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RESUMO

MUNIZ, Lana Sayuri Makita. Genética e epidemiologia da degeneracdo macular
relacionada a idade: avaliacdo da variante rs1143627(-31G> A) do gene IL1B e
analise do perfil epidemioldégico em amostras da populagéo brasileira de hospitais
terciarios. 2023. 130 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Médicas) — Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

A degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI) é a principal causa de
cegueira em individuos acima de 50 anos nos paises desenvolvidos. A doenca é
representada por uma maculopatia de causa multifatorial que envolve fatores
genéticos, ambientais e constitucionais ainda nao totalmente esclarecidos, associada
a um perfil inflamat6rio croénico de baixo grau caracterizado pela presenca de células
imunologicas e citocinas na retina e no humor vitreo. Atualmente, a associacao de
variantes genéticas com o aumento do risco e progressédo da doenca abre caminho
para o entendimento da fisiopatogenia da DMRI e para a possibilidade de terapias
individualizadas. O presente estudo apresentou dois objetivos. O primeiro foi avaliar a
associacao entre a DMRI e a presenca da variante genética rs1143627 (G>A) no gene
da interleucina 1, através de um estudo caso-controle, a partir da coleta sanguinea
de 397 pacientes com DMRI e 402 individuos sem a doenca, residentes nos estados
de Séo Paulo, Rio de Janeiro e Ceara. A genotipagem foi realizada pelo método de
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR) através de ensaios de
discriminagéo alélica com sondas TagMan®. N&o foi observada diferenca significativa
na comparacao entre os trés genotipos (p = 0,21), porém na presenca de uma ou duas
cOpias do alelo variante A (GA + AA) houve uma tendéncia ao aumento do risco para
a progressao da doenca (OR = 1,47, IC 95% 0,96 — 2,27, p = 0,07), assim como
evidenciou-se a maior frequéncia do alelo variante no grupo com DMRI neovascular
(OR = 1,23, IC 95% 0,96 — 1,56, p = 0,08). Além disso, o grupo do género feminino
apresentou significativamente maior frequéncia do alelo variante (OR = 1,46, IC 95%
1,12 — 191, p = 0,004). O segundo objetivo do estudo foi analisar o perfil
epidemioldgico e a avaliacao de progressao da doenca em 60 pacientes com DMRI
em um hospital universitario na cidade do Rio de Janeiro, a partir da realizacdo de
guestionario em forma de entrevista e exames oftalmologicos. Observou-se que o
aumento da idade e o tabagismo foram os fatores com associagédo estatisticamente
significativa para a progressao da DMRI.

Palavras—chave: DMRI. Degeneracdo macular relacionada a idade. Interleucina — 1j3.
rs1143627. Genética. Polimorfismo de nucleotideo Unico. Variante.

Citocinas.



ABSTRACT

MUNIZ, Lana Sayuri Makita. Genetics and epidemiology of age-related macular
degeneration: evaluation of the rs1143627(—-31G> A) variant of the IL18 gene and
analysis of the epidemiological profile in samples from the Brazilian population of
tertiary hospitals. 2023. 130 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Médicas) — Faculdade
de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2023.

Age-related macular degeneration (AMD) is the leading cause of blindness in
individuals over the age of 50 in developed countries. The disease is represented by a
maculopathy of multifactorial cause that involves genetic, environmental, and
constitutional factors not yet fully understood, associated with a chronic low-grade
inflammatory profile characterized by the presence of immune cells and cytokines in
the retina and vitreous humor. Currently, the association of genetic variants with
increased risk and progression of the disease paves the way for the understanding of
the pathophysiology of AMD and for the possibility of individualized therapies. The
present study had two objectives. The first was to evaluate the association between
AMD and the presence of the genetic variant rs1143627 (G>A) in the interleukin 18
gene, through a case-control study, from the blood collection of 397 patients with AMD
and 402 individuals without AMD disease, residing in the states of Sdo Paulo, Rio de
Janeiro and Ceara. Genotyping was performed using the real-time polymerase chain
reaction (RT-PCR) method and direct sequencing to confirm the data found. The
frequency of the variant allele (A) was approximately 61% in the studied sample, similar
to that described in European populations. No significant difference was observed
when comparing the three genotypes (p = 0.21), but in the presence of one or two
copies of the variant A allele (GA + AA) there was a tendency towards an increased
risk for disease progression (OR = 1.47, 95% CI 0.96 — 2.27, p = 0.07), as well as a
higher frequency of the variant allele in the group with neovascular AMD (OR = 1.23,
95% CI0.96 —1.56, p = 0.08). Furthermore, the female group had a significantly higher
frequency of the variant allele (OR =1.46, 95% CI 1.12 — 1.91, p = 0.004). The second
objective of the study was to analyze the epidemiological profile and the assessment
of disease progression in 60 patients with AMD at a university hospital in the city of Rio
de Janeiro, based on interviews and ophthalmological examinations. It was observed
that increasing age and smoking, risk factors well established in the literature for the
disease, were also the most significant for the evolution of AMD in the studied group.

Keywords: AMD. Age-related macular degeneration. Interleukin - 1B. rs1143627.

Genetics. Single nucleotide polymorphism. Variant. Cytokines.
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INTRODUCAO

A degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI) é uma doenca ocular
retiniana degenerativa relacionada a perda visual e ao comprometimento da qualidade
de vida de pessoas idosas. Sua fisiopatogenia € complexa e envolve fatores
genéticos, ambientais e constitucionais, associados ao aumento do estresse oxidativo
e de marcadores inflamatdrios na retina e no humor vitreo.

A pesquisa genética na DMRI é promissora, pois possibilita, além da
compreensao da fisiopatologia da doenca, a descoberta de uma possivel terapéutica
individualizada. Alteracdes e variantes genéticas sao descritas em proteinas da via do
complemento e sao fortemente associadas com a DMRI, como ocorre com o CFH,
Fator H do sistema complemento (1,2).

A retina de pacientes com DMRI apresenta um status inflamatério crénico de
baixo grau com a presenca de citocinas, proteinas de sinalizacdo e ativacdo do
sistema imune (3). A interleucina 1- B (IL-1pB), objeto do presente estudo, € uma
citocina regulatéria chave para a ativacao do sistema imune inato (4). A sua proteina
conversora, o inflamassoma NLRP3, é regulada positivamente em resposta a
componentes drusenoides e ao dano oxidativo nas células do epitélio pigmentado da
retina (EPR) levando a expressao de IL-1 3 na retina (5,6).

Assim, os objetivos desse trabalho foram avaliar a relagdo de uma variante
genética presente no gene IL—18 como fator de risco para a DMRI e realizar uma
analise do perfil epidemiolégico dos pacientes com a doenca atendidos em um
hospital universitario.

N&o h& pesquisas semelhantes na populacdo brasileira, sendo o presente
estudo importante por revelar a prevaléncia da variante rs1143627 em uma amostra
dessa populacdo. A analise do perfil epidemiologico € uma ferramenta importante
capaz de auxiliar no entendimento dos fatores de risco de uma doenca, que podem
variar de acordo com as condi¢cdes ambientais de diferentes regides demograficas e
culturais. Os impactos socioecondmicos e biopsicossociais causados pela DMRI
mostram a importancia do entendimento completo de sua fisiopatogenia e a

prevencao da perda visual irreversivel na populacgéo idosa.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 A Degeneracdo Macular Relacionada a Idade

A DMRI é uma doenca ocular degenerativa que acomete a macula, area da
retina responsavel pela visédo central, percepcao de cores e detalhamento visual, em
individuos acima de 50 anos de idade (7). Caracteriza-se por ser uma das principais
causas de cegueira legal nos paises desenvolvidos, principalmente em pessoas acima
de 60 anos de idade, sendo responsavel por aproximadamente 8,7% dos casos de
cegueira no mundo (8). Em estagios avancados, a DMRI leva a uma perda da visédo
central causada pelo dano irreversivel dos fotorreceptores e das células do EPR. Em
sua fisiopatologia, apresenta fatores multifatoriais complexos com aspectos genéticos,
biolégicos e ambientais capazes de influenciar o desenvolvimento e a progressao das
alteracdes degenerativas na macula. Sua fisiopatogenia ndo € totalmente

compreendida e seu tratamento ainda € limitado (9).

1.1.1 Epidemiologia

A DMRI é a principal responséavel pela cegueira legal em individuos idosos nos
paises desenvolvidos (8,10) e é a terceira causa de cegueira no mundo, a seguir da
catarata e do glaucoma (11). Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), acima de 82% de pessoas com cegueira no mundo tém 50 anos de idade ou
mais, faixa etaria que representa 19% da populacdo mundial (10).

Devido ao aumento da expectativa de vida, € esperado que a quantidade de
individuos no planeta alcance 8,6 bilhbes até 2030, sendo a maior parte desse
crescimento prevista para os paises em desenvolvimento. Assim, em relacdo a DMRI,
a estimativa é de que 288 milhdes de individuos sejam acometidos com a doenca no
ano de 2040 (1,2).
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Em relacdo ao Brasil, nota-se uma transformacao do perfil estrutural etario de
sua populacdo. No comeco da década de 1960, iniciou-se lentamente o declinio dos
niveis de fecundidade no pais, acentuando-se na década seguinte. Esse fato fez com
que as taxas de crescimento subsequentes caissem progressivamente (12). Na Figura
1, observa-se que o perfil da piramide etaria da populacdo brasileira vem
apresentando, gradativamente, reducao de sua base e alargamento de seu apice, em
decorréncia do envelhecimento da populagéo. A projecao do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) da piramide etéaria brasileira para o ano de 2050 revela
uma mudanca significativa do perfil etario da populacdo em 40 anos (13) e, dessa
maneira, sera possivel observar o aumento da incidéncia e prevaléncia das doencas

degenerativas no Brasil como a DMRI.

Figura 1 — PirAmide etéaria da populacao brasileira em 2010 e sua projecdo para 2050
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Fonte: Pagina virtual do IBGE — Projecéo da populagéo (13).

Dessa forma, a projecéo para a populacao idosa (acima de 60 anos), ho ano
de 2030, € de 43,2 milhdes de individuos e vai superar pela primeira vez 0 nimero de
criangas e adolescentes de 0 a 14 anos (42,3 milhdes), sendo um dos paises com as
maiores taxas de crescimento da populacdo idosa do mundo. Antes de 2050, os
idosos no Brasil ja serdo um grupo maior do que a parcela da populacdo com idade
entre 40 e 59 anos (10).
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Poucos estudos epidemiologicos sobre a DMRI foram realizados no Brasil.
Destacam-se estudos que avaliaram a prevaléncia de idosos com a doenca em
diferentes cidades brasileiras (14-16), bem como pesquisas que analisaram a
qualidade de vida ou os fatores ambientais relacionados a DMRI (17,18). Em Minas
Gerais, o perfil das caracteristicas da neovascularizacdo associada a doenca também
foi descrita (19).

Previsdes apontam que em 2030 havera aproximadamente 887.776 pessoas
com DMRI no Brasil e, atualmente, estima-se que a patologia seja responsavel por
4% de todas as causas de cegueira no pais (10).

A degeneracdo macular € uma doenca retiniana potencialmente capaz de
causar sequelas visuais irreversiveis caso o tratamento precoce néo seja realizado.
Por isso, 0 acesso da populacdo idosa ao atendimento oftalmoldgico de forma rapida
e eficaz é de extrema importancia, o que torna a DMRI um importante desafio
socioeconémico para o sistema de saude brasileiro (20,21).

Ademais, a baixa visual no individuo idoso impacta diretamente em suas
atividades diarias e provoca a perda de sua autonomia e independéncia, com reducao
de sua qualidade de vida. Logo, a ansiedade e a depressao sdo condicfes frequentes
nos pacientes com DMRI no Brasil (17,22). Um estudo longitudinal realizado pela
Universidade de Sdo Paulo em pacientes com baixa visual observou que as doencas
retinianas, dentre elas a DMRI mesmo em estdgios inciais, provocaram mais
depressao e ansiedade do que o glaucoma, outra causa de perda visual irreversivel
(23). Dessa forma, a identificacéo e o tratamento precoces da DMRI sao fundamentais

tanto por fatores socioeconémicos quanto biopsicossociais.

1.1.2 Fisiopatologia

A DMRI é uma complexa doenga multifatorial, progressiva, relacionada com
fatores genéticos, ambientais e constitucionais ainda nao totalmente esclarecidos. O
estresse oxidativo e a inflamacéo crénica sédo pontos importantes a ser considerados
na fisiopatologia da doenca (24).

As principais estruturas envolvidas na degeneracdo macular sdo o epitélio

pigmentado da retina, a membrana de Bruch e a coroide, com o0 acometimento
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secundario dos fotorreceptores. O EPR € composto por uma Unica camada de células
e apresenta um papel significativo na patogénese da DMRI (25,26). Essas células séo
responsaveis, entre outras funcdes, pela fagocitose dos segmentos externos dos
fotorreceptores em um processo denominado heterofagia, realizado para a
“reciclagem” da molécula 11-cis-retinal do ciclo visual. Naturalmente, com o aumento
da idade, a heterofagia é reduzida significativamente e a lipofuscina, um lipidio gerado
pela peroxidacdo dos fotorreceptores nesse processo, € acumulado nos lisossomos
do EPR (28). Esse acumulo intracelular de lipofuscina ocorre fisiologicamente com a
senescéncia, sendo um processo caracteristico de células pos-mitéticas, ou seja, sem
capacidade regenerativa, como o EPR, células nervosas e miocardicas. Seu acumulo
em excesso, entretanto, esta descrito nas doencas de Alzheimer e Parkinson, assim
como na DMRI, e é prejudicial visto que a lipofuscina uma molécula oxidativa (28).

O EPR é particularmente susceptivel ao dano oxidativo, ja que suas células,
extremamente ativas metabolicamente, sdo expostas, durante toda a vida do
individuo, a fatores oxidativos importantes, como espécies reativas de oxigénio
(EROS), que séo produtos da fototransducgéo, e a moléculas fotossensiveis oxidativas
como a lipofuscina. Entretanto, com o envelhecimento do organismo, surgem, em
adicdo, deficiéncias acumuladas no sistema de reparo do DNA (acido
desoxirribonucleico) e reducdo da defesa antioxidante, que, em conjunto, aumentam
0 estresse oxidativo retiniano (29).

A autofagia é outra atividade celular relevante na DMRI. Ela € caracterizada
pela renovacdo e reutilizacdo de material celular desaproveitado, como proteinas
agregadas e organelas celulares disfuncionais, através dos lisossomos. Na DMRI, o
processo de autofagia encontra-se reduzido. Fisiologicamente, a autofagia deve
aumentar com a senescéncia, ja que a sua principal funcéo € reduzir o dano causado
pelo estresse oxidativo e envelhecimento celular. Portanto, € uma atividade que
promove a sobrevivéncia da célula por mais tempo, a partir da circulacao de nutrientes
provenientes do reaproveitamento de seus proprios componentes moleculares
(6,30,31). Porém, na degeneracédo macular, observa-se que o acumulo excessivo de
lipofuscina no EPR prejudica a autofagia por bloquear a fungdo das enzimas
lisossomais, ocasionando, dessa maneira, 0 aumento das espécies reativas de
oxigénio, da oxidacao de proteinas e da formacao adicional de lipofuscina, gerando

um ciclo de dano celular que se retroalimenta. O acumulo do cation lipofilico N-retinil-
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N-retinilideno etanolamina (A2E), principal residuo fluoréforo da lipofuscina néo
degradavel, por exemplo, demonstrou interferir com a funcéo celular do EPR através
da inibicdo da bomba de prétons lisossomal (32,33). Dessa forma, a reducdo da
autofagia na DMRI é mais um fator relacionado ao incremento do dano oxidativo
celular no EPR e a inflamacéo tecidual retiniana (30).

Portanto, um dos pilares da fisiopatologia da DMRI envolve o aumento do dano
oxidativo da retina. O incremento excessivo do estresse oxidativo causa uma resposta
inflamatdria anormal na matriz extracelular entre a membrana de Bruch e coroide e
altera a difusdo de nutrientes para a retina, com estimulo a neovascularizacdo da
coroide e/ou atrofia do EPR, dos fotorreceptores e da coriocapilar. O conjunto de
alteracdes que ocorre na DMRI é consequéncia de multiplos fatores genéticos e
ambientais associados, capazes de modular a resposta retiniana e a apresentacao
fenotipica da doenca (34).

Ademais, sabe-se que existe na degeneracdo macular uma resposta
inflamatoria de baixo grau. Por isso, também é possivel que haja a desregulacdo de
mecanismos parainflamatoérios, ou seja, respostas intermediarias, entre 0s estados
basal e intenso, que provocam uma reacdo inflamatdria de baixa intensidade, reflexa
ao estresse tecidual retiniano. Essa desregulagéo da funcao parainflamatoria também
estaria envolvida, como citado, com causas genéticas, envelhecimento e a exposi¢ao
a fatores desencadeantes (35).

A caracteristica fenotipica da degeneracdo macular relacionada a idade é a
presenca de drusas, material amorfo extracelular, de cor branco-amarelada, que sao
depositadas entre o EPR e a membrana de Bruch. As células do EPR séo a origem
dos numerosos componentes encontrados nas drusas que incluem: lipidios,
lipoproteinas, granulos de melanina e lipofuscina, proteina -amiloide, apolipoproteina
E, clusterina, albumina sérica, cristalina, inibidor tecidual de metaloproteinase 3
(TIMP-3) e outros produtos gerados pela oxidacdo. Aléem disso, podem estar
presentes fatores relacionados a inflamacdo como componentes do complemento,
imunoglobulinas, moléculas HLA (antigeno leucocitario humano), proteinas de fase
aguda como vitronectina, fibrinogénio, antiquimotripsina-a1 e pentraxinas. Os
componentes drusenoides sao potencialmente prejudiciais, pois sdo capazes de ativar
as vias inflamatorias, tanto pelas vias tradicionais quanto por sistemas de sinalizacéo

através do NF- kB (fator nuclear kappa B) e inflamassomas. Células do sistema imune
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como macrofagos, células gigantes multinucleadas, fibroblastos, mastécitos e células
dendriticas também s&o evidenciadas nas drusas, o que indica a inflamac¢do como um
componente presente nas fases iniciais da DMRI (11,26,34,36).

