

estatisticamente significativos (p-valor <0,05) que n&o sobreviveram a corregao por

Bonferroni.
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4.3.2- Avaliagao por alelo

A avaliagdo da distribuicdo alélica na populagdo estudada revela a
presenca do alelo G em 23,99% e do alelo C em 77,01% dos pacientes no grupo caso.
Enquanto no grupo controle, o alelo G esteve presente em 13,79% dos pacientes e o
C, em 86,21%. A distribuicdo dos alelos G e C da variante rs2230199 segundo a
estratificacdo quanto as formas de apresentacdo da DMRI esta disponibilizada na
Tabela 17.

Tabela 17. Distribuicdo dos alelos G e C da variante rs2230199 nos grupos e

subgrupos de pacientes estudados.

Grupo avaliado Frequéncia do alelo G Frequéncia do alelo C
Controle 104 (13,79%) 650 (86,21%)
Caso 149 (23,99%) 499 (77,01%)
DMRI forma seca 65 (19,23%) 273 (80,77%)
DMRI forma umida 124 (24,03%) 392 (75,97%)
DMRI néo avangada 33 (17,55%) 155 (82,45%)
DMRI avangada 116 (25,22%) 344 (74,78%)

A comparacéo alélica mostrou uma maior frequéncia do alelo G no grupo
caso em relagdo ao controle, apresentando significancia estatistica (OR 1,7180; p-
valor = 0,0001; 1C95% 1,2999-2,2876), reforcando o papel de risco do alelo na DMRI
(Tabela 18).

Ao avaliar as formas de apresentagdo da DMRI houve significancia
estatistica na comparagéao da frequéncia de alelos na forma umida versus controle
(OR 1,9549; p-valor 2,30e-05; 1C95 1,4373-2,6774). Nao houve diferenca estatistica
nas comparagdes entre as formas seca e Uumida da doenca e entre a forma seca
versus controle (Tabela 18).

Em relag&o a gravidade da doencga, houve significancia estatistica para a
comparacgao entre casos de doenga avangada versus controles (OR 1,7180; p-valor =
0,0001; IC95% 1,2999-2,2876). Nao houve diferenga estatisticamente significativa na
avaliacdo da frequéncia de alelos nas comparagdes entre casos avangados € nao
avangados, e entre a forma ndo-avangada em relagao aos controles (Tabela 18).
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Tabela 18. Comparacido das frequéncias alélicas da variante rs2230199 entre os

diferentes grupos avaliados, utilizando-se o teste de qui-quadrado.

Grupos OR IC95% p-valor
comparados (GxC)
Casos x controles 1,7180 1,2999-2,2876 0,0001*
Seca x Controles 1,3662 0,9362-1,9809 0,101
Umida x Controle 1,9549 1,4373-2,6774 2,30e-05*
Umida x Seca 1,3804 0,9588-2,0156 0,088
N&o avangada x 1,2832 0,8423-1,9195 0,233
Controle
Avangada x 1,7180 1,2999-2,2876 0,0001*
Controle
Avancada x Néao 1,5186 1,0102-2,3458 0,051
Avancada

OR: Odds Ratio; IC95%: Intervalo de confianca 95%

* p-valor com significancia para a (0,05/7) = 0,0071

Os resultados em negrito representam dados estatisticamente significantes apos
o ajuste do p-valor por Bonferroni. Os resultados sublinhados representam dados inicialmente
estatisticamente significativos (p-valor <0,05) que n&o sobreviveram a corregao por

Bonferroni.
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5- DISCUSSAO

A probabilidade de desenvolvimento da DMRI aumenta exponencialmente
com o envelhecimento. Projeta-se um salto em sua prevaléncia com o aumento da
expectativa de vida. Configura-se como a principal causa de cegueira em maiores de
60 anos, em paises desenvolvidos,' sendo responsavel por queda na qualidade de
vida em pacientes portadores, bem como impactos psiquiatricos e socioeconémicos.

A patogénese, apesar de pouco elucidada, tem como cerne os fatores
geneéticos, responsaveis por mais de 70% da probabilidade de desenvolver a forma
avancada da doencga. As variantes genéticas localizadas nos genes do sistema
complemento (CFH, C2/CFB, C3 e CFl) correspondem a mais que 50% de todas
variantes conhecidas, sendo essa via biolodgica a principal envolvida na fisiopatologia
da DMRI.%6

O sistema complemento é constituido por mais de 40 proteinas e
reguladores encontrados na circulagao sistémica, apresentando fungéo primordial na
defesa contra patégenos, na eliminagcdo de complexos imunolégicos e células
apoptoticas e na resposta de adaptagdo imunoldgica.8%8" A desregulagédo desta via
leva a uma ativacao do sistema complemento e consequentemente a danos celulares
e teciduais em nivel de complexo EPR-Bruch e na coriocapilar, relacionados a
manifestagcéo e progresséo da DMRI.

O estudo foi realizado com o objetivo de compreender o papel das variantes
de risco, rs1410996 e rs2230199, relacionadas a DMRI em uma amostra da populacao
brasileira e compara-las a outras etnias, ja que estudos prévios mostram que as

variantes apresentam particularidades regionais.
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5.1- Variante rs1410996 (gene CFH)

Nosso estudo apresentou associagao de risco significativa entre a DMRI e
a variante rs1410996, consistente com os achados encontrados na literatura.

Comparando-se a uma metanalise®? que avaliou as principais variantes de
risco no gene CFH, incluindo a variante rs1410996, pode-se observar uma
concordancia entre os resultados (casos com DMRI versus controles). O OR para a
variante em estudo foi 1,77 na comparagéao alélica (G x A), semelhante ao do nosso
estudo, com OR 1,40. A estratificagdo em grupos étnicos, na metanalise, mostrou uma
associagdo mais forte em caucasianos (OR 2,38) em relagédo a asiaticos (OR 1,53)
(Tabela 19). Por ser o primeiro estudo em uma amostra da populagao brasileira, ainda
ha poucos dados para comparagéo nesse grupo étnico; no entanto, os resultados sédo
compativeis com avaliagbes em outras populagcdes e com associacido de risco

relativamente mais fraca em relagéo as etnias avaliadas nessa metanalise.

Tabela 19. Analise comparativa da variante rs1410996 entre casos e controles em

subgrupos étnicos®? na comparagao alélica.

Comparacao Subgrupo  Odds Ratio Intervalo de p-valor
Alélica (OR) confianca 95%
(1C95%)
Geral® 1,77 1,47-2,12 <0,0001
GxA Caucasiano® 2,38 2,14-2,66 <0,0001
Asiatico® 1,53 1,27-1,86 <0,0001
Amostra 1,40 1,13-1,74 0,0021
Brasileira

Os resultados em negrito relacionam-se a amostra brasileira em estudo.

A amostra estudada, apesar de acompanhar a tendéncia de outras
populagdes, apresenta resultados mais similares a amostra asiatica em relagcédo a
caucasiana, em que a for¢ca de associagao é bem mais expressiva. Na metanalise da
populagio asiatica realizada por Zhou®?, 2016, as comparagdes alélicas e genotipicas
em homozigose revelaram um risco aumentado de desenvolvimento da DMRI, com

valores similares ao da nossa amostra (Tabela 20).
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Tabela 20. Analise comparativa da variante rs1410996 entre casos e controles em

uma amostra da populagdo brasileira e asiatica®® na comparagdo alélica e dos

genotipos GG x AA.

Analise Subgrupo Odds ratio Intervalo de p-valor

(OR) confianga de

95% (1C95%)
GxA Brasileiro 1,40 1,13-1,74 0,0021
Asiatico®® 1,48 1,17-1,87 < 0,001
GG x AA Brasileiro 1,82 1,17-2,83 0,0079
Asiatico®® 2,10 1,27-3,49 < 0,001

Os resultados em negrito relacionam-se a amostra brasileira em estudo.

Ao analisar a forma exsudativa da DMRI pode-se observar uma frequéncia
alélica semelhante a de outras populacdes. A frequéncia do alelo de risco G foi
63,46% nos casos e 53,03% nos controles no presente estudo, com similaridade a
encontrada em japoneses (66,80% nos casos e 50,40% nos controles),? chineses
(72% nos casos e 55,6% nos controles)®® e caucasianos (80,80% e 57,10%
respectivamente).8¢6 Do mesmo modo, houve significAncia estatistica nas analises
comparativas entre os alelos G x A e gendtipos GG x AA comparavel ao observado

na populagdo asiatica®? (Tabela 21).

Tabela 21. Analise comparativa da variante rs1410996 entre casos com DMRI
exsudativa e controles em uma amostra da populagdo brasileira e asiatica 3 nas
comparacgdes entre alelos (G x A) e gendtipos em homozigose (GG x AA).