Ainda ndo é bem compreendida a exata relacao de causa-efeito entre as drusas
com o dano oxidativo, a desregulacdo celular e o componente inflamatério. E de
conhecimento que 0s processos que contribuem para a formacéo desses depdsitos

subrretinianos sao:

a) A ineficiéncia do metabolismo do EPR e a incapacidade de degradacéo de
substratos, com acumulo de debris extracelulares (drusas), somadas as

alteracdes fisiologicas do aumento da idade e causas genéticas;

b) O acumulo de radicais livres, 0 aumento do dano oxidativo e a disfuncdo do
EPR e da coriocapilar, que podem ser causados por fatores externos como

tabagismo;

c) Ainflamacéo cronica local, devido a alteracao do sistema complemento (que
pode apresentar irregularidade de sua funcédo por mutacfes genéticas) e de
células da microglia no sitio de acumulo desses depdsitos. Além disso, as
drusas contém lipidios, que sdo facilmente oxidados e contribuem para o
incremento do estresse oxidativo e da liberacédo de citocinas, aumentando
o carater inflamatério da lesdo. A inflamacdo cronica potencializa as
anormalidades na membrana de Bruch e na matriz extracelular,

aumentando cada vez mais o acumulo de drusas (34,37).
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Figura 2 — Material drusenoide entre o EPR e a membrana de Bruch

em foto de microscopia de iluminag&o estruturada.
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Legenda: (Photoreceptors) Fotorreceptores. (RPE) Epitélio pigmentado
da retina). (MLF) Melanolipofuscina. (LF) Llipofuscina. (Druse)
drusa. (BM) Membrana de Bruch. (Blood vessels) Veias
sanguineas — coriocapilar.

Fonte: Rossberger S, 2013 (38).

Outro fator interessante na fisiopatologia da DMRI é o microambiente de hipdxia
gerado pelo acumulo de drusas entre o0 EPR e a membrana de Bruch que, de forma
adicional, incrementa a progressiva disfuncéo das células do EPR. Ocorre, assim, um
processo ciclico de hipoxia e formacgao de novos depésitos drusenoides, com reducao
da passagem de nutrientes da coriocapilar para o EPR. Esse processo é parte do
estimulo para a formacédo de neovascularizacdo de coroide, fase avancada da DMRI
(37).

O aumento da idade também parece estar associado ao espessamento das
camadas colagenas da membrana de Bruch com presenca de -calcificacéo,
degeneracgéo de elastina e acumulo de lipidios e proteinas na membrana, que levam
a reducéao do suporte metabolico para os fotorreceptores. Assim, a formacgéo de uma
barreira hidrofébica na membrana de Bruch parece dificultar a passagem de fluidos e
nutrientes entre a coroide e a retina externa, ampliando o dano celular e o acumulo
das drusas (39,40).
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Por fim, a disfuncdo mitocondrial, alteracdo celular importante e também
bastante descrita na fisiopatologia da DMRI, esta associada a producdo excessiva de
espécies reativas de oxigénio na célula do EPR (41). O DNA mitocondrial (mtDNA) é
mais susceptivel ao dano oxidativo do que o DNA intranuclear, pois ndo é protegido
por histonas ou outras proteinas, possui menos regides de intros e mais regifes
transcricionais, o que o torna mais vulneravel ao dano em regides codificadoras, além
de possuir um menor sistema de reparo, em relagédo ao DNA nuclear. A presenca de
mutacdes genéticas no mtDNA estd associada aos distlrbios na cadeia respiratoria
celular e a perda do controle da producéo de EROs (29,30,41).

De maneira geral, algumas condicdes se destacam na fisiopatologia complexa
da DMRI (37):

— Alteracg@es celulares e genéticas;

— Estresse oxidativo excessivo;

— Desregulagédo dos mecanismos antioxidantes;
— Inflamacéo;

— Mudltiplos fatores ambientais desencadeantes;

— Possivel alteracdo no metabolismo lipidico.

Dessa forma, a degeneracdo macular relacionada a idade revela-se como uma
doenca de patologia complexa e multifatorial, em que o processo degenerativo €
estimulado por fatores ambientais e constitucionais, como a exposicdo e a
susceptibilidade aos fatores oxidantes, as deficiéncias fisiolégicas do envelhecimento
e a presenca de alteracBes genéticas potencialmente capazes de criar um ambiente
inflamatério crénico retiniano associado ao aumento do estresse celular.

Nesse processo fisiopatogénico, evidencia-se a disfuncdo e a atrofia das
células do EPR, com presenca de marcadores inflamatoérios, morte de fotorreceptores

e estimulos neovasculares na coroide.

1.1.3 Apresentacao fenotipica e classificacdo da DMRI
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As drusas sdo a principal manifestacdo do processo natural do envelhecimento
retiniano e os principais marcadores fenotipicos da DMRI, a depender da sua
quantidade, tamanho, formato, distribuicdo e aspectos morfologicos. Os depdsitos
drusenoides podem ser divididos pelo tamanho de seu didametro como pequenas (<
63 um), meédias (>63 pm e <125 u) e grandes (>125 um) e morfologicamente se
apresentar como drusas isoladas, drusas calcificadas, pseudodrusas reticulares e
drusas cuticulares (42).

A DMRI do tipo seca representa 90% dos casos de DMRI (40). Em suas fases
iniciais, é caracterizada por drusas e alteracdes pigmentares na retina. A hiper e a
hipopigmentacdo sédo ocasionadas por modificacdes nas células do EPR e sao
marcadores de progressao para as formas avancadas da doenga, que ocorrem em
aproximadamente 20 a 30% dos casos (40,43). A progressdo da DMRI seca €
representada pela forma atrofica da doenca, com morte das células do EPR e dos
fotorreceptores em uma lesdo retiniana denominada atrofia geografica (AG),
responsavel por cerca de um terco dos casos de DMRI avancada (40,42,43) (Figura
3).

Uma segunda forma de apresentacdo fenotipica da DMRI em seu estagio
avancado é a DMRI neovascular, também denominada como Umida ou exsudativa,
gue ocorre nos dois tercos restantes dos casos de DMRI tardia, ou seja, em
aproximadamente 10 a 20% do total de casos de DMRI (43). E caracterizada pela
presenca de membrana neovascular de coroide (MNVC), alteracao vascular que pode
provocar o extravasamento de liquido e/ou sangue para o espaco subrretiniano e,
posteriormente, evoluir para a cicatriz disciforme, uma lesédo cicatricial fibrotica
macular permanente (Figura 4). A forma neovascular € responsavel por 90% da perda
visual severa causada pela degeneracdo macular (9,40) e embora sejam
fenotipicamente distintas, a atrofia geografica e a membrana neovascular podem estar
sobrepostas em um mesmo olho (32). O risco anual para o surgimento de
neovascularizacao de coroide no olho contralateral apos o desenvolvimento de DMRI
exsudativa em um olho é de 15% (10).
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Figura 3 — DMRI seca e diferentes apresentacdes fenotipicas.

Legenda: (A) drusas maculares em pequena quantidade. (B) drusas difusas na regiao
macular. (C) Atrofia geogréafica na mécula.
Fonte:  Banco pessoal da autora.

Figura 4 — DMRI neovascular em avaliacdo de imagem multimodal.

Legenda: (A) DMRI exsudativa com presenga de membrana neovascular de coroide
observada em retinografia colorida. (B) Tomografia de coeréncia 6ptica (OCT)
spectral-domain. (C) Angiografia por tomografia de coeréncia Optica, evidenciada
pela seta amarelada.

Fonte: Mitchell P, 2018 (44).

O aspecto fenotipico das drusas é um sinal importante para a avaliacao do risco
de progressao da DMRI (42). As drusas calcificadas indicam a regressao drusenoide
que, eventualmente, pode levar a atrofia do EPR e & evolugdo da doenca para a atrofia
geografica. Pacientes com drusas calcificadas tém uma probabilidade de 26% de
evolucdo para AG em 5 anos (42).

Ja as pseudodrusas reticulares estéo localizadas entre o EPR e a camada de
fotorreceptores e estdo associadas com um indice de progressdo da DMRI em 2 anos

de 15,3% para a forma atrofica e 31% para a neovascular, independentemente do
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estagio da doenca. Além disso, as pseudodrusas isoladas sdo associadas a DMRI
neovascular enquanto as pseudodrusas confluentes, a DMRI atrofica (42).

Por fim, as drusas cuticulares estéo localizadas entre o EPR e a membrana de
Bruch, apresentam o aspecto fenotipico de “dente de serra” e formato esferoide ou
triangular no OCT. Estudos genéticos mostram que as drusas cuticulares estédo
associadas a variantes do gene CFH e os indices de progressédo encontrados na
presenca dessas drusas foram de 25,0% a 28,4% para a forma atrofica e 8,7% a
12,5% para a neovascular em 5 anos (42).

O diagnostico da DMRI é clinico, porém alguns exames complementares como
o OCT, angiografia fluoresceinica e autofluorescéncia auxiliam no diagndstico,
classificacdo e monitorizagdo de progressao, além de serem (teis no
acompanhamento da resposta terapéutica na DMRI neovascular.

As classificacOes utilizadas para a DMRI, em sua maioria, baseiam-se na
guantidade e tamanho das drusas, alteracGes pigmentares retinianas, areas de atrofia
de fotorreceptores e do EPR e na presenca de neovascularizacao de coroide, seja por
sua visibilizacdo direta ou por sinais indiretos, como a hemorragia ou liquido
subrretiniano. Algumas classificacdes utilizadas para a DMRI sdo a Wisconsin Age-
Related Maculopathy Grading System (45) e a International Classification System (46),
além da proposta pelo estudo AREDS (Age-Related Eye Disease Study, em inglés)
(47). Os pacientes do presente estudo foram classificados de acordo com sistema
CARMS (Clinical Age-Related Maculopathy Staging System, em inglés) (48), sugerido
como um sistema simples e reprodutivel de classificacdo da DMRI, apresentado no
Quadro 1.

O sistema CARMS consiste em uma escala com cinco gradua¢des baseadas
na avaliacao clinica fundoscépica em lampada de fenda e em fotografias de fundo de
olho para analisar uma area retiniana demarcada por um circulo de aproximadamente
6.000 um de diametro (cerca de quatro vezes o diametro do disco éptico) centrado na
févea. De acordo com o sistema CARMS, o grau 1 representa os pacientes sem DMRI,
engquanto o grau 2 associa-se a DMRI inicial e requer mais de 10 drusas pequenas,
ou até 15 drusas de tamanho intermediario ou anormalidades pigmentares associadas
a DMRI. O grau 3 requer a presenca de, no minimo, 15 drusas intermediarias ou uma
drusa grande, associadas ou ndo ao descolamento drusenoide do EPR. A presenca

de atrofia geografica envolvendo a regiao central da macula ou atrofia geografica nao
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central, com pelo menos 350 um de extenséo, define o grau 4 da doenca. O grau 5 é
caracterizado pela presenca de DMRI do tipo exsudativo, incluindo descolamento do
epitélio pigmentado ndo drusenoide, descolamento de retina hemorragico ou seroso,
cicatriz retiniana consistente com tratamento prévio de DMRI, MNVC com hemorragia
subretiniana e cicatriz disciforme. O CARMS é um sistema de classificacéo validado,
tanto para a pratica clinica quanto para uso em protocolos de pesquisa clinica (48).
Ao contrario da classificacdo do estudo AREDS, o sistema CARMS separa, em
diferentes estagios, as duas formas avancadas da doenca, a atrofia geografica e a
neovascularizacao da coroide, em graus 4 e 5, respectivamente. Além disso, classifica
qualquer atrofia geografica como estagio 4, independentemente de envolver ou ndo o

centro macular.

Quadro 1 — O sistema CARMS (Clinical Age-Related Maculopathy Staging System Clinical).

Grau de maculopatia Achados clinicos
Sem drusas ou < 10 drusas pequenas, sem anormalidades
! pigmentares
Aproximadamente = 10 drusas pequenas ou < 15 drusas
intermedidrias, ou anormalidades pigmentares associadas a DMRI
2 a. Drusas

b. AlteracBes no EPR (hipo ou hiperpigmentacéo)

c. Ambos, drusas e alteracdes no EPR

Aproximadamente = 15 drusas intermediarias ou alguma drusa grande
3 a. Sem DEP drusenoide
b. DEP drusenoide

Atrofia geogréfica com envolvimento do centro da mécula, ou atrofia

4 geografica ndo central a pelo menos 350 um de tamanho
DMRI exsudativa, incluindo DEP n&o drusenoide, seroso ou
hemorragico. MNVC com hemorragia ou fibrose sub-EPR ou
5 subretiniana, ou cicatriz relacionada com tratamento de DMRI.

a. DEP seroso, sem MNVC
b. MNVC ou cicatriz disciforme

Legenda: Drusa pequena: < 63 pm de didmetro localizada dentro de 2 didmetros de disco (DD) da
févea; drusa intermediaria: = 63 ym, porém < 125 um, localizada dentro de 2 DD da fovea;
drusa grande: = 125 uym de diametro localizada dentro de 2 DD da févea; Descolamento
do epitélio pigmentado da retina (DEP) drusenoide: drusas moles confluentes = 500um de
tamanho.

Fonte: Seddon, 2006. (48)
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1.2 Os fatores de risco e a DMRI

As varidveis ambientais e/ou constitucionais, modificaveis ou n&o, s&o
potenciais desencadeadores para o desenvolvimento de doencas em pacientes
geneticamente predispostos. Na DMRI, os principais fatores de risco relacionados
diretamente com a incidéncia e a progressao da doenca sao, até o momento, a idade
avancgada, o tabagismo, a histéria familiar positiva e a facectomia (40).

O envelhecimento € o principal fator de risco ndo modificavel, ja que a DMRI é
infrequente em pessoas abaixo de 50 anos (40) e a sua prevaléncia aumenta
consistentemente conforme o incremento da idade em todos 0s grupos étnicos nas
diferentes regides geograficas (8).

Ja o tabagismo € o principal fator de risco modificavel e influencia tanto a
incidéncia quanto a progresséo da doenca, seja para a forma neovascular ou para a
forma atréfica (40,42,43). O risco em pacientes tabagistas é duas a quatro vezes maior
em relacé&o a pacientes ndo tabagistas da mesma idade. O ato de fumar promove o
aumento do dano oxidativo, interfere na angiogénese e na circulacao coroidiana, além
de ativar fatores pro-inflamatorios retinianos (49).

Outro fator de risco consideravelmente associado € a histéria familiar positiva.
Os fatores hereditarios (genéticos) parecem explicar de 46% a 71% da variacao na
severidade geral da doenca, enquanto exposi¢cdes ambientais seriam responsaveis
por 19% a 37% (50).

A cirurgia de catarata € uma condicdo diretamente relacionada com a
progressado da DMRI, particularmente para o tipo neovascular, ja que durante e apés
0 processo cirdrgico ocorre o0 aumento de reacdes inflamatdrias oculares. Ha, ainda,
a hipétese do aumento da exposicao retiniana aos raios ultravioletas com incremento
do dano oxidativo apds a retirada do cristalino (42,43).

Em relagdo a etnia, estudos multiétnicos revelam diferentes prevaléncias de
DMRI, porém a maioria mostra o aumento das formas avancadas em pacientes de
etnia branca em relacdo a pacientes de etnia preta, o que também pode ser
influenciado por questdes genéticas, culturais e alimentares (51). A incidéncia maior

de DMRI em individuos brancos € justificada pela reducdo de melanina nas células do
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EPR e coroide, uma proteina que atua protegendo o0 organismo da radiacao
ultravioleta e evita a formacao excessiva de radicais livres, inclusive na retina (51).

N&o h& uma relacdo bem estabelecida, at¢é o momento, de um género
especifico como fator de risco para a degeneracdo macular (40,52), apesar do sexo
feminino ser mais citado. As causas poderiam ser explicadas pela maior expectativa
de vida das mulheres e pela presenca do hormoénio estrogénio, que possui
propriedades antioxidantes (42).

Além disso, a ingesta de vitaminas antioxidantes € conhecidamente relacionada
a um efeito protetor retiniano, ja que é capaz de prevenir e retardar a progressao da
DMRI (47). A suplementacédo de vitaminas antioxidantes em altas doses de zinco,
acido ascorbico, cobre, vitamina E, luteina e zeaxantina, como apresentado pelo
estudo AREDS 2, é associada a reducao em aproximadamente 10% da progressao
da DMRI (44).

As diversas alteracfes encontradas no metabolismo lipidico também tém sido
intensamente estudadas. Ressalta-se que as drusas, principais marcadores
fenotipicos da doenca, sdo compostas por pelo menos 40% de lipidios (53-55). Pode-
se observar associacdo da DMRI com o aumento de HDL—colesterol (HDL-C) sérico
e com a reducdao de triglicerideos, colesterol total e LDL séricos (56). Destaca-se que
a molécula de HDL—-C é relacionada ao transporte reverso de colesterol, processo
associado a regressao plaquetaria e ao aumento da funcdo endotelial, com funcdes
antioxidantes, anti-inflamatérias e antiplaquetarias, que reduzem o risco de
aterosclerose. Entretanto, parece haver uma associacdo positiva da DMRI com o
incremento dos niveis de HDL-C. Esse efeito adverso pode ser justificado por uma
disfuncdo da molécula de HDL-C causada a partir da exposicdo aumentada a
espécies reativas de oxigénio na regido macular que a convertem em uma molécula
pré-inflamatéria e pro-oxidante (56). Além disso, interessante notar que fracdes da
molécula de HDL-C estimulam e carreiam componentes do sistema complemento
como o CFH, proteina associada ao aumento do risco para a DMRI (42,53). A relacéo
do metabolismo lipidico com a degeneracdo macular é promissora e necessita de mais
estudos.