Analise Subgrupo Odds ratio Intervalo de p-valor
(OR) confianca de
95% (1C95%)
GxA Brasileiro 1,57 1,21-2,04 0,0006
Asiatico®® 1,58 1,15-2,18 0,004
GG x AA Brasileiro 2,16 1,29-3,71 0,0039
Asiatico®® 2,49 1,28-4,84 0,007

Os resultados em negrito relacionam-se a amostra brasileira em estudo.

A amostra estudada apresenta resultados que vao ao encontro de outras

etnias previamente analisadas, com uma for¢ca de associagdo mais proxima a etnia
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asiatica que a caucasiana, como foi observado ao avaliar casos x controles e forma
umida da doenga x controles. O estudo de Giollo et cols mostrou de forma objetiva
gque nossa populacdo tem caracteristicas Unicas que a diferenciam das outras
populagdes avaliadas para esta variante. A distribuicdo de marcadores de
ancestralidade é diferente das observadas nas populagdes caucasianas e asiaticas o
que replica e refor¢a a participagao desta variante no risco aumentado de DMRI, em
uma populagdo miscigenada. &’

O CFH é um importante regulador da via alternativa do sistema
complemento, evitando a formacao da C3 convertase e atuando como cofator para o
CFlI, outro inibidor do C3b. Acredita-se que essa variante presente no gene CFH seja
responsavel por uma ativacdo descontrolada do C3, levando a uma exacerbada e
continua atividade da via alternativa do sistema complemento, que causa danos
teciduais, devido a intensa atividade inflamatéria. O comportamento dessa variante,
no entanto, ndo € bem elucidado, mas ha a hipotese que ela seja responsavel pela
regulagdo da expressdo do CFH, ao invés de interromper a fungdo da proteina CFH.®°
O fato desta variante se mostrar associada de forma mais significativa na DMRI umida
em nossa casuistica, sugere que seu papel possa ser mais relacionado com esta
forma de manifestagdo da DMRI e envolvido na fisiopatologia deste fendtipo da
doenga. Além disso, outras variantes do gene CFH, como a Y402H foi associada a
pior resposta ao tratamento com anti-VEGF, em varias populagdes incluindo a

brasileira.88
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5.2- Variante rs2230199 (gene C3)

O calculo do equilibrio de Hardy-Weinberg realizado nos grupos caso (p=
0,065) e controle (p= 0,011) demonstra que o grupo controle ndo estava em equilibrio.

A lei do equilibrio de Hardy-Weinberg afirma que se nao existissem fatores
evolutivos atuando sobre uma populagdo, as frequéncias génicas permaneceriam
inalteradas e as proporgdes genotipicas atingiriam um equilibrio estavel, mostrando a
mesma relagao constante entre si ao longo do tempo. A fim de que esse principio seja
seguido necessita-se de uma populagao tedrica obedecendo as premissas: populagao
infinita; quantidade semelhante entre homens e mulheres; populagédo em panmixia, ou
seja, os casamentos ocorrem aleatoriamente (ndo ha casamentos preferenciais entre
individuos por causa de seu genotipo, fendtipo, estratificagcdo social ou
consanguinidade); todos casais sao férteis e geram o mesmo numero de filhos, ndo
ocorrendo sobreposicdo de geragdes; os genes nao sofrem mutagdo; auséncia de
selegdo natural; a populagéo ndo recebe nem emite um fluxo génico capaz de alterar
a sua composigao génica original, porque ela ndo sofre miscigenagdo com uma
populagdo imigrante que apresenta frequéncias génicas diferentes da sua, nem ha
emigracgao diferencial, isto é, a saida de grupos de individuos com frequéncia génica
distinta do resto da populacdo. Desse modo, as populagdes mostrariam uma fixidez
genética, ou inércia evolutiva.®®

No entanto, as populagdes reais se sujeitam a fatores evolutivos, ou seja,
aqueles capazes de alterar as frequéncias génicas (mutagdes, selegao natural, fluxo
génico de populagbes migrantes e deriva genética) e os fatores que causam o
aumento de homozigose (endocruzamento - casamentos consanguineos, e
subdivisdo da populagdo em grandes grupos isolados).

Alguns fatores podem ser responsaveis por um desequilibrio populacional
segundo o principio de Hardy-Weinberg como:

1- Mutacbes: os efeitos cumulativos da mutacdo sao importantes para
compreender os padrbes do desequilibrio de ligagédo, pois loci que estéo
fortemente ligados a mutagdes vantajosas podem aumentar rapidamente em
frequéncia através de “carona genética”.

2- Populagao finita: ha uma tendéncia em produzir um maior numero de
heterozigotos em relagdo ao preconizado pelo equilibrio de Hardy-Weinberg,
que ocorre geralmente quando existe uma diferenga de frequéncia no alelo

entre os sexos.
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3- Selecdo natural: opera por meio da sobrevivéncia e/ou reproducdo de
individuos com diferentes genoétipos, podendo distorcer as frequéncias
genotipicas. Ocorre, mais provavelmente, se a selegdo favorecer a
heterozigose (sobredominédncia) ou a homozigose (subdominancia), em
contraste com a selegédo direcional a favor ou contra um alelo especifico.

4- Estrutura populacional: as frequéncias podem ser alteradas quando a
populagdo selecionada se encontra em migragdo num mesmo tempo e local
onde multiplas populagdes se sobreponham.

5- Estrutura etaria: a fim de evitar deficiéncia de heterozigotos, a populagdo nao
deve apresentar uma sobreposi¢cdo de gerag¢des, com individuos participando
em mais de um ciclo reprodutivo.

6- Amostragem n&o randomizada: mesmo que o genaotipo esteja em equilibrio na
populagado, eventualmente uma amostra dessa mesma populagao pode estar
em desequilibrio, seja por erro de randomizagéao ou pelo fato de individuos com
determinado gendtipo terem uma maior/ menor probabilidade de serem
selecionados.

7- Erro de genotipagem: mesmo com a tecnologia moderna e eficiente, esse erro
ndo pode ser descartado. Na tentativa de eliminar erros de genotipagem, o
sequenciamento foi realizado duas vezes e avaliado por trés pessoas
diferentes. Os testes duvidosos foram repetidos, e caso a duvida
permanecesse a amostra ndo foi incluida na analise.

Segundo Waples 1998 e Hendrick 1999,°°°" apesar de os testes
estatisticos exercerem um papel fundamental na identificacdo de desvios, em
amostras relativamente grandes podem ocorrer desvios significantes ao equilibrio de
Hardy-Weinberg, mas que apresentam pouca importancia biolégica. O desequilibrio
populacional deve ser reportado e analisado, porém se os resultados encontrados
forem robustos e condizentes com estudos prévios, deve-se desconsiderar tal achado.

O nosso estudo revelou uma associagéo de risco significativa da variante
rs2230199 para o desenvolvimento DMRI ao comparar os casos com a patologia e os
controles na comparacéo alélica (OR 1,71; p-valor = 0,0001; 1IC95% 1,29-2,28), similar
a estudos prévios realizados em irlandeses (OR 1,48; p-valor 0,0003; 1C95% 1,19-
1,85),%2 mexicanos (OR 2,15, p-valor <0,0001; 1C95%1,48-3,13),%3 gregos (OR 1,82;
p-valor 0,0024; 1C95% 1,24-2,69),°* e norte-americanos (OR 1,55; p-valor 0,015;
IC95% 1,09-2,21)%. E bem consolidada na literatura a associagdo entre essa variante
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e a DMRI em caucasianos nos diferentes modelos genéticos. No entanto, essa
variante ndo € estatisticamente significante ao analisar amostras da populagéo
asiatica®9.97.%8 devido a baixa frequéncia do alelo nessa etnia, chegando a ser
ausente em japoneses® e raro em chineses (<1%),%%%® enquanto em caucasianos
apresenta uma frequéncia de 20%.%® Na metanalise de Zhang 2015,7® tais evidéncias

séo ratificadas na comparacao alélica em asiaticos e caucasianos (tabela 22).

Tabela 22. Analise comparativa da variante rs2230199 entre casos e controles em
uma amostra da populagao brasileira e na metanalise de Zhang na populagao geral,

em caucasianos e asiaticos na comparagao alélica.

Analise Subgrupo Odds ratio Intervalo de p-valor
(OR) confianga de
95% (1C95%)
GxC Brasileiro 1,71 1,29-2,28 0,0001
Geral’® 1,59 1,47-1,73 < 0,0001
Caucasiano® 1,60 1,47-1,74 < 0,0001
Asiatico’® 1,36 0,69-2,69 0,37

Os resultados em negrito relacionam-se a amostra brasileira em estudo.

A andlise do subgrupo avangado versus controles apresentou uma
similaridade entre a amostra estudada e a etnia caucasiana, enquanto a populacao
asiatica n&o apresentou resultados estatisticamente significantes. Na metanalise
Zhang, 2018,'% na comparagao alélica G x C, na populagdo geral o OR foi 1,49; nos
caucasianos, 1,48; no Oriente Médio, 1,62; e na amostra brasileira uma associacao
mais forte de 1,71. A mesma tendéncia foi seguida na comparagao dos gendtipos em
homozigose (Tabela 23).
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Tabela 23. Analise comparativa da variante rs2230199 entre casos com DMRI
avancada e controles em uma amostra da populagao brasileira e na metanalise de
Zhang, 2018, na populagdo geral, em caucasianos, subgrupo Oriente Médio e

asiaticos nas comparacgdes alélica e genotipica em homozigose.

Analise Subgrupo Odds ratio Intervalo de p-valor
(OR) confianca de
95% (1C95%)
GxC Brasileiro 1,71 1,29-2,28 0,0001
Geral® 1,49 1,39-1,59 <0,001
Caucasiano® 1,48 1,38-1,59 <0,001
Oriente Médio® 1,62 1,33-1,97 <0,001
Asiatico® 1,11 0,56-2,20 0,76
GG xCC Brasileiro 2,30 1,53-3,46 5,47e-05*
Geral® 2,33 1,98-2,74 <0,001
Caucasiano® 2,20 1,87-2,60 <0,001

Os resultados em negrito relacionam-se a amostra brasileira em estudo.

O C3 é o componente mais abundante do sistema complemento e uma
quantidade significante de RNA mensageiro do mesmo é detectado na retina
neurossensorial, coroide e EPR. O C3 nativo clivado sofre importantes mudancas e
rearranjos estruturais aumentando os sitios de ligagdo para componentes do
complemento e consequentemente ativando sua cascata e uma resposta inflamatoria
local, primordiais na patogénese da DMRI. 0

O nosso estudo mostra-se com resultados compativeis com a etnia
caucasiana, divergindo-se em relagdo a populagao asiatica. Na nossa amostra, o alelo
de risco apresentou uma frequéncia de 23,99% nos casos e 13,79% nos controles,
bastante elevada comparavel a japoneses® e chineses,®®% em que a frequéncia é
nula e menor que 1 %, respectivamente, justificando os achados divergentes dessa
variante nas diferentes etnias e a heterogeneidade na distribuicdo geografica.

Como observado na variante rs1410996 do gene CFH, a variante
rs2230199 do gene C3 apresentou-se de forma mais significativa, associada ao
fendtipo umido da DMRI em nossa amostra. Isto sugere também uma maior

participacdo desta variante no mecanismo da forma exsudativa da doenga. Assim
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como na variante rs1410996, seria interessante avaliar a resposta desta variante em
relagédo a terapia anti-angiogénica na nossa populagéo.

As limitacbes deste estudo dizem respeito a esta amostra ser
representativa da populacdo do sudeste do Brasil, tornando-se necessario mais
estudos incluindo pacientes de outras regides. O desequilibrio de HWE pode ser um
fator de limitagdo, até justificando que a forma heterozigota da variante rs2230199 do
gene C3 esteja associada de forma mais significativa com a DMRI do que o gendtipo
homozigoto do alelo de risco. Finalizando, uma amostra maior poderia encontrar
associacodes entre as diferentes formas de apresentacao da doenca.

Este estudo esta inserido em uma linha de pesquisa para estabelecer as
bases genéticas da DMRI na populagdo brasileira e no futuro desenvolver testes
incluindo simultaneamente varias variantes de risco testadas em nossa populagao
para o estabelecimento de um escore de risco genético de DMRI na populagéo

brasileira.
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6- CONCLUSAO

Conclui-se que as variantes genéticas rs1410996 (gene CFH) e rs2230199
(gene C3) conferem risco ao desenvolvimento da DMRI nessa amostra da populag&o
brasileira, particularmente na forma umida/exsudativa da doenca.

A analise da variante rs1410996 mostrou que individuos que possuem o
alelo de risco em homozigose (GG) apresentam 2,12 vezes mais chance de
apresentar a forma avangada da DMRI (graus 4 e 5 da classificagdo CARMS) e 2,16
vezes mais chance de apresentar a forma umida da doencga (grau 5 da classificagéo
CARMS) quando comparados a individuos com gendtipo sem o alelo de risco (AA).
Do mesmo modo, a comparacgao alélica G vs. A mostrou que individuos que carreiam
o alelo de risco tém maior probabilidade de manifestarem o fen6tipo da DMRI nas
formas avangada e umida da doencga.

A analise da variante rs2230199 mostrou que o gendtipo heterozigoto (CG)
conferiu um maior risco a manifestacdo da DMRI, que o homozigoto (GG) quando
comparado ao genotipo em homozigoze com o alelo selvagem (CC). O mesmo foi
evidenciado em relagdo a forma de apresentagéo e a gravidade da doenga, em que o
genotipo heterozigoto conferiu 2,3 e 2,2 vezes mais chance de apresentar a forma
avangada e umida da DMRI, respectivamente, quando comparado ao gendtipo CC. A
avaliacao alélica G vs. C corroborou com a maior probabilidade de manifestacéo
dessas formas da DMRI em individuos que carreiam o alelo de risco.

A variante rs1410996 apresentou uma forga de associacdo inferior a
observada em caucasianos, e proxima a encontrada na populagédo asiatica. A variante
rs2230199, apesar de ndo apresentar o grupo controle em equilibrio, mostrou uma
forte associagdo com a patologia, inclusive mais intensa que a descrita previamente
em caucasianos. Por ser o primeiro estudo realizado em uma amostra da populacao
brasileira, ndo ha nenhuma referéncia comparativa nessa etnia, € uma amostra maior

deve ser avaliada a fim de confirmar os dados encontrados.
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8. Anexos

8.1 Anexo 1: Parecer Consubstanciado do CEP

(U UNICAMP - CAMPUS
P CAMPINAS
cepuNICAME
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: ASPECTOS GENETICOS DE DOENGAS OFTALMOLOGICAS

Pesquisador: Monica Barbosa de Melo

Area Temitica: Genética Humana: ) i )
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genetica Humana que n3o necessita de analise
etica por parte da CONEP;);

Versdo: 8

CAAE: 401206154 0000 5404

Instituigao Proponente: Centro de Biologia Molecular & Engenharia Genética

Patrocinador Principal: MINISTERIO DA EDUCACAOQ

FUNDACAOQ DE AMPARQ A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO
MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.327.027

Apresentagao do Projeto:
Trata-se de uma emenda que visa inserir 0s pesquisadores Marina Gongalves Monteiro Viturino e Jami
Miguel Netocomo membros da equipe de pesquisa & inserr dois novos subprojetos ao projeto onginal.

Objetivo da Pesquisa:

Mantidos em relag3o a0 projeto original.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Mantidos em relag3o a0 projeto original.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Segundo informag&es contempladas no documento anexado
"PB_INFORMAGOES_BASICAS_1004710_E5. pdf 28/00/2017 13:24:50" - "O projeto inicial esti sendo
modificado para a inclus3o de dois novos sub-projetos de pesquisa de alunos que est3o ingressando na pos
-graduagdo pelo PPG Ciéncias Médicas.”. Destacamos que os objetivo principal do projeto oniginal ndo foi
alterado e os dois subprojetos se enquadra nestes objetivos.

Endereqo: Rua Tessala Viera de Camargo, 128

Bairro: Sarfo Gerade CEP: 13.082-887
UF: SP Munioiplo: CAMPINAZ
Telefone: (13)3521-8335 Fax: (19)3521-7187 E-mall: cep@“m.unicamp.br
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Para avaliacdo desta emenda foram analisados os seguintes documentos anexados:
1-PB_INFORMAGOES_BASICAS_1004710_E5.pdf 28/00/2017 13:24:50;
2-ASPECTOS_GENETICOS_DE_DOENCAS_OFTALMOLOGICAS0217.pdf 28/02/2017 13:20:54;
3-TCLE_oftalmo0217.pdf 28/08/2017 13:20:00

Recomendagoes:

De forma a garantir a integridade dos TCLE, os documentos devem apresentar a numeragdo das paginas.
Solicita-se inserir a numerag3o das paginas, de forma a indicar, também. o nimero total de paginas, por
exemplo: 1 de 2: 2 de 2. Solicita-se adequac3o.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Aprovada.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na
integra, por ele assinado (quando aplicavel).