J4& a obesidade, condicdo sisttmica associada ao aumento da
morbimortalidade pelo aumento do status pro-inflamatério no organismo €, no

momento, um fator de risco de fraca a moderada associacdo com a DMRI (40,57—
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59). Similarmente, sabe-se que a realizacao de atividade fisica regular é associada
com a diminuicdo da obesidade e com os niveis inflamatorios sistémicos, além de
aumentar a atividade de enzimas antioxidantes. Porém, a quantificacdo do tempo e
da intensidade do tipo de atividade fisica a ser realizada para classificar a variavel
como fator de protecdo para a DMRI é de dificil determinacdo e a influéncia da
atividade fisica na progressdo da DMRI ainda é incerta (42).

Outro fator importante relacionado ao dano oxidativo é a exposicao retiniana
aos raios ultravioletas (UV) provenientes da luz solar. Como exemplo, pode-se
observar aumento da incidéncia de DMRI em olhos afécicos, justificado pela auséncia
da protecéo natural do cristalino aos raios UV (60). Além disso, acredita-se que iris de
cores mais claras aumentam a exposicdo da retina aos raios solares (42,43).
Entretanto, assim como ocorre com a estimativa da atividade fisica, a quantidade total
de luz solar recebida por cada individuo € de dificil determinacdo e questdes
individuais podem interferir nessa avaliacdo como, por exemplo, a memoéria e a
percepc¢éao individual do tempo de exposicdo durante a vida. O uso de objetos de
protecdo, como chapéus e Oculos escuros, além da exposi¢do solar por trabalhos
ocupacionais realizados em ambientes externos, também podem influenciar de
alguma forma a quantidade total de luz solar recebida (42).

A hipertenséo arterial sisttmica (HAS) parece contribuir com a fisiopatogenia
da DMRI, principalmente com a forma neovascular e é considerada um fator de risco
de moderada associacdo. J4 o diabetes mellitus (DM) possui, até entdo, fraca
associacdo como fator de risco, porém, ressalta-se que muitos pacientes séo
excluidos dos estudos por serem portadores de retinopatia diabética, condicdo que
poderia prejudicar a avaliacdo da relacdo do DM com a degeneracdo macular
(40,42,43,59,60).

A hipétese da rigidez escleral como fator de risco considera a fisiopatogenia
isquémica do complexo coroide-EPR no desenvolvimento de DMRI. Essa hip6tese
sugere que, com o envelhecimento, ocorre aumento da rigidez escleral e,
consequentemente, incremento da resisténcia ao retorno venoso coroidal com
reducdo da perfusdo sanguinea do EPR. Essa ndo seria uma hipotese exclusiva para
a patogenia da doenca, mas coexistente aos demais processos fisiopatogénicos
relacionados a DMRI (61,62), sendo necessario mais estudos para sustentar essa

teoria.
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Outros fatores de risco aventados com a DMRI séo a ingesta de alcool, que
ainda apresenta uma associacdo incerta; a hipermetropia com a reducdo do
comprimento axial, relacionados principalmente a forma inicial da doenca (51,63,64);
e 0s baixos niveis educacionais, o que poderia ser justificado por piores condi¢cdes
socioeconémicas com limitacdo do acesso ao oftalmologista, além da menor
compreensao de assuntos médicos e menos importancia individual no cuidado com a
saude (51,65,66).

Ademais, o aumento da exposi¢cdo dos olhos a luz azul proveniente de telas de
computadores e celulares, atualmente, € um motivo recente de preocupacao para o
surgimento de maculopatias. Esse tipo de exposicdo promoveria disfuncéo
mitocondrial e reducdo da viabilidade celular, causando o aumento da producao de
radicais livres e do dano oxidativo na retina. Porém ainda s&o necessarias mais
evidéncias para a luz azul das telas ser considerada um fator de risco para retinopatias
(67).

Por fim, alguns elementos séricos sao também pesquisados como possiveis
biomarcadores de risco para a DMRI. Como exemplo, cita-se 0 aumento sérico de
citocinas, de proteinas do sistema complemento, anticorpos, proteina C reativa,

apolipoproteinas, VEGF, homocisteina, metaloproteinases, dentre outros (54,55).

1.2.1 Fatores de risco genéticos

Dois genomas humanos, se comparados lado a lado, ser&o 99,9% idénticos.
Entretanto, no DNA humano com 3,2 bilhdes de pares de base, cada pessoa abriga
cerca de 3,2 milhdes de diferencas em seu genoma diploide (68). A maioria das
diferencas € devida a substituicdo entre bases nitrogenadas (adenina, citosina, timina
e guanina) em um nucleotideo, alteracdo denominada “Polimorfismo de Nucleotideo
Unico” (ou SNP — single nucleotide polymorphism, em inglés), ou ainda “variante”, uma

denominac&o mais recente. O SNP se apresenta como exemplificado a seguir:

DNA do individuo 1: ...ATTCGAA...
DNA do individuo 2: ...ATTTGAA...



33

Para a troca da base nitrogenada ser considerada uma variante, € necessario
gue ela esteja presente em, pelo menos, 1% da populacdo estudada (69). Embora a
maioria das variantes genéticas ndo tenha consequéncias biolégicas, uma pequena
parcela dessas substituicbes apresenta significado funcional e sao capazes de
contribuir para a diversidade encontrada entre os seres humanos (68). Isso ocorre
porque os SNPs, na maior parte das vezes, estdo localizados em espacos
intergénicos, sem funcao determinada; entretanto, se estiverem presentes em regides
codificadoras ou com funcao regulatéria no DNA, alteram a cadeia de aminoacidos e
a sua respectiva proteina sintetizada (70). Assim, a posicao e a frequéncia da variante
sdo importantes, principalmente na susceptibilidade do individuo a doencas ou
mesmo em relagdo a eficacia e reacdo a drogas (71).

Dessa maneira, quando a presenca de alelos variantes esta associada ao risco
de uma doenca, sugere-se fortemente que esse gene estd implicado na fisiologia
dessa condicdo. Logo, surge a possibilidade de farmacoterapias individualizadas para
determinada alteracao génica, de forma a bloquear ou mimetizar a a¢ao do gene (72).
Além disso, ressalta-se que algumas variantes podem ter efeito apenas quando
associadas a outros alelos de risco (24).

O GWAS (Genome Wide Association Studies, em inglés) ou Estudo de
Associacdo Genbmica Ampla é uma ferramenta usada para detectar associacdes
entre variacdes presentes no DNA humano e uma determinada caracteristica de
interesse (fendtipo). Ele atua através da coleta de informacdes a partir de estudos
genéticos realizados, com insercdo dos resultados obtidos pelos pesquisadores em
um banco de dados de associacdes. Assim, € possivel inferir se h4 uma possivel
relacdo causal entre a frequéncia de variantes encontradas e individuos com
determinada caracteristica fenotipica de interesse (73,74).

As alteracdes genéticas descritas na DMRI também estdo no GWAS. Diversas
variantes estdo sendo associadas a doenca, com modificacées descritas nos genes
expressos nas células do EPR, da membrana de Bruch e da matriz extracelular, além
de alteracdes em genes relacionados a proteinas do sistema imune (como o sistema
complemento), do metabolismo lipidico, dentre outros (24).

As principais variantes associadas com a DMRI até o momento séo o SNP
rs1061170 (Y402H) presente no gene CFH, fator H da via do sistema complemento e

0 rs10490924, presente no gene ARMS2. Essas variantes aumentam o risco para o
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desenvolvimento de DMRI, principalmente quando associadas (75,76). Além disso, a
presenca de neovascularizacdo e a resisténcia a tratamentos antiangiogénicos, na
presenca dessas variantes, também é observada (54,77). Destaca-se que, segundo o
GWAS, aproximadamente 50% da hereditariedade na DMRI pode estar associada a
variante Y402H do gene CFH (78).

Outras variantes relatadas na DMRI estdo presentes nos genes C3, C4 e C5,
CFHR1/CFHR3, C2/CFB, proteinas do sistema complemento, VEGF e VEGFR-2,
relacionadas ao processo neovascular (34,54,74) e ABCA1, APOE, CETP e LIPC,
ligados ao metabolismo lipidico (53,55,56). Ressalta-se que a variante presente no
gene HTRA-1, cuja proteina atua na degradacdo de proteoglicanos da matriz
extracelular, aumentou em 2,5 vezes o risco para DMRI na populagdo brasileira (76).

Os denominados haplogrupos mitocondriais sdo combina¢bes de variantes
presentes no DNA mitocondrial (41). A mitocdndria € uma organela intracelular que
possui seu proprio DNA, de heranca exclusivamente materna. Desse modo, as
diversas populacbes apresentam seu proprio DNA mitocondrial. Por exemplo, a
populacdo africana, a americana e a europeia possuem seus proprios DNAs
mitocondriais e, respectivamente, suas proprias variantes ou haplogrupos. Assim, 0s
individuos dessas comunidades apresentam, em suas mitocondrias, propriedades
bioenergéticas e respostas ao estresse oxidativo de maneira distinta entre eles. Como
a mitocéndria € uma organela que costuma apresentar anormalidades estruturais em
seu DNA em razdo dos niveis elevados de produtos oxidativos, seus genes séo

amplamente pesquisados na DMRI (79,80).

1.3 A ativacdao inflamatéria na DMRI

A degeneracdo macular € uma condicdo ocular caracterizada pela presenca de
um perfil inflamatorio crénico de baixo grau (35). A inflamacgéo, de maneira geral, é a
primeira resposta aos agentes infeciosos, como bactérias, virus e fungos, assim como
aos componentes estéreis externos irritantes ao organismo. O processo inflamatoério
tem como objetivo proteger e manter a homeostase do tecido acometido, removendo

a injuria causada pelo agente agressor (81). Na retina, as células inflamatodrias séo
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compostas pela microglia, de forma semelhante aos macréfagos teciduais e a
micréglia do sistema nervoso central. Localizam-se proximas dos vasos sanguineos,
nas camadas internas da retina neural, e representam o sistema imune inato na retina
(78). As células do EPR sé&o as responsaveis pela regulacédo da resposta imune celular
no tecido retiniano e a sua disfuncdo, como ocorre na DMRI, € possivelmente o
principal motivador da estimulacéo da resposta inflamatoria local (82).

Ha dois tipos principais de macréfagos no organismo: os M1 (classicamente
ativados) e M2 (alternativamente ativados). Os macrofagos M1 sao pré-inflamatorios,
microbicidas e antitumorais. Os macréfagos M2 séo anti-inflamatérios, pro-tumorais,
imunoregulatdrios e pré-angiogénicos. Em olhos com DMRI, é descrito um fendmeno
de polarizacdo celular, com uma marcante diferenca da populacdo de macrofagos
presente em olhos saudaveis e nos olhos com a doenca (27).

Os macréfagos M1 estimulam a resposta Thl (células T auxiliares 1) com
secrecao de citocinas pro-inflamatorias como IL-1pB, IL—6, and TNF—a. Em contraste,
macrofagos M2 relacionam-se a agdo de células Th2 (células T auxiliares 2),
responsaveis pelo reparo tecidual, com estimulo a fibrose e a neovascularizagéao.
Entretanto, devido a sua plasticidade, os macréfagos podem alterar o seu fenétipo a
partir de mudancas em seu microambiente, como aumento de radicais livres ou por
predisposicdes genéticas do individuo (83). Olhos de pacientes com atrofia
geogréafica, por exemplo, apresentam niveis elevados de macrofagos M1 em relacéo
a olhos com DMRI exsudativa. Dessa maneira, o perfil da polarizacdo dos macréfagos
retinianos pode ter papel importante na patogénese da DMRI, sendo capaz de
influenciar a progresséo fenotipica doenca (83).

Nas células do sistema imune inato, principalmente nos fagocitos
mononucleares (que sdo as células da microglia, os mondcitos e os macréfagos), o
reconhecimento de patdgenos e toxinas € realizado através do Receptor de
Reconhecimento de Padrées (PRR ou Pattern Recognition Receptor, em inglés). Os
PRRs sao responsaveis pela ativagéo celular, regulacdo do processo de apoptose,
reparo do DNA, autofagia e angiogénese. Fazem parte dos PRRs os complexos
multiproteicos conhecidos como inflamassomas, responsaveis, entre outras fungoes,
pela ativacdo das citocinas pro-inflamatorias (27,81). Os inflamassomas sao
complexos multiproteicos intracelulares que atuam como plataformas moleculares e

sao constituidos por trés proteinas: uma proteina central NLR (nod-like receptor, em
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inglés), uma proteina adaptadora ASC (apoptosis speck-like protein, em inglés) e
enzimas da familia cisteina-aspartato proteases (caspases). A diferenciacdo na
proteina central NLR dos inflamassomas é o que distingue seus diferentes tipos. Eles
atuam em resposta a uma variedade de estimulos como os radicais livres, 0s
denominados padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPSs) e os padrdes

moleculares associados a danos (DAMPs), como mostrado na Figura 5 (84).

Figura 5 — Ativadores do inflamassoma NLRP3.
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Fonte: Adaptado de Paiva-Oliveira, 2012 (85) e Davis, 2011 (86).

O NLRP3 é um dos inflamassomas mais estudados, sendo também conhecido
como criopirina, NALP3 ou CIAS1 (84). A ativacdo de sua proteina NLR leva ao
recrutamento da ASC para conversao da pré-caspase—1 em caspase—1, a qual realiza
a clivagem e a ativagédo proteolitica das citocinas pro-IL-18 e pré-IL-18 em suas
formas ativas, IL-13 e IL-18 (6,85).

A ativacdo do inflamassoma NLRP3 pode ocorrer de varias maneiras, incluindo
a participacédo de receptores TLR (receptores do tipo Toll) ou de receptores de
sinalizagdo purinérgicos, esses ultimos ativados por ATP (trifosfato de adenosina)

extracelular em situacdes de morte celular (4). Geralmente, o estimulo ocorre através
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do fator nuclear kappa B (NF— kB), que causa a regulacao positiva de NLRP3 e IL-1[3
tanto nos macréfagos e células dendriticas, quanto nas células do EPR (11,87),

conforme observado na Figura 6.

Figura 6 — Modelo de ativacdo do inflamassoma NLRP3.
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Fonte:  Gao J, 2015. (11)

Dessa forma, o inflamassoma NLRP3, que também esta presente nas células
do epitélio pigmentado da retina, foi associado pela primeira vez com a DMRI em
2012, através de quatro estudos independentes (6). A ativacdo do NLRP3 com
aumento de IL-1B foi observada a partir da exposicdo das células do EPR ao
estresse oxidativo, a componentes drusenoides, como o A2E, principal fluoréforo da
lipofuscina, a proteina B-amiloide (AB), além de proteinas do sistema complemento
(5,11,88,89). O aumento dos niveis de RNA mensageiro de NLRP3, pro-IL—13 e pro-
IL-18 também foi observado em amostras retinianas contendo células do EPR e

fotorreceptores de pacientes com DMRI (5).
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A ativacdo do NLRP3 é considerada um sensor do estresse celular no EPR,

~

ja que ela ocorre em resposta ao aumento das espécies reativas de oxigénio, a
disfuncdo mitocondrial, & ruptura lisossomal e aos processos relacionados a
disfuncgéo celular, como autofagia e apoptose (90,91). A sua ativacao pode, inclusive,
causar a propria morte celular pelo estimulo & apoptose, piroptose e necrose,
fendmenos motivados principalmente pela IL-1( (87,92).

Assim, os inflamassomas sao descritos na fisiopatogenia de doencas
inflamatorias, autoimunes e canceres, sendo o NLRP3 referido em patologias como a
doenca de Alzheimer e aterosclerose (81). Além da DMRI, outras doencas oculares
como glaucoma, retinopatia diabética, olho seco e infeccbes oculares também
apresentam a ativagéo de inflamassomas (84).

As citocinas sdo proteinas soluveis, de baixo peso molecular, produzidas
geralmente em resposta a um estimulo antigénico no organismo e atuam como
mensageiras quimicas para a atuacdo e regulacdo do sistema imune inato e
adaptativo (93). Sdo denominadas monocinas quando sintetizadas por fagécitos
mononucleares e linfocinas quando produzidas por linfécitos. Historicamente,
algumas citocinas foram denominadas interleucinas (IL) por serem produzidas por
leucdcitos e, apesar de estudos posteriores mostrarem que as interleucinas podem
atuar e ser produzidas por outras células, a nomenclatura foi mantida por questées de
padronizacdo. Ja as quimiocinas sao as citocinas capazes de realizar a quimiotaxia
de leucdcitos e outras células inflamatdérias (93).

Sobre a familia de citocinas, a familia IL—1 é a mais relacionada com a resposta
do sistema imune inato, sendo constituida por citocinas pré e anti-inflamatorias
essenciais na mediacao da fase aguda da inflamacéo e na inducao de respostas locais
e sistémicas (94). E composta por onze membros associados & cascata da inflamac&o
e a resisténcia nao-especifica a infeccdes, assim como ao desenvolvimento da
resposta imune a antigenos externos (92).

A familia IL-1 é subdivida em trés grupos: a subfamilia IL-1, IL-18 e IL-36. A
subfamilia IL—1 € composta pela IL-1a, IL-18 (forma predominante) e seu antagonista
natural, o IL-1 Ra (receptor antagonista da IL—1) (4). O gene IL—1 possui 7 éxons e
codifica a proteina precursora pro-IL-18 com 35 kDa e 269 aminoacidos que, ap6s
clivagem pelo inflamassoma NLRP3, se torna IL-1(3 ativa, com 17 kDa. Tanto a IL-1a

quanto a IL-1B exercem sua atividade por ligagdo e sinalizagdo através do seu
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receptor de IL-1 tipo | (IL—1RI), que é expresso por quase todos os tipos de células.
A IL-1B é o membro da familia IL—1 mais estudado em funcédo de seu papel central
nas doencas inflamatorias autoimunes (4,92,95).

A IL-1 é fortemente expressa por mondcitos, macréfagos teciduais e células
dendriticas, mas também € produzida por linfocitos B, células natural killers e células
epiteliais (87). Ja a IL-1B é um dos primeiros mediadores inflamatdrios a serem
liberados pelo sistema imune inato, atuando inclusive na liberagdo de outras citocinas
e moléculas mediadoras da cascata inflamatéria. Além disso, realiza a expressao de
moléculas de adesao e integrinas dos leucdcitos e de células endoteliais para permitir
a infiltrac&o celular do sistema imune nos tecidos, causando o aumento da inflamacéo
local e a obtencéo do reparo tecidual (3). Os macrofagos e as células dendriticas néo
estdo normalmente presentes na retina, mas sim no tecido coroidiano. Nas patologias
em que ha a quebra da barreira hematorretiniana, essas células sdo recrutadas da
coroide ou da circulacao sistémica para a retina (78).