- O particpants da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retrar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizac3o alguma e sem prejuizo 30 seu cuidado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuac3o do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apds analise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto 3 descontinuacdo, exceto quando perceber risco ou dano n3o previsto 3o participante ou quando
constatar a superioridade de uma estratégia diagnostica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da
pesquisa, isto &, somente em caso de necessidade de acdo imediata com intuito de proteger os
participantes.

- O CEP deve ser nformado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. £ papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e 3 Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA - junto com seu posicionamento.

Enderego: Rua Tessala Viera de Camargo, 125

Bairro: Sarfo Geraide CEP: 13.083-887
UF: P Munioiplo: CAMPINAZ
Telefone: (13)3521-8336 Fax: (13)3521-7187 E-mall: cep@“m.unicamp.br

Pagra 02 e 04

77



!s A
NICAMP

b o —_—

UNICAMP - CAMPUS

CAMPINAS

Centinsacho do Perecer. 2.527 027

QR ™™

- Eventuais modficacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovagdo
do CEP para continuidade da pesquisa. Em caso de projetos do Grupo | ou Il apresentados anteriormente 3
ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também 3 mesma, junto com o parecer aprovatorio

do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apos a data deste

parecer de aprovagio  ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolugdo 466/2012 , item X1.2 letra e, “cabe 3o pesquisador apresentar dados

solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento™.

-O pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e
responsabilidade, por um periodo de 5 anos apos o término da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situag3o
Informacoes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_100471| 28/02/2017 Aceito
do Projeto 0 E5.pdf 13:24:50 _

Projeto Detalhado / |ASPECTOS_GENETICOS_DE_DOENC| 28/08/2017 |Monica Barbosa de Aceito

Brochura AS_OFTALMOLOGICASD017 pdf 1320:54 | Melo

| igador

TCLE/Termos de |TCLE_oftaimo0917_pdf 28/02/2017 | Monica Barbosa de Aceito

Assentmento / 13220:08 |Melo

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto FolhadeRosto pdf 08/02/2015 | Monica Barbosa de Aceito
17:16:01 | Melo

Outros autonzacaocoletadados pdf 08/02/2015 | Monica Barbosa de Aceito
1522:00 | Melo

Outros Regulamentobiorrepositorio.paf 08/02/2015 | Monica Barbosa de Aceito
15:20:51 | Melo

Situagao do Parecer:

Enderego: Rua Tessala
Balrro: BSar§c Geraide

Viera de Camargo, 128

UF: SP Municiplo: CAMFPINAZ

Telefone: (13)3521-8335

Fax: (19)3521-7187
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ASPECTOS GENETICOS DE DOENCAS OFTALMOLOGICAS
Pesquisador: Monica Barbosa de Melo

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 1
CAAE: 49120615.4.0000.5404
Instituicao Proponente: Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO
MINISTERIO DA EDUCACAO
MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.245.042

Apresentacao do Projeto:

“Doengas oftalmolégicas como a catarata, o glaucoma, a DMRI (degeneragao macular relacionada a idade)
e a distrofia endotelial corneana de Fuchs afetam grande parte da populagdo mundial, prejudicando a
capacidade visual ou até mesmo levando a perda total da visdo. Todas estas doengas possuem algum
componente genético importante; assim sendo, estudos mais detalhados podem permitir uma melhor
compreensao de suas etiologias. As técnicas de sequenciamento de Sanger, digestdo por enzimas de
restricdo, sequenciamento de genomas e exomas, Mass arraysystem e curva de dissociagado de alta
resolugcao serdo utilizadas para identificar regidbes no genoma potencialmente envolvidas com estas
afecgdes em estudos envolvendo familias e/ou estudos do tipo caso/controle”.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar variantes genéticas e identificar novos genes que contribuam para a suscetibilidade a doengas
oftalmolédgicas (catarata, glaucoma, degeneragdo macular relacionada a idade e distrofia endotelial
corneana de Fuchs).

Endereco: Rua Tessélia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Barao Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
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Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos associados a colheita de sangue venoso por pungéo periférica sdo dor leve e possibilidade de
esquimose. Riscos associados aos exames oftalmolégicos: desconforto nos exames onde o contato com a
superficie ocular é necessario (tonometria e paquimetria), o qual sera minimizado pelo uso de uma gota de
colirio anestésico em cada olho antes de cada procedimento; desconforto de curta duragdo associado a
luminosidade emitida pelo equipamento durante os exames; possibilidade de fadiga devido ao nivel de
atengao durante o exame de campo visual.

Nao sao esperados beneficios diretos aos participantes, exceto nos casos em que for descoberto um novo
diagnéstico em decorréncia dos exames oftalmolégicos realizados.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

O projeto de pesquisa foi apresentado com um objetivo amplo, o de avaliar variantes genéticas e identificar
novos genes que contribuam para a suscetibilidade a doengas oftalmolégicas. Sob este objetivo ha nove
estudos que partilham procedimentos de inclusdo de participantes, critérios de inclusdo e exclusao, além de
metodologias de analise em comum. Pretende-se incluir no estudo 1413 participantes distribuidos entre os
grupos: Degeneracao Macular Relacionada a Idade (DMRI) n=175 e respectivos controles n=165; Distrofia
Endotelial Corneana de Fuchs (FECD) n=60 e respectivos controles n=100; Glaucoma primario de angulo
fechado (GPAF) n=235, Glaucoma primario de angulo aberto (GPAA) n=300 e respectivos controles n=250;
Catarata n=78 e respectivos controles n=50. Os participantes, tanto casos como controles, serdo pacientes
do Ambulatério de Oftalmologia do HC-Unicamp e serao convidados a participar do estudo durante as
consultas regulares. Também serdo convidados familiares portadores de mutagdes genéticas especificas
(ex. Cys433Arg no gene MYOC) ou familiares portadores de doengas especificas (ex. GRAF).

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Foram apresentados:

1. Folha de rosto assinada pela pesquisadora responsavel, Ménica Barbosa de Melo e por Edi Lucia
Sartorato, Diretora do CBMEG-Unicamp, instituicdo indicada como proponente;

2. Termo de consentimento Livre Esclarecido;

3. Formulario da Plataforma Brasil com as informagdes basicas sobre o projeto.

4. Projeto completo.

5. Autorizagao para colheita de dados assinada por Carlos Eduardo Leite Arieta, chefe da disciplina

Enderego: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Barédo Geraldo CEP: 13.083-887
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de Oftalmologia da FCM-Unicamp.
6. Regulamento do biorrrepositério vinculado ao projeto, assinado pela pesquisadora responsavel, Ménica
Barbosa de Melo.

Recomendacgoées:

1. Incluir no item “FORNECIMENTO DE INFORMAGAO ADICIONAL” do TCLE, além dos telefones, os
enderecos completos da pesquisadora (enderego profissional) e do CEP: Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da UNICAMP das 08:30hs as 13:30hs e das 13:00hs as 17:00hs na Rua: Tessalia Vieira de Camargo,

126; CEP 13083-887 Campinas — SP; telefone (19) 3521-8936; fax (19) 3521-7187; e-mail:

cep@fcm.unicamp.br

2. No caso da versao final impressa do TCLE ter duas ou mais folhas, o participante ou o representante
legal pelo participante, bem como, o pesquisador responsavel deverao rubricar todas as folhas desse
documento, apondo suas assinaturas na ultima pagina do referido termo (Carta Circular no
003/2011/CONEP/CNS).

3. TCLE deve ser elaborado em duas vias, sendo uma retida pelo sujeito da pesquisa ou por seu
representante legal e uma arquivada pelo pesquisador.

4. Observar que o inicio do estudo somente podera ser realizado apés aprovagao pelo CEP, conforme
compromisso do pesquisador com a resolugao 446/12 CNS/MS.

5. Ao pesquisador cabe desenvolver o projeto conforme delineado, elaborar e apresentar os relatérios
parciais e final, bem como encaminhar os resultados para publicagdo, com os devidos créditos aos
pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do projeto (resolugado 446/12).

6. Caso o pesquisador encontre dados que possam modificar o prognéstico ou tratamento dos sujeitos de
pesquisa, recomenda-se que tais informagdes sejam transmitidas aos participantes e/ou anexadas ao
prontuario para conhecimento da equipe clinica.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
1. Nao ha pendéncias ou inadequagdes.

Consideracgoes Finais a critério do CEP:
- O sujeito de pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra,
por ele assinado.

Enderego: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Barao Geraldo CEP: 13.083-887
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- O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado.

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuagao do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apés analise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto a descontinuagéo, exceto quando perceber risco ou dano nédo previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de uma estratégia diagnéstica ou terapéutica oferecida a um dos grupos
da pesquisa, isto €, somente em caso de necessidade de acdo imediata com intuito de proteger os
participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificacdo ao CEP e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria = ANVISA - junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo | ou Il apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também
a mesma, junto com o parecer aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apds a data deste
parecer de aprovagao e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolucdo 466/2012 , item XI.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento | Arquivo | Postagem | Autor |Situa¢éo|
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8.2 Anexo 2: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Az,
"

EIe UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
CENTRO DE BIOLOGIA MOLECULAR E ENGENHARIA GENETICA — CBMEG

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: Aspectos genéticos de doencgas oftalmologicas
Pesquisadora principal: Dra. Ménica Barbosa de Melo (tel: 019 3521-1143)
Numero do CAAE:

SUBPROJETO ASSOCIADO:

() Estudo de mutagbes nos genes CX46, CX50 e HSF4 em pacientes com catarata congénita
() Analise de haplotipos da mutagdo CYS433ARG no gene MYOC associada ao glaucoma na
populagao brasileira

() Aspectos genéticos do glaucoma primario de angulo fechado

() Analise dos genes COL8A2 E SLC4A11 em pacientes com distrofia de FUCHS

() Avaliagao do polimorfismo Y402H e da delecdo CFHR3/CFHR1 no gene CFH em relagao a
etiologia da degeneragéo macular relacionada a idade (DMRI) em uma amostra da populagao brasileira

() Citocinas inflamatorias e associagdo com o tratamento e etiologia do glaucoma primario de
angulo aberto

() Avaliacdo de aspectos genéticos do glaucoma primario de angulo aberto por meio do
sequenciamento de exoma total

() Andlise de polimorfismos de base unica (SNPs) na regido 10q26 E SEU envolvimento na
etiologia da degeneragéo macular relacionada a idade (DMRI) em uma amostra da populagao brasileira
() Avaliacdo de variantes genéticas na determinacdo da area do disco Optico em individuos
normais e com glaucoma na populagao brasileira

() Avaliagao dos polimorfismos €2/ €3/ €4 no gene APOE em relagéo a etiologia do glaucoma

primario de angulo aberto em uma amostra da populagéo brasileira

() Analise dos polimorfismos rs1410996 (gene CFH) e rs2230199 (gene C3) em relagdo ao risco
para o desenvolvimento da Degeneragdo Macular Relacionada a Idade (DMRI) em uma amostra da
populagao brasileira

() Analise dos polimorfismos rs9332739 (gene C2) e rs641153 (gene CFB) em relagéo ao risco
para o desenvolvimento da Degeneragdo Macular Relacionada a Idade (DMRI) em uma amostra da
populagao brasileira

OBJETIVO DA PESQUISA:

Vocé esta sendo convidado (a) a participar em um projeto de pesquisa envolvendo individuos:
() Com catarata

() Com glaucoma de angulo aberto

() Com glaucoma de angulo fechado

() Com degeneragao macular relacionada a idade

() Com distrofia endotelial de Fuchs

Este documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar seus direitos
como participante e € elaborado em duas vias, uma que devera ficar com vocé e outra com o
pesquisador.

Por favor, leia com atencao e calma, aproveitando para esclarecer suas duvidas. Se houver perguntas
antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé podera esclarecé-las com o pesquisador. Se preferir, pode
levar este Termo para casa e consultar seus familiares ou outras pessoas antes de decidir participar.
Se vocé nao quiser participar ou retirar sua autorizagdo, a qualquer momento, ndo havera nenhum tipo
de penalizagdo ou prejuizo.

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS:
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Propde-se avaliar variantes que contribuam para a suscetibilidade a doengas oftalmolégicas, assim
como identificar novos genes, ampliando o conhecimento sobre os processos biolégicos envolvidos.
Isso podera melhorar o diagnostico da doenga e podera levar a um melhor tratamento no futuro.

PROCEDIMENTO:

Caso concorde em participar desse estudo, os pesquisadores fardo perguntas a respeito dos meus
antecedentes médicos e familiais. Uma amostra de sangue venoso sera colhida (10 a 20 mL, o
equivalente a duas colheres de sopa). Além disso, vocé podera ser submetido (a) a:

Exame de refragao
Biomicroscopia anterior e de fundo
Tonometria

Gonioscopia

Paquimetria

Medida de comprimento axial
Retinografia

Campo visual (Perimetria)
Tomografia de coeréncia optica
Microscopia Especular

e R e e e R e e N NN
— N N N N N S N N N

RISCO E DESCONFORTO:

Uma coleta de 10 a 20 mL de sangue venoso sera efetuada. Os riscos associados a esse procedimento
sdo minimos, podendo ocorrer dor e manchas roxas (equimoses) no local da coleta do sangue. O
desconforto sera minimo, pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da veia do brago que sera
realizada por profissional treinado e habilitado para realizar esse procedimento. Hospitalizagdo nao
sera necessaria. Os procedimentos mencionados acima, fazem parte dos cuidados médicos de rotina
para um (a) pacientes com doengas oftalmoldgicas. Para minimizar o desconforto nos exames onde o
contato com a superficie ocular € necessario (fonometria e paquimetria) sera instilada uma gota de
colirio anestésico em cada olho antes de cada procedimento. Pode ocorrer um desconforto de curta
duracéo associado a luminosidade emitida no olho durante os exames. Durante o exame de campo
visual também podera ocorrer fadiga devido ao nivel de atengéo exigido. Em caso de dano decorrente
da pesquisa, esta garantida a assisténcia integral e imediata, de forma gratuita, pelo tempo que for
necessario. Vocé também tem direito a indenizacido em caso de danos.

SIGILO:

Vocé deve entender que toda informag&do médica que consta em seu prontuario médico sera submetida
aos regulamentos do HC-UNICAMP referentes ao sigilo da informagdo médica, excetuando-se os
resultados dos testes genéticos decorrentes desse projeto de pesquisa. Se os resultados ou
informacgdes fornecidas resultarem em publicacao cientifica, nenhum nome sera utilizado.

RESSARCIMENTO:
Os procedimentos serdo realizados durante as consultas de rotina ao Hospital das Clinicas da
UNICAMP. Vocé nao recebera qualquer valor em dinheiro.

BENEFICIOS:

Vocé nao obtera nenhum beneficio direto com a colaboragdo nesse estudo, seu tratamento
provavelmente ndo sera modificado, exceto nos casos em que for descoberto novo diagndstico através
dos exames realizados. Contudo, os resultados desse estudo podem, em longo prazo, oferecer
beneficios para individuos com doengas oftalmologicas, possibilitando melhor diagndstico e tratamento
adequado. E importante notar que o diagndstico pré-sintomatico ndo faz parte dessa pesquisa, mas se
vocé desejar obter orientagdo genética, ela sera oferecida no Centro de Biologia Molecular e
Engenharia Genética — CBMEG/UNICAMP, tel. (19 3521-1147).

FORNECIMENTO DE INFORMAGAO ADICIONAL:

Entende-se que é possivel requisitar informagdes adicionais relativas ao estudo a qualquer momento.
Dra. Mbnica Barbosa de Melo estara disponivel para responder possiveis duvidas e preocupagdes. Em
caso de recurso, denuncias, duvidas ou reclamagdes sobre os aspectos éticos da pesquisa, contatar a
secretaria do Comité de Etica em Pesquisa.

Contatos:
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Dra. Ménica Barbosa de Melo: Tel: (19) 3521-1143, e-mail: melomb@uol.com.br, enderego: Av Candido
Rondon, 400, Cidade Univeritaria, (CBMEG-UNICAMP), Distrito de bardo Geraldo, Campinas- SP.
CEP: 13083-875.

Comité de Etica em pesquisa da UNICAMP (CEP): Tel: (19) 3521-8936, e-mail: cep@fcm.unicamp.br,
endereco: Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 126, Distrito de Bardo Geraldo , Campinas - SP. CEP:
13083-887.

RECUSA OU DESCONTINUAGAO DA PARTICIPAGAO:

A participagao € voluntaria, vocé pode se recusar a participar ou retirar seu consentimento e interromper
a participagdo no estudo a qualquer momento (incluindo a retirada da amostra de sangue) sem
comprometer os cuidados médicos que recebe atualmente ou recebera no futuro no HC-UNICAMP. A
Dra. Ménica Barbosa de Melo pode interromper sua participagao nesse estudo a qualquer momento
que julgar apropriado, como quando houver fatores de exclusao que sejam descobertos durante a
pesquisa, por exemplo, através da analise dos prontuarios.

Vocé leu e compreendeu esse termo de consentimento e esta de pleno acordo em participar desse
estudo. Logo, informa que:

() Autoriza o armazenamento do material biolégico e deseja ser consultado (a) para consentimento
em caso de uso de sua amostra em outras pesquisas.