A ativacao e secrecdo de IL-1 é descrita em ambas as formas de DMRI, seca
e neovascular. Tanto em amostras retinianas de pacientes que apresentavam DMRI,
guanto em estudos in vitro, observa-se o0 incremento da expressao de IL-1B pelas
células do EPR, assim como o aumento dos niveis dessa citocina no humor aquoso e
no humor vitreo (4). Ressalta-se que os estudos com células do EPR in vitro utilizam
células ARPE-19, cultivadas por 3 a 4 meses até apresentarem morfologia e
expressdo de RNA (&cido ribonucleico) mensageiro para genes do ciclo visual, criando
dessa forma um sistema modelo para estudo das células do epitélio pigmentado da
retina (4,96).

Outras condi¢Bes oculares como edema macular diabético, descolamento de
retina, oclusdo vascular, glaucoma, retinite pigmentosa, retinopatia diabética
proliferativa e retinopatia da prematuridade também evidenciam aumento de IL—1(3 (4).
Além disso, produtos celulares derivados do declinio do processo de autofagia, como
ocorre na DMRI, sdo acumulados nas células do EPR e relacionam-se a presenca de
macrofagos e secrecédo de IL-13 por essas células (31). A IL-18 é uma citocina
também ativada pelo inflamassoma NLRP3 e é descrita, assim como a IL-1 B, nos
processos de neovascularizacao retinianos (4).

Destaca-se que algumas doencas autoinflamatorias sistémicas, como as

Sindromes Periodicas Associadas a Criopirina (CAPS, em inglés), originadas pela



40

exacerbacdo da producdo de IL-1B por defeito genético do inflamassoma NLRP3,
apresentam também acometimento ocular, como conjuntivite (97).

Por fim, as variantes presentes nos genes das interleucinas s&o associadas
também ao aumento do risco da DMRI, como a IL- 8 +781 T>C, IL-4 -590, IL-17A
rs2275913 G>A e IL-17 A rs3748067 C>T, dentre outras (98-101). As pesquisas que
envolvem as variantes genéticas das citocinas na DMRI buscam colaborar com o
compreendimento do complexo perfil inflamatério presente na doenca. Abaixo, no
Quadro 2, estdo descritos alguns genes associados com a DMRI, segundo GWAS,

especificamente relacionados a via inflamatoria.

Quadro 2 — Genes associados a DMRI envolvidos na via inflamatéria.

Gene Locus Funcéo
IL-1 2q14 Citocina
IL-6 7p15.3 Citocina
IL-8 4q12-q13 Quimiocina
CCL3 17911.2-q12 Quimiocina
CCL4 17q911.2-g12 Quimiocina
CCR3 3p21.3 Receptor de quimiocina
CFH 1931 Fator H do Complemento
c2 6p21.33 Componente 2 do Complemento
CFB 6p21.33 Fator B do Complemento
C3 19p13.3-p13.2 Componente 3 do Complemento
(01°] 5p13.1 Componente 9 do Complemento
CF1 4925 Fator 1 do Complemento
ARMS2 10026.16 Possivel i?]:cil\(/’j‘?ﬁg%gzsmoléculas pro-
NLRP3 1944 Inflamassoma

Fonte: Cascella, 2014 (81).

Uma variante genética encontrada no gene IL-718 é a rs1143627 (ou também
denominada —31G>A), caracterizada pela troca da base nitrogenada guanina (G) por
uma base adenina (A) e presente na posicdo 2ql4. A variante situa-se regiao
promotora —31 do gene, sendo, portanto, potencialmente capaz de afetar a
transcricdo, expressividade e efeito funcional da molécula de interleucina sintetizada.

Esse, portanto, é um estudo do gene candidato IL-78 e a sua variante rs1143627
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como possivel fator de risco, a partir do perfil inflamatorio presente na fisiopatogenia
da DMRI.

Ha poucos relatos de pesquisas com as variantes do gene da interleucina 18 e
a doenca. A variante rs1143627, a mesma do presente estudo, foi estudada por
Shecvhenko et al na populacao russa (102), enquanto outra variante dessa citocina,
a IL—1p —511 (rs16944), foi estudada em Taiwan (99). Dessa maneira, 0 presente
estudo analisa a frequéncia da variante genética rs1143627 do gene IL-718 na
populacdo brasileira, com amostras sanguineas coletadas de pacientes de trés
diferentes Estados, e espera contribuir para a compreensao da acao dessa variante

génica, assim do papel das citocinas na fisiopatologia da DMRI.



42

2 OBJETIVOS

— Avaliar a frequéncia da variante rs1143627 do gene IL—7 e sua associagao
com o risco de desenvolvimento da degeneracdo macular relacionada a idade em uma

amostra da populacao brasileira;

— Analisar o perfil epidemiolégico e os fatores de risco presentes em pacientes
com DMRI atendidos no ambulatorio do setor de Retina de um Hospital Universitario

do municipio do Rio de Janeiro.
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3 METODOLOGIA

3.1 Tipos de estudo

3.1.1 Avaliacdo da variante rs1143627 no gene IL—-18

Um estudo caso-controle foi realizado com 397 pacientes com DMRI e 402
individuos sem DMRI para a pesquisa da variante rs1143627 do gene IL-18, através
de amostragem por conveniéncia.

A andlise foi realizada com amostras de sangue periférico obtidas a partir do
Departamento de Oftalmologia da Faculdade de Ciéncias Médicas (Hospital das
Clinicas) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), em Campinas, Sao
Paulo, e do Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE) da Universidade do Rio de
Janeiro (UERJ), na cidade do Rio de Janeiro. O material biologico foi armazenado no
Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) da UNICAMP.

A casuistica foi alcancada da seguinte maneira:

— 334 amostras para o0 grupo caso obtidas pelo Departamento de Oftalmologia
do Hospital das Clinicas da UNICAMP (amostras do Estado de Séao Paulo e Ceard);
— 63 amostras para o0 grupo caso coletadas no HUPE/UERJ;

— 402 amostras para o grupo controle obtidas pelo HC/UNICAMP.

3.1.2 Avaliacao do perfil epidemiolégico de pacientes com DMRI

Um segundo estudo, transversal, foi realizado com 60 pacientes portadores de
DMRI, acompanhados no ambulatério de Retina do setor de Oftalmologia do HUPE
(amostragem por conveniéncia). Esses pacientes forneceram a amostra sanguinea

para a analise genética da variante rs1143627 e, concomitantemente, foram
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submetidos a exames oftalmologicos e a um questionario em forma de entrevista
(anexo A) para a identificacédo de seu perfil epidemioldgico e principais fatores de risco

relacionados a doenca.

3.2 Critérios de inclusao

3.2.1 Critérios de inclusdo — Grupo caso

— Individuos com 50 anos ou mais;

— Portadores de DMRI tanto na fase seca ou Umida;

— Ser capaz de aderir a todos os procedimentos do estudo;
— Fornecer o consentimento livre e esclarecido por escrito;

— Apresentar DMRI de acordo com o sistema CARMS.

3.2.2 Critérios de inclusdo — Grupo controle

— Individuos com idade acima de 50 anos;
— Auséncia de qualquer evidéncia de DMRI, como drusas ou alteracdes do epitélio

pigmentado da retina.

3.3 Critérios de exclusdo — Grupos Caso e Controle

— Presenca de anormalidades oftalmologicas que impecam a avaliagcdo retiniana
adequada, incluindo opacidade de meios significativa e dilatagéo pupilar insuficiente
com inviabilidade da visibilizagdo para fundoscopia e aquisicao das imagens;

— Presenca de patologias oculares como glaucoma avancado, glaucoma de angulo

estreito, ocluséo vascular retiniana, membrana epirretiniana, alta miopia (equivalente
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esférico maior do que -6 dioptrias), vasculopatia polipoidal de coroide, estrias
angioides, doenca coriorretiniana infecciosa e/ou inflamatoéria, trauma, doencas
coriorretinianas hereditarias, inflamacdo intraocular ou infeccdo periocular,
descolamento de retina prévio e outras condicdes com probabilidade de afetar
significativamente a acuidade visual e o exame fundoscoépico durante o periodo do
estudo;

— Pacientes com histéria familiar de cegueira foram excluidos do grupo controle.

3.4 Aspectos éticos

Este estudo foi submetido & apreciacdo da Comissédo de Etica do Hospital
Universitario Pedro Ernesto e aprovado, sob o Protocolo de Pesquisa 2.531.431
(Anexo B). Os pacientes selecionados para o estudo receberam explicagédo completa,
pormenorizada e em linguagem acessivel sobre a natureza da pesquisa, seus
objetivos, métodos e beneficios previstos, podendo ou ndo aceitar participar da
mesma, sem constrangimento ou modificacdo em sua assisténcia médica. Nao houve
necessidade de mudanca da rotina ou dnus para 0s pacientes.

Todos os pacientes receberam explicacbes sobre a pesquisa, bem como
quanto a coleta e armazenamento do material biol6gico, firmando sua participacdo
voluntéria por meio de assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Apéndice A). Nas coletas de sangue, foi retirada quantidade de 5 ml ndo prejudicial
a saude do paciente. O material biol6gico coletado foi enviado e armazenado no
CBMEG/UNICAMP e utilizado exclusivamente para a finalidade prevista nesta
pesquisa. A identidade de todos os pacientes foi mantida em sigilo. Foram respeitados
os principios enunciados no Codigo de Etica Médica e na Declaracéo de Helsinque.
Todos os sujeitos da pesquisa puderam retirar seu consentimento, em qualquer fase

do estudo, sem penalizacédo alguma e sem prejuizo ao seu atendimento médico.
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3.5 Procedimentos

3.5.1 Genotipagem da variante rs1143627

A andlise da variante genética rs1143627 do gene IL-18 foi realizada no
Laboratorio de Genética Humana do CBMEG da UNICAMP. O DNA gendmico foi
extraido de amostras de sangue periférico pelo método de fenol-cloroférmio. A
genotipagem das 799 amostras foi realizada por PCR (reacdo em cadeia da
polimerase) em tempo real através de ensaios de discriminacéo alélica com sondas
TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA), ID:C__ 1839944 10. Essa técnica
utiliza sondas com fluoroforos especificos (VIC ou FAM) que discriminam os alelos
por meio do monitoramento Optico da fluorescéncia emitida durante a reacéo de PCR
através da ligacao da sonda especifica a fita recém-sintetizada de DNA.

O volume final de reacao consistiu em 5,0 ul, sendo 2,5 pl do reagente TagMan
Genotyping Master Mix 2X (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) (que contém todos
0s reagentes necessarios para a PCR, tais como dNTP’s, MgCI2, tamp&o e AmpliTaq
gold), 1,0 pl de amostra de DNA (contendo 50 ng/uL) e 1,5 ul do mix das sondas (5X).
As reacdes foram preparadas em placas de 96 pocos seladas com adesivo éptico.

As reacdes de PCR foram conduzidas no equipamento ABI 7500 Real-Time
PCR System® (Applied Biosystems, Foster City, CA). O protocolo de amplificacdo
ocorreu da seguinte forma: ativacao da polimerase a 95°C por 10 min, seguida de 40
ciclos de desnaturacéo a 95°C por 15 segundos e anelamento e extensdo a 60°C por
1 minuto. As reacdes foram interpretadas no programa StepOne® V2.3 software
(Applied Biosystems, Foster City, CA) através de graficos de fluorescéncia versus o
namero de ciclos. Uma vez que o sequenciamento direto € o padrdo-ouro para a
genotipagem, apés o ensaio com sondas TaqMan®, 10% das amostras foram
submetidas ao sequenciamento direto para confirmacao. Foi realizado o método de
Sanger com o BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit v3.1VR (Applied Biosystems
Inc., Foster City, CA) e a eletroforese realizada no equipamento ABI Prism 3130 DNA
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA). Os primers utilizados para o PCR e/ou
sequenciamento foram sense 5’-TAG GAG AGC TGG AGC AGA GG -3’ e antisense
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5- TTG CTA CTC CTT GCC CTT CC -3. As sequéncias provenientes do
sequenciador foram analisadas com o programa FinchTV 1.5.0 (Geospiza, Seattle,
WA).

Como a variante rs1143627 é caracterizada pela troca da base nitrogenada
guanina (G) por uma base adenina (A), a presenca do alelo A significa que ocorreu a
variacdo no gene. Logo, quando a variante ndo ocorre, encontramos o alelo G, a base
nitrogenada original do DNA que € denominada como “selvagem”. Os seres humanos
séo seres diploides e apresentam dois cromossomos de cada par em seu cariétipo,
um de origem materna e outro de origem paterna. Dessa forma, se o individuo
apresentar o alelo G (selvagem) nos seus dois cromossomos, dizemos que ele é
homozigoto GG, assim como serd homozigoto AA se houver a presenca apenas do
alelo variante. Por fim, se ele apresentar apenas um alelo variante A ele seréa

heterozigoto GA, como observado na Figura 7.

Figura 7 — Diferenca entre homozigose e heterozigose.

HOMOGIZOSE HETEROGIZOSE

CROMOSSOMO DE
ORIGEM PATERNA

CROMOSSOMO DE CROMOSSOMO DE
ORIGEM PATERNA ORIGEM MATERNA

CROMOSSOMO DE
ORIGEM MATERNA

Alelo G Alelo G AleloG Alelo A

Dessa maneira, a Figura 8 apresenta a genotipagem por sondas TagMan® em
trés pacientes diferentes. Nesse método, sdo utilizadas duas sondas (ou primers) com
a sequéncia do fragmento alvo de DNA (como descrito anteriormente) onde encontra-

se a alteracdo genética que se deseja estudar. Cada uma das duas sonda é especifica
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para a presenca de um alelo, ou para o selvagem G ou para o alelo variante A. A
sonda marcada com o fluoroforo VIC se ligara a sequéncia de DNA que contém o alelo
selvagem G e sua fluorescéncia é representada pela linha verde no grafico. J4 a sonda
que contém o fluoréforo FAM se liga na fita de DNA que apresenta o alelo variante A
e é representada pela linha azul. Dessa forma, se o individuo for homozigético GG
ocorrera a fluorescéncia apenas da sonda VIC (verde), como o primeiro quadro da
esquerda; se o individuo for homozigético AA, apenas a fluorescéncia do fluoréforo
FAM (azul) serd observada, como no quadro ao centro, e, por fim, se o individuo for
heterozigoto GA o aumento das duas fluorescéncias sera detectada no grafico, como

no quadro a direita.
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Figura 8 — Resultados da genotipagem da variante rs1143627 através de sondas TagMan®.
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Legenda: Resultado da genotipagem de trés individuos com genétipos distintos. O primeiro, a esquerda, apresenta genétipo homozigoto GG com
amplificagcdo detectada somente para o fluoréforo VIC (linha verde); ao centro, o individuo € homozigoto AA e possui amplificagdo somente
do fluoréforo FAM (linha azul); e a direita, o gendtipo encontrado € de uma pessoa heterozigota GA com amplificagdo detectada para

ambos os fluoréforos, VIC e FAM (linhas verde e azul com elevagéo simultaneamente no grafico).
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3.5.2 Avaliacdo do perfil epidemiolégico dos pacientes com DMRI

Nesse estudo, 60 pacientes portadores de DMRI do departamento de
Oftalmologia do Hospital Universitario Pedro Ernesto foram examinados e
entrevistados.

A DMRI foi classificada de acordo com o sistema CARMS, a partir da
observacdo fundoscopica e retinogréfica. Os estadgios 2 e 3 do CARMS foram
classificados como “DMRI inicial” e os estagios 4 e 5 como “DMRI avancada’.
Pacientes com atrofia geografica em um olho e neovascularizacdo no outro foram
classificados como portadores de DMRI neovascular (estagio 5).

O olho com a classificacdo CARMS mais avancada de cada paciente foi
considerada para analise estatistica. Nas situacfes em que o CARMS foi semelhante
em ambos os olhos, considerou-se como o pior olho aguele que apresentava a pior
acuidade visual; e quando a visdo era a mesma em ambos os olhos, adotou-se por
convencao a selecédo do olho direito.

Os caélculos de analise da progressao da doenca para as variaveis “facectomia
prévia”, “paquimetria ocular” e “erros refrativos” foram realizados considerando os dois
olhos.

Na classificagdo quanto ao tipo de DMRI, o estudo dividiu o grupo nos
portadores de DMRI seca e DMRI neovascular.

A acuidade visual foi convertida para a escala logMAR (103) e os erros
refrativos foram considerados no estudo quando maiores ou iguais a 1 Dioptria. Para
a definicAo de baixa visual, foi considerada como deficiéncia visual moderada a
acuidade visual pior que 20/60, porém igual ou melhor a 20/200, com a melhor
correcao visual disponivel. A deficiéncia visual grave foi definida como acuidade visual
pior que 20/200, porém melhor que 20/400, ou campo visual menor que 20°. Ja a
cegueira foi definida como acuidade visual pior que 20/400 ou campo visual menor
que 10° (10,104).

Os pacientes foram submetidos ao exame oftalmolégico com avaliacdo da
acuidade visual com e sem correcdo optica e, ap0s a dilatacao pupilar com colirios de
tropicamida a 1% e fenilefrina a 10%, foram realizados 0s seguintes exames

oftalmoldgicos: biomicroscopia, tonometria e fundoscopia na lampada de fenda com
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lente positiva de 90 Dioptrias, retinografia e autofluorescéncia (Topcon TRC-50DX
Retinal Camera®, Topcon Corporation, Tokyo, Japdo), paquimetria éptica (Tomey
EM-3000®, Tomey Corporation, Aichi, Japdo) e tomografia de coeréncia optica
(Spectralis® Spectral Domain OCT, Heidelberg Engeneering, Heidelberg, Germany).