() NAO autoriza o armazenamento do material biolégico, devendo o mesmo ser descartado apds o
encerramento de sua participacdo nessa pesquisa.

Obs: O tempo de armazenamento é de 5 anos, podendo ser prorrogado por mais 5 anos.

RESULTADOS DOS EXAMES REALIZADOS (Genéticos):
( ) Deseja ser informado (a) sobre o resultado de meus exames.
() NAO deseja ser informado (a) sobre o resultado de meus exames.

COLETA DE INFORMAGOES CLINICAS (Prontuérios)
() Autoriza a utilizagao dos dados de seus prontuarios.
() NAO autoriza a utilizagdo dos dados de seus prontuarios.

DISPONIBILIZAGAO PUBLICA DOS DADOS GENOMICOS

Com o avango das pesquisas na area genémica, & hoje de grande importancia compartilhar em bancos
de dados publicos os resultados de alguns testes moleculares. No compartiihamento dos dados
gendmicos é sempre assegurado que nao havera qualquer referéncia aos identificadores das amostras,
(exemplo de identificadores: nome, filiagdo, enderego, nimero de registro hospitalar), mas poderao ser
incluidas informagdes relevantes para a interpretacdo dos dados gendmicos no contexto das
pesquisas, tais como: sexo, idade, pais e regido de procedéncia, diagnodstico e outras informagdes
clinicas pertinentes.

() Autoriza que os resultados dos testes gendmicos realizados no ambito deste projeto de pesquisa
sejam disponibilizados em bancos de dados publicos que poderdo ser consultados por pesquisadores
da area médica, desde que esses dados ndo sejam vinculados com identificadores da amostra.

() NAO autoriza a disponibilizagéo dos resultados dos testes genéticos realizados neste projeto de
pesquisa.

Nome do (a) participante ou responsavel

Assinatura do (a) participante ou responsavel Data
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RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolugdo 466/2012 CNS/MS e complementares na
elaboragao do protocolo e na obtencéo deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro,
também, ter explicado e fornecido uma via deste documento ao participante. Informo que o estudo foi
aprovado pelo CEP perante o qual o projeto foi apresentado. Comprometo-me a utilizar o material e os
dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas neste documento ou
conforme o consentimento dado pelo participante.

Assinatura do (a) pesquisador (a) ou associado Data
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Abstract

Purpose: To investigate the association among genetic variants of the
complement pathway CFB R32Q (rs641153), C3 R102G (rs2230199)
and CFH (rs1410996) with AMD in a sample of the Brazilian population.

Methods: In a case-control study, 484 AMD patients were classified
according to the Clinical Age-Related Maculopathy Grading System
(CARMS) and compared to 479 unrelated controls. The genetic
variants rs1410996 of complement H (CFH), rs4151667 of complement
factor B (CFB) and rs2230199 of complement 3 (C3) were evaluated
through polymerase chain reaction (PCR) and direct sequencing. The
associations between SNPs and AMD, adjusted by age, were assessed
by using logistic regression models.

Results: A statistically significant association was observed between
IAMD risk and rs22230199 variant with an OR of 2.01 (p = 0.0002) for
CG individuals compared to CC individuals. Regarding the comparison of
advanced AMD versus the control group, the OR was 2.12 (p =
0.0036) for GG versus CC genotypes for rs1410996 variant. Similarly,
the OR for rs2230199 polymorphism was 2.3034 (p = 5.47e-05) when
comparing CG individuals to CC carriers. In contrast, the rs641153
variant showed a significant protective effect against advanced AMD
for GA versus GG genotype (OR = 0.4406; p = 0.0019). When
comparing wet AMD versus controls, a significant association was
detected for rs1410996 variant (OR = 2.16; p = 0.0039) comparing
carriers of the homozygous GG versus AA genotype, as well as in the
comparisons of GG (OR = 3.0713; p = 0.0046) and CG genotypes (OR
= 2.2249; p = 0.0002) versus CC genotype for rs2230199 variant,
respectively. The rs641153 variant granted a significant protective
effect against wet AMD for GA versus GG genotypes (OR = 0.4601; p
= 0.0044), though.

Conclusion: Our study confirmed the risk association between

rs2230199 and rs1410996 variants and AMD, and the protective role

against AMD for the rs641153 variant.

Scientific Review Editor [Not Assigned J
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ABSTRACT

Purpose: To investigate the association among genetic variants of the complement pathway
CFB R32Q (rs641153), C3 R102G (rs2230199) and CFH (rs1410996) with AMD in a sample

of the Brazilian population.

Methods: In a case-control study, 484 AMD patients were classified according to the
Clinical Age-Related Maculopathy Grading System (CARMS) and compared to 479
unrelated controls. The genetic variants rs1410996 of complement H (CFH), rs4151667 of
complement factor B (CFB) and rs2230199 of complement 3 (C3) were evaluated through
polymerase chain reaction (PCR) and direct sequencing. The associations between SNPs and

AMD, adjusted by age, were assessed by using logistic regression models.

Results: A statistically significant association was observed between AMD risk and
rs22230199 variant with an OR of 2.01 (p = 0.0002) for CG individuals compared to CC
individuals. Regarding the comparison of advanced AMD versus the control group, the OR
was 2.12 (p = 0.0036) for GG versus CC genotypes for rs1410996 variant. Similarly, the OR
for 152230199 polymorphism was 2.3034 (p = 5.47°%) when comparing CG individuals to
CC carriers. In contrast, the rs641153 variant showed a significant protective effect against
advanced AMD for GA versus GG genotype (OR = 0.4406; p = 0.0019). When comparing
wet AMD versus controls, a significant association was detected for rs1410996 variant (OR =
2.16; p = 0.0039) comparing carriers of the homozygous GG versus AA genotype, as well as
in the comparisons of GG (OR = 3.0713; p = 0.0046) and CG genotypes (OR = 2.2249; p =

0.0002) versus CC genotype for rs2230199 variant, respectively. The rs641153 variant
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granted a significant protective effect against wet AMD for GA versus GG genotypes (OR =

0.4601; p = 0.0044), though.

Conclusion: Our study confirmed the risk association between rs2230199 and rs1410996

variants and AMD, and the protective role against AMD for the rs641153 variant.
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INTRODUCTION

Age-related macular degeneration (AMD) is a degenerative and progressive retinal
disorder and the leading cause of blindness in the elderly in Western World [1], affecting
approximately 8.7% of the blind population [2]. The number of affected individuals is
expected to increase to 288 million by 2040 [3]. Among the Brazilian elderly, it is estimated
that approximately 3 million suffer from AMD, which is responsible for 4.0% of blindness

[4].

Increasing prevalence of AMD as a result of increasing life expectancy highlights its
deleterious effect on the quality of life in the elderly worldwide [5,6], becoming a major
public health problem. Visual impairment due to advanced AMD is significantly associated
with low quality of life compared to patients with chronic disease [7] and also an increased

incidence of falls [8] and cognitive impairment [9].

This complex disease is derived from inherited and environmental exposures [10].
The US twin study of AMD quantified the proportions of variance due to genetic and
environmental influences as 46% to 71% and 19% to 37%, respectively [11]. Common risk
variants near the complement genes CFH [12-14], CFB [15,16], C2 [15,16], C3 [17,18] and
CFI [19,20] account for near 57% of the contribution of known variants to disease risk [21],
emphasizing the critical role of the complement pathway in AMD pathogenesis. However,
the associations between these genes and AMD varies due to genetic variation within a
population in a country and across different populations (different ethnicities) worldwide

[22].
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The CFH gene, located on chromosome 1, region 32, was the first significant gene to
be implicated in the pathogenesis of AMD. CFH encodes complement factor H (fH), a key
regulatory glycoprotein that acts as a negative regulator of the complement system, inhibiting
complement alternative pathway by promoting factor I (C3b inactivator) and preventing local
formation of more C3b [23]. A common variant of CFH, in intron 14 (-543G>A, 1s1410996)
has been reported to be associated with a higher risk of AMD [24-26]. Similarly, the
rs2230199 (R102G) in exon 3 of the C3 gene, a common missense variant that causes
replacement of the arginine residue at codon 102 for a glycine (p.Argl02Gly) [27], has been
strongly associated to the disease in studies on Caucasian populations [17,28]. However, this

correlation has not been confirmed in Asian populations [29].

Nevertheless, there are some protective variants in complement genes. The CFB gene
is located at chromosome 6p21, and its several transcript variants, such as rs641153,
154151667, rs2072633, rs12614, rs1048709, have been related to the pathogenesis of AMD
[30]. The CFB R32Q (rs641153) is a non-synonymous variant in exon 2 characterized by the
exchange of the amino acid glutamine for arginine at codon 32. Former studies have shown
its protective effect against AMD [15,30,31], since it decreases the potential to form

convertase and to amplify complement activation [31].