3.5.2.1 Questionario

ApOs a execucao dos exames oftalmoldgicos, os pacientes responderam a uma
entrevista realizada com um questionario estruturado, de traducdo ndo validada,
utilizado nas pesquisas em DMRI pela especialista Dra. Johanna M. Seddon (66,105)
e reproduzido pelo CBMEG/UNICAMP (anexo A).

Os dados que serdo apresentados nesse trabalho foram categorizados e

divididos da seguinte forma:

a) Género: Masculino e feminino;

b) Etnia (autodeclarada): Dividida para analises em trés categorias (“branca”,
“parda” e “preta”) ou em duas categorias (“branca” e “parda/preta”).

c) Carga tabagica: Calculada em macos-ano, ou seja, 0 numero de cigarros
fumados por dia dividido por 20 e o resultado multiplicado pelos anos de tabagismo;

d) Tabagismo: nao/sim (dividido para analises em trés categorias (“Nao-
tabagista”, “Tabagista ativo” e “Ex-tabagista”) ou em duas categorias (“Nao-tabagista”
e “Tabagista”));

A classificacao de “Tabagista ativo” envolve aqueles que tenham fumado pelo
menos 1 cigarro por dia por 6 meses ou mais, enquanto a classificacdo de “Ex-
tabagista” caracteriza aqueles que tenham parado de fumar ha mais de 6 meses. Na
divisdo binaria, a classificagdo “Tabagista” envolve os tabagistas ativos e o0s ex-
tabagistas.

e) indice de massa corporal (IMC): A divisdo pelo IMC foi baseada de acordo
com as Diretrizes Brasileiras de Obesidade e a OMS (106) que classificam em
“Eutrofia” o IMC entre 18,5 — 24,9 kg/m?, “Sobrepeso” o IMC entre 25,0 — 29,9 kg/m?,
“Obesidade grau I” o IMC entre 30 — 34,9 kg/m? e “Obesidade grau II” o IMC entre 38
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— 39,9 kg/m?. Para algumas andlises, o grupo foi dividido nas trés categorias
“Eutrdéficos”, “Sobrepeso” e “Obesidade”, esse ultimo grupo envolvendo todos os IMCs
> 30 kg/m?) ou nas duas categorias “Eutrofia” e “Sobrepeso + obesidade”, sendo
classificados neste Ultimo grupo quando IMC 2 25 kg/m?;

f) Exposicado solar: nado/sim (definida como a exposi¢ao intensa ao sol, em
meédia por 20 anos da vida);

g) Alimentac&o: néo/sim (definida pela ingestdo de verduras e frutas pelo
menos trés dias da semana);

h) Hipertensao arterial sistémica: nao/sim (definida pela pressado sanguinea
sistélica = 140mmHg, diastélica = 90 mmHg ou uso de medicagdes anti-hipertensivas);

i) Diabetes mellitus — ndo/ sim (definido pelo uso de medicamentos orais ou
insulinoterapia);

j) Cor da iris: Classificada como clara (azul/verde) ou escura (castanho claro ou
castanho escuro) a partir da observacdo em lampada de fenda;

k) Facectomia prévia: ndo/sim;

[) Atividade fisica: ndo/ sim (préatica de exercicio fisico, pelo menos duas vezes
na semana);

m) Uso de vitaminas antioxidantes: nao/sim (definido pelo uso de vitaminas
antioxidantes por trés anos, no minimo);

n) Niveis séricos, em jejum, de colesterol total, HDL colesterol, LDL colesterol
e triglicerideos;

o) Nivel de escolaridade: Classificado em trés categorias — “Ensino
fundamental” (incompleto ou completo), “Ensino médio” (incompleto ou completo),
“Ensino superior” (incompleto ou completo);

p) Tratamento prévio e quantidade realizada: nao/sim (laserterapia,

antiangiogénico, triancinolona, outros).

As variaveis foram ajustadas pela idade, sexo e tabagismo (divididos em

tabagistas, mesmo que ja tivessem interrompido o habito de fumar, e ndo tabagistas).
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3.6 Andlise estatistica
Os dados foram analisados usando a plataforma de computacgéo estatistica R
(Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria) através da interface integrada

de desenvolvimento RStudio e do pacote R Commander (107-109).

3.6.1 Da variante rs1143627 do gene IL-18

Para a comparacéo das frequéncias alélicas e genotipicas entre 0s grupos caso
e controle foi utilizado o teste exato de Fisher para determinacéo do odds ratio (OR),
intervalo de confianca (IC) e p-valor (p). A regressao logistica foi realizada para o
ajuste dos dados entre idade e género.

O teste de equilibrio de Hardy-Weinberg foi utilizado para a andlise da
distribuicdo dos gendétipos no grupos caso e controle (110).

Um valor de p menor ou igual a 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.

3.6.2 Do perfil epidemiolégico

Os testes t de Student e Mann-Whitney foram utilizados para a andlise da
diferenca entre grupos independentes com varidveis numéricas continuas, com
distribuicdo normal e sem distribuicAo normal, respectivamente. O teste de
normalidade utilizado foi Shapiro-Wilk. A média, mediana, desvio-padrdo e intervalo
quartil também foram calculados nesses grupos.

O modelo de regressao logistica foi empregado na analise e ajuste dos dados
categoricos, enquanto o modelo de regresséao linear, para a avaliagdo da acuidade
visual em logMAR.

Consideramos o intervalo de confianca de 95% em todas as analises.

Todas as variaveis foram ajustadas pela idade e tabagismo e, como referido
anteriormente, considerou-se o pior olho de cada paciente para a analise, com
excecdo da avaliacdo da cirurgia prévia de facectomia, em que os 120 olhos foram

considerados.
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4 RESULTADOS

4.1 A analise da variante rs1143627 da IL-1

A variante foi pesquisada em 397 pacientes com DMRI e 402 individuos sem a
doenca. A média de idade encontrada no grupo caso foi 73,53 + 9,00 anos e no grupo
controle, 67,23 + 9,53 anos (p-valor = 2,2 x 10 ), o que corrobora o incremento da
idade como o principal fator de risco ndo-modificavel da DMRI.

A maioria dos individuos no grupo caso apresentou DMRI em estagios
avancados, principalmente na forma exsudativa (Tabela 1). Além disso, a doenca foi
mais prevalente entre as mulheres, que apresentaram risco 28% maior de desenvolver
DMRI em relacédo aos homens (OR= 1,28, p = 0,09).

Tabela 1 — Caracteristicas demogréaficas dos pacientes com DMRI e grupo controle.

el Faixa Feminino Masculino
Grupo de estudo (n) (Gl = [B1F) etéria n (%) n (%) o
(G128 (anos)
Grupo controle (402) 67,24 + 9,53 50 -89 204 (51,1) 195 (48,9) 3
Grupo caso DMRI (397) 73,53+9,00* 50 - 103 225 (57,3) 168 (42,7) 4
DMRI ndo-avancada (121) 71,21 +9,40 50 - 103 81 (68,1) 38 (31,9) 2
DMRI avancada (276) 74,58 + 8,63 53-93 144 (52,6) 130 (47,4) 2
DMRI seca (167) 72,67 + 9,55 50 — 103 97 (59,1) 67 (40,9) 3
DMRI exsudativa (230) 74,14 + 8,56 53-93 128 (55,9) 101 (44,1) 1

Legenda: (n) Nimero de participantes. (DP) Desvio-padrédo. (NA) N&o avaliado.
* Média de idade apresenta p-valor = 2,2 x 10 ® na comparagéo entre 0s grupos caso e
controle (Teste de Mann-Whitney).

No Grafico 1 encontra-se a distribuicdo dos genotipos entre os grupos do
estudo. Dentre os pacientes com DMRI, observa-se que 335 individuos (84,40%)
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apresentaram pelo menos uma cépia do alelo variante A, pois 187 pacientes (47,10%)
eram heterozigotos GA e 148 pacientes (37,30%) eram homozigotos AA. Houve 62
pacientes (15,60%) homozigotos GG no grupo caso.

J& no grupo controle, 320 individuos (79,6%) apresentaram ao menos uma
copia do alelo variante, com 180 pessoas (44,8%) heterozigotas GA e 140 (34,8%)
homozigotas AA, sendo 82 pessoas (20,4%) homozigotas GG. Pode-se observar no
grafico que ndo houve diferenca entre os trés gendtipos e os grupos do estudo (p-
valor= 0,21). A distribuicdo dos gendtipos da variante rs1143627 foi consistente com

o equilibrio de Hardy-Weinberg em ambos 0s grupos.

Grafico 1 — Proporgdo dos gendtipos da variante rs1143627 entre 0s grupos caso e controle.
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x2 =3,10, p = 0,21

Legenda: A comparacgédo dos trés gendtipos entre 0os grupos caso e controle apresenta p =
0,21 (Teste qui-quadrado de Pearson).

Na Tabela 2, observa-se que a frequéncia do alelo A, isoladamente, foi de
60,8% no grupo caso e 57,2% no grupo controle (OR= 1,16, p =0,15). Em relacdo aos
genotipos, o risco para DMRI foi de 1,37 (p = 0,12) para os pacientes com heterozigose
GA e 1,40 (p = 0,13) para aqueles com homozigose AA, em relagdo ao grupo
homozigotico GG. Além disso, houve uma tendéncia para o aumento do risco de DMRI
em 38% na presenca de uma ou duas cOpias do alelo variante, ou seja, para 0s
gendtipos GA+AA (OR =1,38, p =0,08).
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Tabela 2 — Distribuicdo, odds ratio e frequéncia genotipica e alélica da variante rs1143627 do gene

IL-18.

Genotipo Casos (%) Controles (%) OR (IC95%) p —valor
GG 62 (15,6) 82 (20,4) Referéncia 1
GA 187 (47,1) 180 (44,8) 1,37 (0,91 - 2,07) 0,12
AA 148 (37,3) 140 (34,8) 1,40 (0,92 - 2,14) 0,13

Total 397 (100) 402 (100)
GA + AA 335 (84,4) 320 (79,6) 1,38 (0,95-2,03) 0,08
Frequéncia alélica
G 311 (39,2) 344 (42,8) Referéncia 1
A 483 (60,8) 460 (57,2) 1,16 (0,95-1,42) 0,15
Total 794 (100) 804 (100)

Legenda: (OR) Odds ratio. (IC) Intervalo de confianca.

A estratificacdo por género revelou ainda que a frequéncia do alelo variante A

foi maior entre as mulheres com DMRI, associando-se significativamente ao aumento

do risco para a doenca nesse género (OR= 1,46, p = 0,004), como observado na

Tabela 3.

Tabela 3 — Distribuicao da frequéncia do alelo variante A entre 0s géneros nos grupos Caso e Controle.

Género Casos (%) Controles (%) OR (IC 95%) p —valor
Feminino 277 (55,6 %) 201 (46,1%) 1,46 (1,12 - 1,91) 0,004
0,
Masculino 221 (44,4%) 235 (53,9%)
Total 498 (100%) 436 (100%)

Legenda: (OR) Odds ratio. (IC) Intervalo de confianca.

Apés a realizagdo do ajuste dos resultados genotipicos por idade e sexo,

observou-se que o0s gendtipos AA e GA apresentaram, ambos, OR de 1,37 para o
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desfecho de apresentar DMRI, sem, entretanto, haver significancia estatistica (p =
0,18 e 0,16, respectivamente). O sexo feminino apresentou OR de 1,49 e p-valor de
0,01, ou seja, a chance do género feminino ter DMRI foi 49% maior do que no género
masculino. Em relagéo a idade, para cada incremento da idade em 1 ano, a chance
do individuo ter DMRI aumentou em 7% (p-valor < 0,01) no grupo estudado.

O grupo caso apresentou 167 (42%) pacientes com DMRI seca, com 46
(27,5%) portadores de atrofia geogréafica. J& a DMRI neovascular esteve presente em
230 (58%) pacientes. Evidenciou-se uma tendéncia de aumento da chance em 23%
para a DMRI neovascular do alelo A em rela¢do ao alelo G (OR = 1,23, p = 0,08)
(Tabela 4).

ApGs a analise com a amostra estratificada em DMRI inicial ou avancada, foi
observada uma tendéncia ao aumento da chance para as formas avancadas da
doenca nos pacientes com os genotipos GA e AA (OR = 1,47, p = 0,07) (Tabela 5).
Esses resultados sugerem, portanto, que a presenca do alelo variante pode influenciar

a susceptibilidade a progressédo da doenca, principalmente para a forma neovascular.



Tabela 4 — Distribuicdo genotipica, odds ratio e frequéncia alélica da variante rs1143627 entre os controles e os subtipos de DMRI.
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Controles DMRI seca DMRI exsudativa Atrofia geografica
n (%) n (%) OR (95% IC) p n (%) OR (95% IC) p n (%) OR (95% IC) p
Gendtipo
GG 82 (20,4) 29 (17,4) Referéncia 1 33 (14,3) Referéncia 1 8 (17,4) Referéncia 1
GA 180 (44,8) 79 (47,3) 1,24 (0,74 - 2,13) 0,45 108 (47) 1,49(0,91-2,47) 0,11 26 (56,5) 1,47 (0,61-3,94) 0,43
AA 140 (34,8) 59 (35,3) 1,19 (0,69 — 2,09) 0,60 89 (38,7) 1.57 (0,95 - 2,65) 0,07 12 (26,1) 0,88 (0,31-2,59) 0,81
Total 402 (100) 167 (100) 230 (100) 46 (100)
GA+AA  320(79,6) 138(82,6) 1,22 (0,75 - 2,02) 0,48 197 (85,7) 1.25(0,70 — 2,24) 0,48 38 (82,6) 1,21 (0,53- 3,14) 0,70
Frequéncia alélica
G 344 (42,8) 137 (41) Referéncia 1 174 (37,8) Referéncia 1 42(45,6) Referéncia 1
A 460 (57,2) 197 (59) 1,07 (0,82-1,40) 0,60 286 (62,2) 1,23(0,96-1,56) 0,08 50 (54,4) 0,89 (0,56-1,41) 0,65
Total 804 (100) 334 (100) 460 (100) 92 (100

Legenda: (n) Numero de participantes. (OR) Odds ratio. (IC) Intervalo de confianga. (p) p-valor.



Tabela 5 — Avaliacéo do risco de progressao da DMRI na presenca da variante rs1143627.

DMRI avancada

Comnsles AR ekl (atrofia geografica + membrana neovascular)
n (%) n (%) OR (IC) p n (%) OR (IC) p
Genétipo
GG 82 (20,4) 21 (17,4) Referéncia 1 41 (14,9) Referéncia 1
GA 180 (44,8) 53 (43,8) 1,15 (0,63 — 2,14) 0,67 134(48,5) 1,48 (0,94 — 2,37) 0,08
AA 140 (34,8) 47 (38,8) 1,31 (0,71 - 2,47) 0,38 101(36,6) 1,44 (0,89 — 2,34) 0,14
Total 402 (100) 121 (100) 276 (100)
GA+AA 320 (79,6) 100 (82,6) 1,22 (0,70 — 2,18) 0,51 235 (85,2) 1,47 (0,96 — 2,27) 0,07
Frequéncia alélica
344 (42,8) 95 (39,3) Referéncia 1 216 (39,1) Referéncia 1
460 (57,2) 147 (60,7) 1,16 (0,85 -1,57) 0,33 336 (60,9) 1,16 (0,93 — 1,46) 0,19

Total 804 (100) 242 (100) 552 (100)

Legenda: (n) Nimero de participantes. (OR) Odds ratio. (IC) Intervalo de confianc¢a. (p) p-valor.
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4.2 A analise do perfil epidemioldgico

A pesquisa epidemiologica foi composta por 60 participantes com DMRI, 48
mulheres e 12 homens, com idade meédia de 73,0 + 9,6 anos. O sexo feminino
apresentou média de idade menor que a do sexo masculino (72,1 + 9,6 e 76,5 £ 9,2,
respectivamente, p =0,05). Entre as 48 mulheres do estudo, 29 apresentavam a forma
avancada da DMRI em pelo menos um olho e entre os 12 homens, 11 manifestavam
essa condicao.

Em relacéo a idade, a prevaléncia de DMRI avangada nos pacientes acima de
70 anos foi de 78,79%. Ressalta-se que, entre os individuos com idade entre 50 e 59
anos, nenhum apresentou a forma avancada da doenca. J& no grupo de pacientes
acima de 80 anos, 84,21% apresentaram DMRI avancada.

Quanto ao tipo de DMRI, 26 pacientes eram portadores de DMRI seca (43,33%)
e 34 pacientes, DMRI exsudativa (56,67%) em pelo menos um olho. A forma avancada
da doenca foi observada em 40 pacientes (66,66%). Trés pacientes apresentavam
DMRI neovascular em um olho e atrofia geogréafica no olho contralateral.

Na avaliacéo da distribuicdo da variante rs1143627 entre os participantes, nao
foi observada diferenca estatisticamente significativa, tanto entre os pacientes com
DMRI inicial em relacdo aqueles com DMRI avangada, assim como dentre os que
apresentavam DMRI exsudativa em relacdo aqueles com DMRI seca (Tabelas 6 e 7).

Tabela 6 — Propor¢éo da distribuicdo da variante rs1143627 em relagdo ao estagio da DMRI.

Gendétipo DMRI inicial (%) DMRI avancada (%)
AA 4 (20) 15 (37,5)
GA 11 (55) 16 (40,0)
GG 5 (25) 9 (22,5)

Total 20 (100) 40 (100)
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Tabela 7 — Proporcao da distribuicdo da variante rs1143627 em relacéo ao tipo de DMRI.

Genotipo DMRI seca (%) DMRI exsudativa (%)
AA 5(19,2) 14 (41,2)
GA 14 (53,8) 13 (38,2)
GG 7 (26,9) 7 (20,6)
Total 26 (100) 34 (100)

Considerando os dois olhos, a prevaléncia de DMRI seca foi de 63,33% e DMRI
exsudativa, 36,67%. Ademais, 51,67% dos olhos apresentaram as fases iniciais da
doenca e 48,33%, as fases avancadas. A forma atréfica esteve presente em 24,1%
dos olhos com DMRI avancada e a forma neovascular em 75,9%. Dentre os olhos
com DMRI exsudativa, a cicatriz disciforme esteve presente em 63,6% e a
neovascularizacdo de coroide em 36,4%, sendo 62,5% composta por membrana
neovascular do tipo 1 e 37,5% por membrana neovascular do tipo 2.

Em relacdo a distribuicdo dos erros refrativos (considerados acima de 1D), dos
76 olhos facicos analisados da amostra 59,21% eram hipermétropes, sendo 44,44%
associados ao astigmatismo. No que se refere a miopia, 17,10% dos olhos facicos
eram miopes, com 76,92% associados ao astigmatismo. O astigmatismo
isoladamente esteve presente em 23,68% dos olhos. No total, 10 olhos (8,85%)
possuiam menos de 1 Dioptria refracional, sendo 4 deles pseudofacicos. Nao foram
registrados os erros refrativos de 7 olhos (5,83%), devido a baixa visual severa que
dificultou a avaliacao.

Dos 120 olhos estudados, 30% apresentaram acuidade visual compativel com
cegueira e 2,5 %, com perda da acuidade visual grave. A cegueira binocular esteve
presente em 10% dos pacientes e a cegueira monocular em 40% deles. A
neovascularizagdo de coroide foi responsavel por 80,5% dos casos de cegueira pela
DMRI.

Em relagdo ao tabagismo, 9 pacientes (15%) eram tabagistas ativos, 16

(26,7%) eram ex-tabagistas e 35 (58,3%) eram nao-tabagistas.
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A amostra foi composta por 34 pacientes de etnia branca (56,67%), 19
pacientes de etnia parda (31,67%) e 7 pacientes de etnia preta (11,67%).

A média de IMC do grupo foi 27,24 kg/m? + 4,23 kg/m?, valor classificado como
sobrepeso, segundo a OMS (106). A média de IMC para o sexo feminino foi 27,18
kg/m? e para o sexo masculino 27,45 kg/m?. Além disso, 31,67% dos pacientes eram
eutroficos, 46,67% estavam com sobrepeso e 21,67% eram obesos.

A hipertensao arterial estava presente em 70% dos participantes, acometendo
83,3% dos homens e 66,7% das mulheres, enquanto a frequéncia de diabetes foi de
22%, atingindo 16,7 % dos homens e 22,9% das mulheres.

Na amostra, 28 individuos apresentaram ascendéncia estrangeira (até a
terceira geracao) e dentre esses, seis possuiam ascendéncia indigena. Trés pacientes
eram de nacionalidade portuguesa e um paciente era italiano. Apenas um paciente
apontou histéria familiar positiva, relatando que sua mée era portadora de DMRI.

Trés mulheres e um homem tinham histoéria prévia de cancer de pele, com trés
deles manifestando DMRI avancada (um com DMRI neovascular e dois com atrofia
geografica) e um, DRMI inicial (estdgio CARMS 2C). Quatro pacientes eram etilistas
prévios e todos apresentavam DMRI avancada, trés com DMRI neovascular e um com
atrofia geografica.

Apenas 33% dos participantes realizavam atividade fisica pelo menos duas
vezes na semana. A média paquimétrica encontrada, considerando os dois olhos de
cada paciente, foi de 521 + 46 um. A média paquimétrica nos olhos facicos foi 520 +
49um e nos pseudofacicos, 523 + 38 um.

Até o momento da entrevista, o tratamento com anti-VEGF intravitreo foi
realizado, pelo menos uma vez, por 14 pacientes portadores de DMRI exsudativa
(41,18%) e, desses, 11 (78,57%) ja apresentavam cicatriz disciforme ou grande
desorganizacdo das camadas retinianas externas e internas, com baixa acuidade
visual permanente. Apenas dois pacientes ainda tinham indicacao de tratamento no
momento da avaliacdo, com possivel beneficio de novas aplicacbes de tratamento
com anti-VEGF.

Na analise da progressdo da DMRI (Tabela 8), ou seja, na comparagao entre
os pacientes com as fases inicial e avangada, a idade e o tabagismo foram os fatores

de risco mais associados. Nao houve diferencga entre os sexos.
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A média de idade no grupo com DMRI avancada foi de, aproximadamente, 75
anos e no grupo com DMRI inicial foi 68 anos (p= 0,01). A chance para a forma
avancada da doenca foi 16% maior para cada aumento da idade em anos (p = 0,001).

Em relacéo ao tabagismo, a chance para DMRI avancada foi 13 vezes maior
nos pacientes tabagistas (em atividade e ex-tabagistas) em relacdo aos néo-
tabagistas (p = 0,002). Além disso, a média da carga tabagica nos pacientes com
DMRI inicial foi, aproximadamente, 5 macos-ano e naqueles com DMRI avangada, 12
macgos-ano (p= 0,03).

Apos a divisdo pelo status do habito do tabagismo, os pacientes tabagistas em
atividade tiveram 9 vezes mais chance para a DMRI avangada (p = 0,03) enquanto
ex-tabagistas apresentaraml18 vezes mais chance (p = 0,004) (Tabela 8). A média da
carga tabagica nos pacientes tabagistas em atividade e com DRMI avangada foi de
31 magos-ano, ja nos ex-tabagistas foi de 18 magos-ano.

Quando realizada a analise pelo fenétipo da DMRI, a média da carga tabagica
nos pacientes com atrofia geografica foi de 2 macgos-ano, naqueles com DMRI
neovascular foi de 14 magos-ano e nos com DMRI inicial foi de 8 magos-ano, com
diferencga significativa entre as médias (p = 0,02). A média de tempo de interrupcéo
do tabagismo no grupo foi de 30 anos e dos 16 pacientes ex-tabagistas da amostra,
11 (68,7%) apresentaram DMRI exsudativa em pelo menos um olho.

Apesar da amostra ter sido composta pela maioria de individuos de etnia
branca, ndo houve associagéo estatistica em relacdo a progressao da doenca (OR =
2,02, p = 0,31). Outros fatores que também se apresentaram como de risco para a
progressdo da DMRI foram a néo realizacdo de atividade fisica (OR = 1,14) e a baixa
escolaridade (OR = 3,23 para aqueles com ensino médio e OR = 4,87 para aqueles
com ensino fundamental), porém sem alcancar significancia estatistica. A maioria dos
participantes possuia um baixo nivel educacional, com 51,67 % apresentando o ensino
fundamental completo, 35% o ensino médio e 13,33% o ensino superior completo.

Em relagédo ao IMC, o grupo com a doenga na fase inicial apresentou média de
IMC maior do que média daqueles com a doenga avangada (28,05 + 4,58 kg/m? e
26,36 * 3,65 kg/m?, respectivamente). Apos ajuste dos dados, ndo foi observada
diferenca entre os dois grupos (eutroficos e aqueles com IMC acima da eutrofia) e

apo6s a subdivisédo entre trés grupos (eutréficos, sobrepeso e obesidade).
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Também n&o houve diferenga na comparagao entre a DMRI avangada e a
facectomia prévia (p = 0,31). A proporgao de olhos acometidos foi de 46,9% dentre os
32 olhos pseudofacicos e 48,9% dentre os 88 olhos facicos.

Dentre os pacientes que referiram a ingesta de verduras e frutas pelo menos
trés vezes na semana, 68,6% apresentavam DMRI avangada.

As médias paquimétricas entre os olhos com doenca inicial e avangada foram
523,9 £42,6 um e 518,7 + 49,7 um, respectivamente (p = 0,59).

As médias séricas para o HDL colesterol, LDL colesterol, colesterol total e
triglicerideos foram respectivamente 58,77 mg/dl, 129,27 mg/dl, 212,67 mg/dl e 131,87
mg/dl para as formas iniciais e 54,71 mg/dl, 116,12 mg/dl, 197,03 mg/dl, 127,55 mg/dl
para as formas tardias, ndo sendo observadas diferengas significativas entre os
resultados encontrados entre os dois grupos.

Em relacdo ao tipo de DMRI (seca ou neovascular), a idade e o tabagismo
também foram as variaveis mais associadas com o aumento da chance para o
desenvolvimento da neovascularizacéo (Tabela 9).

A média de idade foi maior no grupo com DMRI neovascular (76 anos) em
relacdo ao grupo com DMRI seca (69 anos), com p = 0,01. Apds o ajuste pela idade
e tabagismo, a chance de DMRI exsudativa foi 14% maior para cada aumento da idade
em anos (p = 0,002).

Nao houve diferenca entre os géneros para a forma seca ou neovascular da
DMRI (p = 0,11).

Os pacientes tabagistas (em atividade e ex-tabagistas) apresentaram chance 7
vezes maior para a DMRI exsudativa em relacdo aos pacientes ndo-tabagistas (p =
0,006). Além disso, a média da carga tabagica entre o grupo com DMRI seca foi menor
que a do grupo com DMRI exsudativa (4,36 macos-ano e 13,4 macgos-ano,
respectivamente, p = 0,02). Os pacientes tabagistas em atividade apresentaram
chance 11 vezes maior de evoluir com DMRI neovascular em relagdo aos pacientes
nao tabagistas (p = 0,02), enquanto os pacientes ex-tabagistas apresentaram chance
5 vezes maior da forma exsudativa da doenga (p = 0,03).

Nao foi observada diferenca entre as etnias, apesar da etnia branca se revelar
como fator de risco (OR = 1,09), assim como a néo realizagéo de atividade fisica e a

baixa escolaridade.
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Os valores médios de IMC para DMRI seca e DMRI exsudativa foram 27,85 *
4,75 kg/m? e 26,77 + 3,82 kg/m?, respectivamente (p = 0,347).

A prevaléncia da DMRI neovascular foi de 34,40% entre os olhos pseudofécicos
e 37,50% entre os olhos facicos, sem diferenca significativa apés ajuste dos dados.

Dos pacientes que realizavam uma alimentagdo adequada com verduras e
frutas pelo menos trés vezes na semana, 40% apresentavam DMRI seca e 60%, DMRI
exsudativa.

A média paquimétrica foi 523 + 40,1 pm nos olhos com DMRI seca e 518,6
55,2 um nos olhos com DMRI neovascular (p = 0,92).

As médias séricas para o HDL colesterol, LDL colesterol, colesterol total e
triglicerideos foram respectivamente 53,73 mg/d|, 120,67 mg/dl, 119,16 mg/dl e 133,93
mg/dl para a DMRI seca e 59,28 mg/dl, 205,45 mg/dl, 197,03 mg/dl, 120,90 mg/dl para
a DMRI exsudativa, ndo sendo observadas diferengas entre os resultados
encontrados.

Em relacédo a acuidade visual, considerando o pior olho de cada paciente, foi
possivel observar a piora da média da acuidade visual em 0,18 logMAR para cada
aumento da idade em anos (p = 0,001).

A presenca de tabagismo (ativo ou pregresso) foi associado a piora da média
da acuidade visual em 3,72 logMAR (p = 0,002) em relagcédo aos nao tabagistas. Apos
subdivisdo dos pacientes em tabagistas ativos ou ex-tabagistas, a piora da média da
acuidade visual foi maior nos pacientes ex-tabagistas (3,71 logMAR, p = 0,002), em
relacdo aos pacientes tabagistas atuais (3,30 logMAR, p = 0,07).

Considerando os dois olhos de cada paciente, a piora média da acuidade visual
foi de 0,20 logMAR para cada aumento da idade em anos (p = 0,001). A presenga de
tabagismo (ativo ou pregresso) foi relacionado a piora média da acuidade visual (4,03
logMAR, p = 0,006) e, contrariamente de quando considerada a acuidade visual do
pior olho, a piora da acuidade visual foi maior nos pacientes tabagistas (3,51 logMAR,
p =0,03), em relagéo a acuidade visual de pacientes ex-tabagistas (2,46 logMAR, p =
0,02).

Nao houve diferenga entre os géneros e etnias em relagao a piora da acuidade
visual.

Em relacdo ao IMC, a maioria dos participantes estava acima dos valores

normais, sendo 31,67% dos pacientes eutroficos, 46,67% com sobrepeso e 21,67%
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com obesidade. N&o houve diferenca entre o IMC na comparacéo entre os tipos de
DMRI. Quando considerado o pior olho, pacientes com IMC com sobrepeso e
obesidade apresentaram média da acuidade visual melhor (1,78 logMAR) em relag&o
aos pacientes eutroficos (p = 0,04). Quando analisados os dois olhos, a melhora
observada foi de 1,98 logMAR, com p = 0,05. Vale ressaltar que a maioria dos
participantes estava com IMC acima da eutrofia. Na amostra, 19 pacientes eram
eutroficos, com 14 deles (73,68%) manifestando DMRI avangada em pelo menos um
olho, enquanto dos 41 pacientes com sobrepeso e obesidade, 26 (63,41%)
apresentavam a fase avancada da doenca. Assim, na avaliacdo da média de acuidade
visual, o grupo com eutrofia apresentou piores resultados.

Foram excluidos do estudo 25 pacientes por apresentarem, em pelo menos um
dos olhos, condicdes que poderiam interferir na acuidade visual e exame
oftalmoldgico. Dentre eles, sete pacientes se apresentaram com membrana
epirretiniana macular, sete com glaucoma, dois com acidente vascular encefalico
prévio e acometimento do nervo éptico, dois com retinopatia diabética, quatro com
catarata avancada, dois com oclusao venosa retiniana, um com distrofia de Fuchs, um
com trauma ocular prévio, um com descolamento de retina, dois com vasculopatia

polipoidal de coroide e um paciente apresentava uveite apds facectomia.



Tabela 8 — Avaliacdo dos dados demograficos e o risco para DMRI avancada.
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DMRI DMRI avancada Odds
Variavel L , p-valor
inicial (n) (n) ratio
N total = 20 N total = 40
Masculino 1 11 Referéncia
Género .
Feminino 19 29 0,52 0,58
Nao tabagista 16 19 Referéncia
Tabagismo  Tapagista ativo 2 7 9,45 0,03
Ex-tabagista 2 14 17,98 0,004
_ Parda/preta 12 14 Referéncia
Etnia
Branca 8 26 2,02 0,31
Eutrofia 5 14 Referéncia
IMC Sobrepeso +
obesidade 15 26 0,62 0,53
Exposic&o N&o 13 22 Referéncia
solar Sim 7 18 0,88 0,86
Ingesta de Sim 11 24 Referéncia
frutas e ~
verduras Néo 9 16 0.58 043
Hipertensao N&ao 9 9 Referéncia
arterial Sim 11 31 0,79 0,76
Diabetes Nao 15 32 Referéncia
Mellitus Sim 5 8 0,74 0,71
_ Escura 18 37 Referéncia
Cor da iris
Clara 2 3 0,91 0,93
Facectomia N&o (n = 88) 45 43 Referéncia
prévia* Sim (n = 32) 17 15 0,42 0,31
Atividade Sim 8 12 Referéncia
fisica Nao 12 28 1,14 0,85
.Uso_de Sim 3 7 Referéncia
vitaminas NE
antioxidantes 17 33 0,94 0,94
Ensino
. 5 3 Referéncia
superior
Escolaridade Ensino meédio 8 23 3,23 0,26
Ensino
7 14 4,87 0,11
fundamental

Legenda: Dados ajustados por idade e tabagismo.

* Considerando os dois olhos.



Tabela 9 — Avaliacdo dos dados demogréaficos e o risco para DMRI neovascular.
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DMRI
DMRI seca | Odds |
2 neovascular : p-valor
Variavel n) Ratio
(n)
N total = 26 N total = 34
Masculino 5 7 Referéncia
Género .
Feminino 21 27 3,62 0,11
N&o tabagista 19 16 Referéncia
Tabagismo  Tapagista ativo 2 7 10,75 0,02
Ex-tabagista 5 11 5,45 0,03
Parda/preta 13 13 Referéncia
Etnia
Branca 13 21 1,09 0,89
Eutrofia 7 12 Referéncia
IMC Sobrepeso +
obesidade 19 22 0,69 0.57
Exposicao Nao 16 19 Referéncia
solar Sim 10 15 0,81 0,73
Ingesta de Sim 14 21 Referéncia
frutas e ~
verduras Nao 12 13 0,54 0,33
Hipertensao Néao 9 9 Referéncia
arterial Sim 17 25 0,41 0,24
Diabetes Nao 20 27 Referéncia
Mellitus Sim 6 7 0,94 0,92
Escura 23 32 Referéncia
Cor da iris
Clara 3 2 0,56 0,57
Facectomia Ndo (n = 88) 55 33 Referéncia
prévia* Sim (n = 32) 21 11 0,40 0,23
Atividade Sim 10 10 Referéncia
fisica Néao 16 24 1,05 0,90
Uso de Sim 4 6 Referéncia
vitaminas N3
antioxidantes ao 22 28 0,90 0,47
Ensino superior 6 2 Referéncia
Ensino médio 9 12 3,44 0,22
Escolaridade .
Ensino
11 20 4,77 0,11
fundamental

Legenda: Dados ajustados por idade e tabagismo.
* Considerando os dois olhos.
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5 DISCUSSAO

5.1 A Interleucina 18 e a DMRI

Na pesquisa foi possivel observar que a presenga da variante rs1143627 do
gene IL-1B8 apresentou uma tendéncia ao risco de progressdao da DMRI,
principalmente para a forma neovascular. A frequéncia encontrada da variante na
amostra, composta por 799 individuos representativos da populacdo brasileira, foi de
60,83%, valor préximo ao da frequéncia média encontrada na populacao europeia, de
65% (111). O povo brasileiro € caracteristicamente heterogéneo e miscigenado,
principalmente por suas trés raizes histéricas coloniais: europeia, africana e
amerindia. Estudos genéticos mostraram uma propor¢ao de ancestralidade europeia
de aproximadamente 70% nas regides do sudeste e sul do Brasil, 50% de
ancestralidade africana no nordeste brasileiro, seguido de 6 a 8% de ancestralidade
amerindia em diferentes regibes do pais (112,113), o que poderia justificar a
frequéncia da variante na amostra estudada ser mais préxima da média europeia de
65% do que da média africana de 37% (111). A variante rs1143627, portanto, deve
ser pesquisada em diversos grupos populacionais nas diferentes regides brasileiras,
a fim de se obter uma avaliacdo mais abrangente de sua prevaléncia em uma
populacdo que, caracteristicamente, apresenta ascendéncias diversas e alta
miscigenagao.