Although several studies from different populations have suggested the implication of
these gene variants on the risk of developing AMD, there have been no genetic studies
confirming these associations in the Brazilian population. Therefore, our study aimed to
assess the association between genetic variants of the complement pathway CFB R32Q
(rs641153), C3 R102G (rs2230199) and CFH (rs1410996) with AMD in a sample of the

Brazilian population, from the Southeast region.
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METHODS

Subjects

A case—control study was conducted, encompassing 484 patients with AMD and 479
patients without AMD, consectively selected at the Clinical Hospital of the University of
Campinas (UNICAMP), Campinas, Sdo Paulo, Brazil. The study adhered to the tenets of the
Declaration of Helsinki and was approved by the institution’s Ethics Committee. The written

informed consent was obtained from all participants.

The study subjects aged older than 50 years were classified according to the Clinical
Age-Related Maculopathy Grading System (CARMS) [32]. Affected individuals were
defined as those having AMD (CARMS stages 2-5) and were stratified in advanced AMD
with either geographic atrophy or neovascular disease (CARMS stages 4 and 5) and
wet/neovascular AMD (CARMS stage 5), while controls consisted of individuals without

AMD categorized as CARMS stage 1.

Clinical assessment of cases

All participants underwent a standard ophthalmic examination, including visual
acuity, refraction, biomicroscopy, and fundoscopy through a dilated pupil performed by a
retinal specialist. Subsequently, fluorescein angiography, indocyanine green angiography
(ICG) and optical coherence tomography (OCT) were performed and the diagnosis of AMD

was confirmed following CARMS criteria as well. Exclusion criteria were high myopia,
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angioid streaks, infective or inflammatory chorioretinal disease, trauma and suspected cases
of neovascularization from retinal angiomatous proliferation (RAP) or polipoidal choroidal

vasculopathy (PCV).

Genotyping

Genomic DNA was extracted from peripheral blood using QIAamp® DNA Blood
Midi Kit (Qiagen, Wertheim, Germany), according to the manufacturer’s instructions. The
quantification and purity of the DNA were measured using a Nanodrop 2000
spectrophotometer (260/280 absorbance) (Waltham, MA, USA). Genotyping was undertaken
by PCR and direct sequencing using custom-designed primers presented in Table 1. Primers
were selected based on the sequences of the specified genes available at

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/.

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using the R software (Foundation for Statistical
Computing, Vienna, Austria). Mann-Whitney nonparametric test and Fisher’s exact test were
used to compare age and gender distribution, respectively, between affected and not affected
cohorts. Chi-square statistics were employed to test Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) in
the studied groups. Associations and Odds Ratios (OR) estimates were modeled through

logistic regression models adjusted by age.

To evaluate the role of the genetic variants of the complement pathway in AMD

susceptibility, a general comparison (cases vs. controls) and comparisons after disease
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stratification in advanced AMD (advanced AMD vs. controls) and wet form (wet AMD vs.
controls) were performed considering all genotypes as independent co-variables in

comparison to the reference genotype.

To reduce the possibility of type I error due to multiple testing, an adjusted p-value for
Bonferroni correction was used in each comparison as a threshold to confirm statistical
significance (p = 0.05/9 = 0.0055; since we tested three dependent variables for three genetic

variants).
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RESULTS

This case-control association study comprised 484 AMD patients (54.96% females)
including 283 wet AMD (58,47%) and 335 advanced AMD (69,21%), and 479 healthy
individuals (53,65% females). No statistically significant difference was observed for gender
between cases and controls (p = 0.6843). The mean =+ standard deviation (SD) age was 73,05
+ 9,12 years for the AMD group and 66,07 £ 9,79 years in the control group (p < 0,0001). As
the difference in age distribution between the AMD group and controls was statistically
significant, age was adjusted as a common confounder in the analysis of the association

between SNPs and AMD.

The frequencies of genotype distributions of all studied samples were in Hardy-
Weinberg equilibrium (p > 0.05), with the exception of the control group for the rs2230199

variant in the C3 gene (p = 0.0116).

The genotype and allele frequencies of the genetic variants of CFB R32Q (rs641153),

C3 R102G (1s2230199) and CFH (rs1410996) are depicted in Table 2.

When evaluating cases versus controls, a significant association with AMD was
detected for SNP rs2230199 in the C3 gene for the comparison between CG versus CC
genotypes (p = 0.0002). However, our data did not show significant association with the risk
of AMD for the variants rs1410996 in the CFH gene and rs641153 in the CFB gene, after

Bonferroni correction (table 3).
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Regarding the comparison of advanced AMD versus controls, the analysis of
rs1410996 variant showed that carriers of the homozygous GG genotype had more than two-
fold increased risk of developing advanced AMD (p = 0.0036) compared to those carrying
the AA genotype. Similarly, the OR for the rs2230199 polymorphism for advanced AMD
was 2.3034 (p = 5.47°%) for heterozygous carriers (CG) compared to the CC genotype. In
contrast, the rs641153 variant showed a significant protective effect against advanced AMD

for the comparison between GA versus GG genotypes (p = 0.0019) (table 4).

The comparison of wet AMD and controls was statiscally significant for the SNP
rs1410996, showing that individuals carrying the GG genotype have more than two-fold
increased risk of developing wet AMD (p = 0.0039) compared to AA individuals. The same
pattern is observed for the comparisons of genotypes GG (OR = 3.0713; p = 0.0046) and CG
(OR = 2.2249; p = 0.0002) versus CC for the rs2230199 variant, conferring a higher risk of
developing this disease form. On the other hand, the rs641153 variant granted a significant
protective effect against wet AMD for carriers of the GA genotype compared to the GG

genotype (p = 0.0044) (table 5).
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DISCUSSION

AMD is a multifactorial disease, in which complement system plays a key role.
Previous studies in different ethnicities have shown that the genetic variants studied in this
pathway (rs1410996; rs2230199; rs641153) are associated with AMD. However, these
associations are not consistent and vary according to the geographic region and
environmental factors to which these populations are subjected. Considering the high
miscegenation content of the Brazilian population, this study evaluates the genetic profile of a
sample of AMD patients from the Southeast regarding three variants in genes from the

complement system.

Our data showed significant association of the risk of advanced and wet AMD with
the noncoding variant rs1410996 in the CFH gene. This study in a sample of the Brazilian
population demonstrated a higher risk of AMD with the G allele of rs1410996 in accordance
with findings in Caucasian [25], Japanese [33] and Chinese [34] populations. The comparison
of AMD cases and controls was not statistically significant, since we used an adjusted p-
value for Bonferroni correction, in order to reduce the possibility of type I error due to

multiple testing (p = 0.05/9).

When analyzing patients with wet AMD, the frequencies of the risk G allele were
65.71% in cases and 53.03% in the controls, similar to those reported in Japaneses (66.8% in
cases and 50.4% in controls) [33], Chineses (72% in cases and 55.6% in controls) [34] and
Caucasians (80.8% in cases and 57.1% in controls) [25]. Compared to individuals with the
AA genotype of rs1410996, individuals with the homozygous GG genotype had a 2.16-fold

increased risk of developing wet AMD, while in an Asian meta-analysis the OR was 2.49.
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The same was observed for the advanced form of the disease, in which GG individuals had a

2.12-fold increased risk compared to AA individuals, in our sample.

CFH inhibits the alternative complement cascade by regulating the spontaneous
activation and amplification of C3 cleavage and assisting in the degradation of C3 cleavage
products [23]. The mechanism of the relationship between AMD and the rs1410996 is
unclear. It is suggested that the variant modulates the risk of AMD by regulating the

expression of CFH, rather than disrupting the CFH protein function [24].

Despite the fact that the control group of the rs2230199 variant in the C3 gene was not
in Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) (p = 0.0116), our results were consistent with
previously published findings. Although statistical tests play a key role in identifying the
departures, when sample sizes are relatively large, significant departures from HWE can
occur having little biological importance. Therefore, departures can be ignored since the

downstream results are robust to the nature and magnitude of the deviations [35,36].