A partir da prevaléncia da variante encontrada no grupo brasileiro estudado, foi
possivel calcular que o tamanho amostral, para uma deteccéo de diferenca com poder
de 80% ao nivel de significancia de 0,05, teria que ser composto por 3.000 individuos
em cada grupo (caso e controle). Assim, pode-se inferir que o efeito desse SNP é
baixo na populacéo estudada, o que explica a necessidade de um tamanho amostral
maior para a identificacdo de uma diferenca significativa entre os dois grupos. No
entanto, alguns resultados encontrados no presente trabalho estiveram préximos de
alcancar o nivel de significancia estatistica (p-valor < 0,05), o que sugere que
pesquisas com um numero maior de participantes podem alcancar resultados
significativos e, assim, ajudar a entender se a presenca da variante € capaz de

influenciar a doenca nessa populagao.
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Além disso, ressalta-se a importancia da analise conjunta das variantes
genéticas quando presentes simultaneamente em um mesmo individuo, de forma a
caracterizar o seu perfil genético. Doencas com fisiopatologias complexas, como a
DMRI, podem ser diretamente influenciadas pela interacdo conjunta de diferentes
variantes génicas.

Destaca-se que o numero de estudos com a variante rs1143627 e a DMRI é
escasso na literatura. A variante rs1143627 foi pesquisada por Shevchenko et al na
populacao russa (102), enquanto outra variante, a IL-1B =511 (rs16944) foi estudada
em Taiwan (99). Shevchenko et al (2016) estudaram sete variantes de citocinas
localizadas em regifes promotoras génicas. O estudo envolveu 102 participantes com
DMRI e 100 participantes no grupo controle, ndo encontrando, entretanto, resultados
significativos para a variante rs1143627 do gene IL—18 (102). Ja Tsai et al (2008)
investigaram quatorze variantes de interleucinas em pacientes com DMRI, porém a
variante pesquisada para o gene IL-B foi a -511 T/C (rs16944) e ndo foram
encontrados resultados significativos em sua amostra (99).

A IL—1[3 € uma citocina responsavel pela ativacéo e regulacdo do sistema imune
inato com papel mediador central nas doencas inflamatorias, infecciosas e autoimunes
(6,94). Apesar da variante rs1143627 nao ter apresentado significancia estatistica
entre 0S grupos caso e controle no presente estudo, o aumento dos niveis de IL-13 é
descrito nos processos inflamatorios retinianos causados pela degeneracdo macular
(4).

A pesquisa do perfil das citocinas inflamatérias como biomarcadores da DMRI
€ realizada a partir da quantificacdo de suas concentracdes in vitro, a nivel sérico e
em fluidos oculares, como o0 humor aquoso e o humor vitreo (55,114,115). Aumentos
significativos na concentracdo plasméatica das citocinas IL-13 e IL-18 s&o
encontrados, inclusive, em pacientes homozigoticos para a variante Y402H do CFH,
sendo possivel que ocorra a ativagédo sistémica ou continua de inflamassomas, nos
pacientes portadores, a partir da disfuncao da regulacao inflamatoria (26).

Processos patologicos celulares relacionados com o aumento das espécies
reativas de oxigénio sao descritos com envolvimento da IL— 1. Natoli et al (2017)
relataram o aumento da expressao génica e da secregdo de IL-1 pelas células do
EPR e células de Miller em resposta ao dano fotoxidativo e, apés inibicdo dessa

citocina, houve reducédo dos niveis de outras citocinas pro-inflamatorias, diminuicao
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no acumulo de macroéfagos retinianos e de morte celular (116). Outro estudo revelou
que a salicina, um anti-inflamatorio natural, reduziu a acédo da IL-1B8 e causou a
atenuacao da injuria mitocondrial nas células do endotélio retiniano, com diminuigdo
da producdo de espécies reativas de oxigénio e de citocinas como TNF-q, IL-6 e
MCP-1 (proteina quimiotatica de mondcitos—1) (117). Dessa forma, por ser uma
citocina moduladora da acao do sistema imune e responsavel pela sintese de outras
citocinas, a IL-1B apresenta-se como uma resposta primaria frente as injurias
celulares, como o0 aumento do estresse oxidativo, e a sua regulagcdo negativa pode
ser capaz de atenuar a progressao de ativacdo da cascata inflamatéria na retina.

A participacdo do sistema imune inato, principalmente de macréfagos, é bem
observada e discutida na DMRI. Além do acumulo retiniano de produtos derivados do
declinio do processo de autofagia ser associado ao aumento da secrecao de IL-1B e
ao acumulo de macrofagos em células ARPE-19 (31), fagdcitos mononucleares
subrretinianos foram associados com a secre¢cdo aumentada de IL-1B e a
degeneracdo de segmentos de cones retinianos, a partir de amostras retinianas
humanas de olhos doadores (118). Além disso, a polarizacdo dos macréfagos M1 e
M2 parece contribuir ou ser um preditor para progresséo e diferenciacdo da fases
avancadas da doenca (78,83).

Em amostras vitreas, o aumento de IL-13 e pré-IL—13 é descrito em pacientes
com DMRI neovascular e vasculopatia polipoidal da coroide (VPC), mesmo sem o
aumento concomitante de seu nivel sérico, o que sugere um papel dessa citocina no
mecanismo inflamatério local retiniano (82). Entretanto, Subhi et al (2019)
identificaram biomarcadores séricos inflamatérios em pacientes com DMRI
neovascular e VPC e encontraram concentracdes maiores de IL-1p nos pacientes
com DMRI e levemente acima nos pacientes com VPC (119). Para anélise desses
possiveis biomarcadores, 16 citocinas inflamatérias foram também estudadas por
Nassar et al (2015) e os niveis séricos de IL-13 encontrados foram maiores nos
pacientes com DMRI neovascular, assim como de outras interleucinas, em relacao ao
grupo controle (3).

Além disso, a IL-1[ é, inclusive, associada com o processo de angiogénese
em outros 6rgdos do organismo, como 0s rins, e em tumores, como 0s de pulmé&o,
através do estimulo para a producédo de VEGF (6). Na retina, macrofagos, IL-1B e

TNF—a foram observados em membranas neovasculares de coroide, sendo
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relacionados, em parte, ao processo de neovascularizacdo (120). Lavelette et al
(2011) também relatam que a inibicdo da IL-1B reduziu significativamente o
desenvolvimento da neovascularizagdo induzida na retina de camundongos com laser
(121). O entendimento da atuacao dos diferentes tipos de macrofagos e da producéo
das citocinas pro-inflamatérias na DMRI pode ser um caminho para a elucidacéo da
formacéo e progressdo das membranas neovasculares de coroide, assim como do
processo de fibrose na cicatriz disciforme.

Apesar dos achados, o mecanismo exato da acédo da IL-1 na retina é incerto
e o0s resultados ainda sédo controversos na literatura (4). Ressalta-se a importancia da
IL-18 como uma proteina mediadora e reguladora da sintese de outras citocinas,
algumas também relacionadas com a DMRI. A IL-6, IL-8 e MCP-1 sé&o citocinas
capazes de serem produzidas pelo EPR a partir da inducao de IL-1B (122). A IL-6
atua na diferenciacdo dos linfocitos B e no controle da proliferacdo e ativacdo das
células T e € associada ao processo de angiogénese e degeneracédo do EPR na DMRI
avancada (78). Nahavandipour et al (2020), em revisédo sisteméatica dos niveis séricos
de IL-6 em pacientes com DMRI, revelaram aumento dessa citocina nos pacientes
com a doenca, principalmente nas formas avancadas (123). A IL-8 € uma quimiocina
recrutadora de neutrofilos, primeiras células recrutadas no sitio de inflamacéo,
usualmente produzida por macréfagos e células epiteliais, e relacionada ao processo
de angiogénese (100,122); enquanto a MCP-1 é uma quimiocina recrutadora e
ativadora de mondcitos e basofilos, produzida por células endoteliais da
microvasculatura retiniana associada a DMRI exsudativa, membrana neovascular
subfoveal e edema macular (122,124). Dessa maneira, a IL-13 pode estar envolvida
indiretamente nas lesdes causadas pela DMRI, através da producdo de outras
citocinas, como as associadas ao processo angiogénico, por exemplo. Por isso, a
pesquisa da desregulacdo de IL-1B, tanto por defeitos genéticos, quanto pela
disfuncdo de sua molécula ativadora, o inflamassoma NLRP3, é dutil para o
entendimento da avaliagdo e sintese dessas outras citocinas descritas na
degeneragédo macular.

Na Oftalmologia, a variante rs1143627 foi relacionada ao aumento do risco de
ceratocone na populacdo coreana (OR= 1,43, p = 0,025), chinesa (OR= 2,84, p
<0,0001), egipcia (OR= 3,31, p <0,001) e japonesa (OR= 1,38, p = 0,04) (125-128).
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A variante também foi associada ao glaucoma de angulo aberto em um estudo
brasileiro, com aumento do risco de aproximadamente 1,5 vezes (p = 0,002) (129).
Além da Oftalmologia, a variante rs1143627 tem sido associada a diversas
doencas, com causas inflamatorias, autoimunes e tumorais (Quadro 3). O aumento
dos niveis de IL-1B na presencga da variante rs1143627 é associada ao aumento do
risco da doenca dispéptica crbnica, assim como do cancer colorretal e doenca
inflamatoria intestinal. No Quadro 3, encontra-se uma breve revisao da literatura com
as publicacdes mais relevantes encontradas a partir do termo de busca “rs1143627”
no banco de dados Pubmed. Alguns trabalhos estudam a relacéo da presenca do SNP
como fator de risco para uma doenca, enquanto outros pesquisam a associacao da

presenca da variante e os niveis séricos da IL-1p no organismo.

Quadro 3 — Revisdo da literatura da variante rs1143627 do gene IL-13 e o risco para O

desenvolvimento de doencas.

Autor Doenca pesquisada Pais Resultado
Santos, 2020 (130) Cardiomiopatia por Brasil Reducéo do risco
doenca de Chagas
Priya, 2020 (131) Atrite reumatoide india Aumento do risco
Liu, 2020 (132) Doenca mfl_amatorla Metanélise* Amento do risco
intestinal
Zhu, 2020 (133) Doenca de Graves Metandlise* Sem associacéo
Doenca dispéptica e .
~ Lo b . Aumento do risco de
Rech, 2020 (134) Iesoceasnggfitgggzspre- Brasil gastrite cronica
Lyubomirskaya, 2020 Rotura prematura d,e AL o
membranas em pré- Ucréania Sem associa¢éo

(135)

termos

Wadé, 2020 (136)

Linfoma néo-Hodking
e associagdo com

Multicéntrico (10

Reducéo do risco

mononucleose paises)
infecciosa
Menor risco, em
Bialek, 2020 (137) Depresséo Polénia conjunto com outros
SNPs
Fu, 2019 (138) Doenca de Kawasaki China Aumgnto do risco em
criangas <lano
Nabil, 2019 (127) Ceratocone Egito Aumento do risco
Goracy, 2019 (139) AVE isquémico Polbnia Aumento do risco
Wang, 2019 (140) Cancer cervical China Aumento do risco
Tabatabaei-Panah, N = o
2019 (141) Penfigoide bolhoso Ird Sem associacao
Periodontite cronica india Aumento do risco

Majumder, 2019 (142)
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Osteonecrose

Yu, 2019 (143) induzida por China Sem associacao
corticosteroides

Ahmadi, 2019 (144) DPOC Revisao sisteméatica* Sem associac¢ao

Cubillos-Angulo, 2019
(145)

Tuberculose

Brasil

Sem associacao

Oliveira, 2018 (129)

Glaucoma de angulo
aberto

Brasil

Aumento do risco

Sultana, 2018 (146)

Cancer gastrico

india + metanéalise

(asidtica)

Aumento do risco na

presenca de H. pylori

Yu, 2018 (147)

Convulsao febril

Revisdo sistematica

Sem associacao

Pawlikowska, 2018
(148)

Telangiectasia
hemorragica
hereditaria

EUA,
Canada
Paises Baixos

Sem associacao

Tak, 2018 (149)

Carcinoma
hepatocelular

Coréia do Sul

Reducéo do risco

Hudson, 2018 (150)

Esquizofrenia

Revisdo sistematica

Aumento do risco

Pérez-Ramirez, 2017

Cancer de pulmao

(151) ndo pequenas células Espanha Sem associacao
Chen, 2017 (152) Capsull(t)i]?)(:gswa do China Aumento do risco
Zhang, 2017 (153) Doenca de Alzheimer China Sem associagéo
Rahmani, 2017 (154) Perda gestacional Ira Sem associacao
recorrente
Doenca inflamatoria
Li, 2017 (155) intestinal e cancer China Aumento do risco
colorretal
Sun, 2017 (156) Gastrite cronica China Aumento do risco
Kapelski, 2016 (157) Esquizofrenia Polbnia Sem associacdo
Langmia, 2016 (158) Parto prem aturo Maléasia Sem associagéo
esponténeo
. Adipocinas em
Nascimento, 2016 adolescentes com Portugal Reducéo do risco
(159) .
obesidade
Franciscatto, 2016 Malformacéo . o
. Brasil Sem associacao
(160) arteriovenosa cerebral
Genotipo AG com risco
Yencilek, 2015 (161) Cancer de préstata Turquia menor de cancer de
prostata
Wang, 2015 (126) Ceratocone China Aumento do risco
Tian, 2015 (162) Doenca de Alzheimer China Sem associacdo
Resposta do
Dzhugashvili, 2014 tratamento de cancer Espanha Sem associacio
(163) retal com P &
guimioradioterapia
Wang, 2014 (164) Pré-eclampsia China Aumento do risco

Xu, 2014 (165)

Cancer de prostata

Revisdo Sistematica

Aumento do risco

Legenda: (DCA) Doenca coronariana aguda. (AVE) Acidente vascular encefalico. (DPOC) Doenca

pulmonar obstrutiva cronica. (EUA) Estados Unidos da América.

* Metanalise e revisdo sistematica = Diversos estudos utilizados a partir de diferentes

populacdes.
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Por fim, destaca-se que variantes presentes nos genes de outras interleucinas
sao associadas a DMRI em diversos estudos, como a IL— 8 +781 T>C que aumentou
em duas vezes o risco para a DMRI exsudativa na populagéo taiwanesa (99) eem 1,4
vezes em individuos italianos (100). J& a variante IL-4 —-590 apresentou aumento do
risco para incidéncia de DMRI em aproximadamente trés vezes nos taiwaneses (101)
e as variantes da IL-17A rs2275913 G>A e rs3748067 C>T em aproximadamente
duas vezes na populagdo chinesa (98). Assim, a descoberta das variacdes genéticas
presentes em genes associados ao sistema inflamatorio nos oferece uma possivel
ideia do caminho ao entendimento da patogénese da DMRI. Os resultados
encontrados nesse trabalho sugerem que os estudos com a variante rs1143627, entre
as outras variantes do gene IL-18, continuem sendo realizados em associagdo com
a degeneracdo macular relacionada a idade.

Do mesmo modo que as variantes dos genes CFH e AMRS2 estabeleceram-
se como importantes fatores de risco para a DMRI, as variantes nos genes das
citocinas inflamatorias sdo um caminho para a investigacao de novos biomarcadores.
Atualmente, o pegcetacoplan, molécula inibidora do C3, componente central do
sistema complemento, € um promissor medicamento para o tratamento da atrofia
geografica (166) e corrobora o fato de que a compreenséao do perfil inflamatério € um

caminho promissor na terapéutica e manejo da DMRI.

5.2 Os fatores de risco e a DMRI

s

A analise do perfil epidemiolégico é uma ferramenta capaz de auxiliar no
entendimento dos fatores de risco para uma doenca que variam de acordo com as
condi¢cdes ambientais e culturais de diferentes regibes demogréaficas. Assim, uma
pesquisa epidemiolégica foi realizada com 60 pacientes portadores de DMRI em um
hospital universitario na cidade do Rio de Janeiro. Nesse estudo, foi possivel observar
a influéncia e a importancia da exposi¢do ao tabagismo e do aumento da idade na
progresséo da degeneracdo macular.

Na analise do fendtipo da doenca, a prevaléncia encontrada de olhos com
DMRI seca foi 63,33% e com DMRI exsudativa, 36,67%. Como discutido
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anteriormente, a prevaléncia da forma seca é de aproximadamente 90% dos casos de
DMRI (40) e a frequéncia maior encontrada da forma exsudativa pode ser justificada
pelo hospital ser um centro de referéncia para o tratamento intravitreo com anti-VEGF.

A forma atrofica esteve presente em 24,1% dos olhos com DMRI avangada e a
forma umida em 75,9%, frequéncia levemente maior do que a estimada de 2/3 de
acometimento neovascular nas formas avancadas da doenca (43). Além disso, a
cicatriz disciforme foi observada em 63,64% nos olhos com DMRI exsudativa do
estudo. Em um outro hospital universitario, em S&o Paulo, a prevaléncia de DMRI
exsudativa encontrada nos olhos estudados foi a metade da presente em nosso
trabalho, porém o0s aspectos cicatriciais da neovascularizacdo apresentaram
frequéncia semelhante, o que demonstra a incapacidade do diagndstico e tratamentos
precoces para prevencdo da perda visual irreversivel no sistema publico de saude no
Brasil, mesmo em grandes capitais (167).

Um levantamento realizado no ambulatério de Oftalmologia da Universidade
Federal do Parana estudou 68 pacientes com DMRI e a média de idade encontrada
foi a mesma, 73 anos. A prevaléncia de pacientes com DMRI exsudativa no Parana
foi de 50%, enquanto a frequéncia encontrada no grupo do Rio de Janeiro foi de
56,67%. Nao foram observadas diferencas entre etnia, tabagismo e IMC, em relacéo
a forma exsudativa e ndo-exsudativa da doenca, sendo, entretanto, o tabagismo um
elemento discordante entre os dois estudos (168).