The prevalence and phenotypic spectrum of AMD vary among different ethnic groups
as well as allele and genotype distributions. Frequencies of the risk G allele of rs2230199
were 23.99% in AMD cases and 13.79% in controls in this Brazilian sample, while the
frequencies of the G allele were 25% to 31% in AMD patients and 19% to 21% in controls in
Caucasians [17,18,37]. However, this allele was absent in Japaneses and rare (< 1%) in
Chinese populations [38]. Therefore, the rs2230199 variant is not associated with AMD due

to its low frequency in Asians.
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Our results showed significant association between the rs2230199 SNP and AMD
susceptibility for the CG genotype compared to the CC genotype (OR = 2.01, p = 0.0002)
consistent with the meta-analysis conducted by Zhang [29] in 2015, in overall populations
(OR = 1.571, p = 0.000) and in the stratified analysis by ethnicity, as well as in Caucasians
(OR = 1.576, p = 0.000). There was also a significant positive correlation between the
152230199 variant and advanced AMD when comparing CG vs CC genotypes (OR = 2.3034;
p = 5.47e-05%), similar to another meta-analysis, also conducted by Zhang [39] in 2018, in
overall (OR = 1.53; p < 0.001) and in the Caucasian population (OR = 1.55; p < 0.001).
Significant associations with wet AMD were detected and were stronger than those observed
for advanced AMD susceptibility for GG (OR = 3.0713, p = 0.0046) and GC individuals (OR

=2.2249, p = 0.0002).

C3 is the central component of the complement activation cascade and initiates the
alternative complement pathway in order to form the membrane attack complex. Defective
alternative pathway regulation and genetic alterations in the C3 gene is associated with AMD,
increasing retinal cell damage and degeneration [27]. Variants in this gene, such as
1s2230199, can affect the expression level and binding affinity of complement factors to the

corresponding ligands [40].

Regarding the CFB polymorphism (rs641153), in the comparison of cases versus
controls, although there was a suggestive protection for GA individuals, this result did not
survive Bonferroni correction. We believe that this finding does not invalidate the protective
role of this variant described in literature [41-43], since Bonferroni’s correction may increase
the chance of type II error. Data from Caucasian, Asian and Indian populations describe a

significant protection for both GA and AA genotypes in general AMD risk.
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In this study, it was demonstrated a statistically significant protection of GA versus
GG genotype when evaluating advanced and wet AMD forms compared to controls, resulting
in a risk reduction of 56% and 54%, respectively. These results are in accordance with what
was described in literature, mainly in studies conducted in Caucasian populations [43,44].
Comparisons of AA versus GG genotype did not reach statistical significance in any of the
evaluations. The low frequency of homozygous AA in the studied sample may have limited
these associations, specially after disease stratification. Despite this, data in literature agree

that AA genotype is also protective for advanced AMD, with an OR of 0.27 [43].

The rs641153 variant of the CFB gene has a well-established protective role against
AMD, and our results also confirm this finding in the Brazilian population. A functional
study by Montes et al. [31] was performed to assess the biological role of the polymorphic
variant. The authors demostrated that CFB R32Q variant have lower hemolytic activity and
about 4 times less binding affinity for C3, with reduced formation of convertase following
plasma purification from AA homozygous individuals. Thus, the protective effect of CFB
R32Q would be a consequence of a lower potential for activation of the alternative
complement pathway, which is directly related to immune response in the pathophysiology of

AMD.

Despite the association observed, the studied group comprises a sample of patients
from the Southeast of Brazil. Due to the high ethnic heterogeneity observed in Brazil, the
evaluation of patients from other regions would strengthen the results. Besides that, the effect
of environmental factors, including smoking habits, were not assessed due to insufficient

data.
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In summary, our data suggest that the CFH noncoding variant rs1410996 and the the
C3 coding variant rs2230199 increase the risk of AMD in a sample of the Brazilian
population.
The rs1410996 variant showed a weaker risk association with AMD than that observed in
Caucasians, but similar to the Asian population. In contrast, the rs2230199 variant was
strongly associated with the disease, with more robust findings than those seen in Caucasians.
The rs641153 variant of CFB showed a protective effect comparable to results in Caucasians.
As a whole, our data support previous observations that genetic susceptibility to AMD varies

among different ethnicities.

Since this is the first analysis of these polymorphisms in a Brazilian cohort, studies
with a larger sample size are required to validate our findings. The identification of genetic
risk factors in various ethnic groups will lead to a better understanding of the pathogenesis of

AMD and subsequently will help to identify people at risk for the disease.
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Table 1. Primers used for PCR amplification and sequencing

Genes SNP Primer Sequence (5°-3)

CFH rs1410996 Forward: GGCACTGAGAAGCAAAGAAA
Reverse: CCTCCCGGTTAGTCATCAAA

C3 152230199 Forward: CACCTCGGAAGACCAAGAAT
Reverse: GTGGTTGACGGTGAAGATCC

CFB rs641153 Forward: CACTGAGCCAAGCAGACAAG

Reverse: ACACTCATTGCCCTCAAACC

SNP: Single nucleotide polymorphism



Table 2. Genotype and allele distributions of CFB R32Q (rs641153), C3 R102G (rs2230199)

and CFH (rs1410996) polymorphisms among the control group, AMD cases and after disease

stratification in advanced and wet AMD subgroups.

Genotypes Control n (%) AMD n (%)
Total Advanced Wet
CFH rs1410996: G>A

AA 86 (20.82) 55 (15.58) 34 (13.88) 29 (13.81)

AG 216 (52.30) 148 (41.93) 103 (42.04) 86 (40.95)

GG 111 (26.88) 150 (42.49) 108 (44.08) 95 (45.24)
A 388 (46.97) 258 (36.54) 171(34.90) 144 (34.29)
G 438 (53.03) 448 (63.46)  319(65.10) 276 (65.71)

C3rs2230199: C>G

CC 286 (75.86) 198 (61.11)  133(57.83) 115(58.37)

CG 78 (20.69) 103 (31.79) 78 (33.91) 64 (32.49)

GG 13 (3.45) 23 (8.1) 19 (8.26) 18 (9.14)
C 650 (82.21) 499 (77.01) 344 (74.78) 294 (74.62)
G 104 (13.79) 149 (23.99) 116(25.22) 100 (25.38)

CFB rs641153: G>A

GG 302 (76.26) 288 (85.46) 209 (88.56) 178 (88.12)

GA 88 (22.22) 47 (13.95) 26 (11.02) 23 (11.39)

AA 6(1.52) 2 (0.59) 1(0.42) 1(0.49)
G 692 (87.37) 623 (92.43) 444 (94.07) 379 (93.81)
A 100 (12.63) 51(7.57) 28 (5.93) 25 (6.19)
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Table 3. Comparisons of CFB R32Q (rs641153), C3 R102G (rs2230199) and CFH

(rs1410996) polymorphisms between AMD cases and controls through logistic regression

analysis adjusted by age.

Genotype OR 95%CI p value
CFH rs1410996

GG vs. AA 1.8198 1.1727-2.8383 0.0079

AG vs. AA 1.0463 0.6891-1.5960 0.8324
C3rs2230199

GG vs. CC 2.1162 1.0286-4.5236 0.0456

CGvs. CC 2.0107 1.3937-2.9148 0.0002*
CFB rs641153

AA vs. GG 0.3580 0.0458-1.8488 0.2563

GA vs. GG 0.5906 0.3831-0.9022 0.0157

* p value represents significance at o (0.05/9) = 0.0055.

OR: odds ratio; CI: confidence interval.
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Table 4. Comparisons of CFB R32Q (rs641153), C3 R102G (rs2230199) and CFH
(rs1410996) polymorphisms between Advanced AMD cases and Controls through logistic

regression analysis adjusted by age.

Genotype OR 95%CI p value
CFH rs1410996

GG vs. AA 2.1238 1.2860-3.5552 0.0036*

AG vs. AA 1.1236 0.6928-1.8464 0.6405
C3rs2230199

GG vs. CC 2.6753 1.2401-5.9333 0.0130

CGvs. CC 2.3034 1.5381-3.4635 5.47e-05*
CFB rs641153

AA vs. GG 0.2362 0.0108-1.8190 0.2330

GA vs. GG 0.4406 0.2585-0.7313 0.0019*

* p value represents significance at o (0.05/9) = 0.0055.
OR: odds ratio; CI: confidence interval.
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Table 5. Comparisons of CFB R32Q (rs641153), C3 R102G (rs2230199) and CFH
(rs1410996) polymorphisms between Wet AMD cases and Controls through logistic

regression analysis adjusted by age.

Genotype OR 95%CI p value
CFH rs1410996

GG vs. AA 2.16978 1.2904-3.7129 0.0039*

AG vs. AA 1.0865 0.6556-1.8314 0.7509
C3rs2230199

GG vs. CC 3.0713 1.4205-6.8128 0.0046*

CGvs. CC 2.2249 1.4605-3.3971 0.0002*
CFB rs641153

AA vs. GG 0.2752 0.0128-2.0542 0.2796

GA vs. GG 0.4601 0.2647-0.7746 0.0044*

* p value represents significance at a (0.05/9) = 0.0055.
OR: odds ratio; CI: confidence interval.