Em avaliagbes epidemioldgicas realizadas na cidade de Pernambuco, 23 a 30%
olhos apresentaram DMRI e foi observada a associacdo com o género feminino,
pseudofacia e aumento do IMC, fatores que ndo foram relacionados no presente
estudo. Da mesma maneira, ndo foi encontrada relacdo com a etnia, HAS, DM,
alcoolismo, exposicdo solar e cor da iris, assim como na amostra do Rio de Janeiro.
Ambos os trabalhos apresentaram prevaléncia aumentada de hipermetropia em
pacientes com DMRI. O tabagismo néo foi associado nos pacientes pernambucanos,
engquanto apresentou forte correlacdo na presente amostra (14).

Em Londrina, Parana, uma avaliagdo de 483 imigrantes japoneses e
descendentes revelou a prevaléncia de DMRI de 15,1%, sendo a doenga mais
frequente conforme o aumento da idade. A prevaléncia da DMRI nao foi relacionada

com facectomia prévia, tabagismo, aumento do IMC, historia de HAS e DM (16).



7

Do mesmo modo que a analise realizada no Rio de Janeiro, a idade foi o fator
de risco mais associado a DMRI nos outros grupos brasileiros. Ja o tabagismo, que
foi altamente significativo no presente estudo, ndo apresentou associagao nas outras
avaliacoes brasileiras, o que pode ser justificado pelo tamanho amostral, ajuste dos
dados ou por questdes culturais de cada regiao.

A seguir, realiza-se uma breve discussdo dos resultados encontrados dos

principais fatores epidemioldgicos que foram pesquisados.

a) ldade

O aumento da idade é o principal e mais importante fator de risco nao
modificavel para a DMRI (9,43), como observado no presente estudo, em que a
prevaléncia encontrada da forma avancada da doenca nos pacientes acima de 70
anos foi de 78,79%, enquanto que nenhum paciente com idade entre 50 e 59 anos
apresentou essa condicdo. O envelhecimento apresenta alteracées funcionais e
estruturais que contribuem para a predisposicédo ao desenvolvimento da degeneracao
macular, atuando como efeito aditivo, na presenca de outros fatores de risco, com o
decorrer do tempo (42).

Nos EUA, aproximadamente 30% das pessoas acima de 70 anos ou mais
apresentam algum sinal de maculopatia e desses, 6 a 8% séo portadores do estagio
avancado da DMRI (34). J4 na Europa, é relatada a prevaléncia de DMRI inicial de
3,5% em pessoas entre 55 a 59 anos e de 17,6% em individuos acima de 85 anos,
sendo indiscutivel o aumento do risco da doenga com o envelhecimento (169).

No grupo amostral estudado, a prevaléncia encontrada da forma avancada da
doenca em mais da metade dos pacientes acima de 70 anos revela a gravidade da
degeneracdo macular na populacéo brasileira. Por outro lado, por ser um hospital de
atencao terciaria do Sistema Unico de Saude (SUS), a proporgéo de individuos com
a forma grave da doenca pode ser maior do que da média em geral devido a procura
pelo tratamento com antiangiogénicos e acompanhamento com exames

especializados.
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b) Etnia

A prevaléncia da DMRI e sua forma de apresentacao variam significativamente
de acordo com aregido e grupos étnicos ao redor do mundo, sendo a forma avancada
da doenca mais prevalente em individuos brancos (42). A maioria do grupo foi
composta por individuos de etnia branca, seguida de pardos e posteriormente negros
(e dentre esses, apenas dois eram portadores da forma avancada). Assim, a etnia
branca mostrou-se mais susceptivel a DMRI, assim como para suas formas
avancadas, como descrito em outros estudos (42,170). Apesar de menos comum, as
formas avancadas também estdo presentes em individuos de etnia preta, devendo ser
considerado o risco naqueles que apresentam as fases iniciais da doenca (42,170).

Pereira e cols., em uma amostra composta por pacientes com DMRI
neovascular na cidade de Belo Horizonte, encontraram uma prevaléncia de 84,1% de
pacientes de etnia branca, em comparagéo com 61,8% de pacientes dessa etnia no
Rio de Janeiro (19).

Ressalta-se que, de acordo com a Pesquisa Nacional por Amostra de
Domicilios Continua (2020), a cidade do Rio de Janeiro € composta por 53,7% de
brancos, 34% de pardos e 11,9% de negros (171), enquanto que a frequéncia
encontrada dos pacientes com DMRI do presente estudo foi de 56,7% de brancos,
31,7% de pardos e 11,7% de negros. Assim, a amostra foi representativa da
distribuicdo étnica dos habitantes da cidade do Rio de Janeiro e, de acordo com a
epidemiologia da doenca, seria esperada uma quantidade maior de individuos de etnia
branca com DMRI, questdo que poderia ser mais bem evidenciada, possivelmente,

com o aumento do tamanho amostral.

c) Género

A DMRI ndo € uma doenca que tem a predi¢c&o por um género, apesar do sexo

feminino ser mais frequente em alguns estudos. Interessante notar que mulheres
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usuarias de terapia de reposicdo hormonal parecem apresentar reducdo do risco,
enguanto que a menopausa, em idades precoces, é associada ao aumento do risco,
0 que pode indicar a influéncia das questbes hormonais no desenvolvimento da
doenca (42,43,169).

Apesar da maioria da amostra estudada de 60 pacientes ter sido composta por
mulheres (80%), observou-se uma frequéncia maior da forma avancada (75%) em
pacientes do sexo masculino. Nao houve, entretanto, diferenca entre a forma seca e
a forma exsudativa entre 0s sexos.

Porém, vale ressaltar, que no grupo de aproximadamente 800 pacientes que
realizou a andlise genética, as mulheres foram mais acometidas pela DMRI do que os
homens (p=0,09) e apresentaram associa¢ao com o alelo variante A (p=0,004). Assim,
0 género feminino parece apresentar relacdo com a doenc¢a, porém ainda sao
necessarios mais estudos por ser um fator conflitante na literatura (42).

Em 2013, a Pesquisa Nacional de Saude realizada pelo IBGE (172) mostrou
que, no Brasil, as mulheres procuram mais os servi¢os de saude do que os homens.
Assim, a alta prevaléncia de doenca avancada no sexo masculino pode ser justificada
pela procura ao atendimento médico tardiamente, apds o avancar da DMRI, a partir
da presenca de reducao da acuidade visual de forma significativa, por exemplo. Esses
dados também podem explicar a alta prevaléncia de mulheres na amostra, que

procuram com mais regularidade os servi¢cos de saude.

d) Tabagismo

O tabagismo é reconhecidamente o principal fator de risco modificavel
associado a DMRI (42,43). Foi possivel observar que a chance para DMRI
neovascular foi onze vezes maior nos tabagistas ativos em relagdo aos individuos
nao-tabagistas, enquanto que, entre aqueles expostos ao tabagismo (ou seja, 0s
tabagistas atuais somados aos ex-tabagistas), a chance foi sete vezes maior,
corroborando os achados associados ao tabagismo em outros estudos (40,42,43,51).

Além disso, a média da carga tabagica entre o grupo com DMRI avancgada foi maior
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que a do grupo com DMRI inicial, o que refor¢ga a associagao do tabagismo com a
progressao da doencga.

A reducdao do risco para a DMRI exsudativa nos pacientes ex-tabagistas pode
ser justificada diante da média de interrup¢éo do habito de fumar, que no grupo foi de
30 anos. Segundo a literatura, o risco para o desenvolvimento de DMRI é reduzido
com a cessacdo do tabagismo e apos 20 anos, a probabilidade do individuo
apresentar DMRI seria comparavel a de individuos que nunca fumaram (49). Em
relacdo a progressédo da doenca, mesmo apos a interrupcdo do tabagismo, parece
ainda haver um leve aumento do risco quando comparado aqueles que nunca
fumaram, embora essa associacdo nem sempre é encontrada (42).

A Pesquisa Nacional de Saude em 2013 do IBGE revelou que 21,9 milhdes
(14,7%) de brasileiros maiores de 18 anos eram usuarios de produtos derivados do
tabaco, sendo mais relevante o cigarro industrializado (173). Considerando o periodo
de 1989 a 2010, a queda do percentual de fumantes no Brasil foi de 46%, como
consequéncia das Politicas de Controle do Tabagismo implementadas, estimando-se
que um total de cerca de 420.000 mortes foram evitadas neste periodo (174).

Salienta-se que, por ser um estudo transversal, a avaliacdo de risco para a
doenca perde forca em comparacdo aos estudos longitudinais. Contudo, o perfil
epidemioldgico do grupo estudado reforca a associacao do tabagismo com a DMRI,
tanto para as formas avancadas da doenca como para a forma neovascular
isoladamente, confirmando o tabagismo como um importante fator de risco
modificavel. Assim, o reforco das politicas de interrup¢do do tabagismo no Brasil
continua sendo fundamental para prevencdo de doencas como a degeneracdo

macular.

e) Hereditariedade

A historia familiar aparece como um fator de risco relevantemente associado a
DMRI, tanto na incidéncia quanto na progressdo da doenca (43,175). Entretanto,
apesar da importancia da suscetibilidade genética na DMRI, a natureza mdultipla dos

fatores implicados na doenca podem justificar a escassez relativa de formas familiares
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observadas (24). O estudos observam, além do aumento do risco entre irmaos de
individuos com DMRI, uma maior concordancia para a doenca em gémeos
monozigoticos em relacdo a gémeos dizigoticos (176-179).

Na amostra estudada, apenas uma paciente era conhecedora da mée ser
portadora de DMRI, fato que pode ser explicado também pelo baixo conhecimento ou

dificuldade de acesso aos exames oftalmologicos de rotina pela populagao.

f) Facectomia prévia

A cirurgia de catarata € uma condicdo frequentemente associada com o
desenvolvimento de DMRI avancada (neovascular ou atrofica), sendo descrito o risco
guase seis vezes maior em olhos pseudofacicos em relagéo a olhos facicos (43,180).
No entanto, o efeito da facectomia em olhos com a doenca ainda € um assunto com
resultados conflitantes na literatura (42). A comprenséao do perfil da resposta dos olhos
com DMRI a facectomia é extremamente necessaria e indispensavel, jA que a maioria
dos idosos sera portador de catarata em algum momento da vida e o objetivo cirargico
€ alcancar a melhor acuidade visual possivel, inclusive para os portadores de
degeneragcéo macular.

A maioria dos olhos do estudo eram facicos (73,33%) e a prevaléncia da forma
avancada foi semelhante entre os olhos facicos e pseudofacicos, assim como das
formas seca e neovascular. Se a maioria dos olhos do estudo fossem pseudofacicos,
talvez uma maior associacdo com as fases avancadas da doenca pudesse ser
encontrada. O tempo de cirurgia e 0 acompanhamento a longo prazo sao elementos

importantes nessa avaliacao.

g) Alimentacéo e uso de vitaminas antioxidantes

A luteina e zeaxantina sdo encontradas em niveis aproximadamente 50% maiores

em olhos normais do que em olhos portadores de DMRI (181). Esses carotenoides
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concentram-se nos axonios dos fotorreceptores e interneurbnios da camada
plexiforme interna da macula e atuam na absorcdo dos comprimentos de onda
associados ao dano fotoquimico da retina sensorial, além de removerem os radicais
livres gerados pela atividade metabdlica (181). Uma dieta pobre em carotenoides ou
rica em gordura saturada, gordura trans ou acidos graxos 6mega 6 é associada a
progressdo da DMRI (40,182), enquanto a dieta mediterranea, composta de baixa
ingesta de gorduras e alto consumo de grdos, frutas, legumes e vegetais, é
relacionada a reducdo do risco de progressao da doenca (42,182,183). Estudos
mostram que para ser observada uma melhora da fungéo visual e da pigmentacéo
macular apés suplementacdo dietética seriam necessarios pelo menos 2 anos de
acompanhamento (60).

Estudos relevantes, como o AREDS, mostram que a ingesta de vitaminas
antioxidantes é capaz de retardar a progressdo da DMRI (47). No presente trabalho,
aproximadamente 60% dos participantes disseram realizar uma dieta com verduras e
frutas, pelo menos trés vezes na semana. A OMS recomenda a ingestéo diaria de,
pelo menos, 400 gramas de frutas e hortalicas o que equivale, aproximadamente, ao
consumo diario de cinco porcdes desses alimentos. Um levantamento do Ministério
da Saude em 2019 mostrou que aproximadamente 26% da populacdo acima de 55
anos consomem cinco ou mais porcfes diarias de frutas e hortalicas nas capitais
brasileiras (184), metade da prevaléncia encontrada na amostra estudada.

As formas avancadas estiveram presentes em 69% dos pacientes que referiram
ingerir verduras e frutas pelo menos trés vezes na semana e em 64% dos que nao
apresentavam uma dieta adequada. Apesar de néo ter apresentado correlacdo com a
doenca, a avaliacdo da dieta alimentar como fator de risco para a DMRI apresenta
obstaculos como o viés de memoaria e a variabilidade do dia a dia de cada individuo,
gue devem ser considerados.

Apenas 18,33% dos participantes da pesquisa faziam uso de vitaminas
antioxidantes ha mais de dois anos, sendo 44% eram portadores de DMRI na fase
avancada. Observa-se que a maioria dos pacientes do estudo ndo possuiam
condi¢cdes financeiras para manter o tratamento continuo com as vitaminas
antioxidantes disponiveis no mercado. Além disso, a ingesta de suplementacao

antioxidante visa, principalmente, a evitar ou a retardar a progressao da doenca,
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porém quase metade dos pacientes que fazia uso de vitaminas antioxidantes ja

apresentava DMRI avancada em pelo menos um dos olhos.

h) indice de Massa Corporal (IMC)

A obesidade € uma condi¢do sistémica associada ao aumento do status pro-
inflamatorio no organismo e €, até 0 momento, um fator de moderada associagdo com
a DMRI (40). No estudo, a maioria foi composta por pacientes com sobrepeso e
obesidade. Entretanto, a forma avancada da doenca foi mais frequente entre os
pacientes eutroficos, mesmo ap0s ajuste pela idade, sexo e tabagismo. Ou seja, a
prevaléncia de DMRI inicial foi maior entre os pacientes com IMC aumentado.

Na literatura, individuos obesos apresentam maior risco para o
desenvolvimento da DMRI (42,51,185) e possuem niveis elevados de fatores pré-
inflamatoérios, como componentes do sistema complemento e citocinas como MCP-1
e TNF—a. Além disso, uma hipétese interessante € que o tecido adiposo € um local de
armazenamento de carotenoides e conforme o peso corporal aumenta, menos desses
carotenoides estariam disponiveis na macula (42,58).

Em 2019, no Brasil, o percentual de individuos com sobrepeso (IMC 2 25kg/m?)
entre 55 a 64 anos era de 63,1% e acima de 65 anos, 59,8% (184), o que foi
evidenciado também na amostra estudada, com prevaléncia de sobrepeso e
obesidade de 68,34%. Esse é um reflexo da tendéncia de aumento da obesidade na
populacdo brasileira e, como evidenciado no estudo, também na populacdo idosa
(184).

Dos pacientes que realizavam a ingesta de frutas e verduras trés vezes na
semana, 80% ja apresentaram sobrepeso ou obesidade. Entre 0s pacientes que néo
possuiam uma dieta adequada, 52% tinham sobrepeso ou eram obesos. Assim, 0s
pacientes eutroficos, mais associados a DMRI avancada na pesquisa, podem
apresentar uma ingesta alimentar com caréncia de vitaminas, a qual atuaria como um

fator aditivo para o desenvolvimento da degeneragcéo macular.
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i) Exposicao solar e cor dairis

Apesar da exposi¢éo a luz solar e a cor clara da iris serem sugestivos fatores
de risco ao aumento do dano oxidativo na retina, sdo ainda elementos inconsistentes
na literatura para o risco de desenvolvimento de DMRI (43,59). O The Blue Montains
Eye Study (1998) associou aumento do risco de DMRI, tanto inicial quanto tardia, para
pessoas com iris azul expostas aos raios ultravioletas a partir de 3.654 participantes
australianos (186). Entretanto, posteriormente, os resultados na literatura ndo foram
suficientemente fortes para estabelecer essa caracteristica como fator de risco para o
desenvolvimento de DMRI (187) e a cor clara da iris ainda se apresenta como um
fraco e inconsistente fator preditor de progressédo para as formas avancadas (43).
Mesmo assim, a protecao de Oculos de sol deve ser aconselhada para reduzir o dano
retiniano que pode ser causado pela exposicdo intensa a luz solar a longo prazo.

A exposicao solar de mais de oito horas diarias foi associada a DMRI inicial
(aproximadamente seis vezes mais risco) e DMRI tardia (com risco trés vezes maior)
por Schick et al (2016). Estudos mostraram a relacdo da exposicao solar desde a
juventude com o aumento da incidéncia de DMRI inicial, enquanto a exposi¢ao solar
em individuos idosos apresentou pouca ou nenhuma influéncia. Além disso, trabalhos
ocupacionais ao ar livre durante a juventude apresentaram o aumento do risco para o
desenvolvimento de DMRI avangada (188).

Apesar da exposicao a luz solar ser sugestiva de aumentar o risco para a DMRI,
€ ainda um fator inconclusivo na literatura, além de ser dificil sua mensuracao (59).
Mesmo assim, a exposicao solar excessiva € fator de risco outras patologias, como
catarata e cancer de pele, sendo a protecao solar fundamental para a protecéo do
organismo durante a vida (164).

A maioria dos pacientes da pesquisa referiu ndo apresentar exposicédo solar
excessiva durante a vida e apenas cinco participantes possuiam iris de cor clara,
caracteristica que nado é prevalente na populacdo do Rio de Janeiro. Nao houve
associacdo desses fatores com a progressdo da doencga no estudo, porém, como
discutido anteriormente, a exposi¢ado a luz solar é um elemento de dificil mensuracao
e um trabalho, a longo prazo, com populacdes de uma mesma localizacdo, com

habitos de vida ou exposicdo ocupacional semelhantes, utilizando uma forma
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padronizada de quantificacdo do nivel de exposicdo solar em iris claras, seria uma

maneira mais eficiente para essas analises de dificil metodologia.

j) Atividade fisica

A atividade fisica ndo € um fator de protecdo bem estabelecido para a DMRI,
porém deve ser estimulada para a boa saude do organismo e da retina (42). Em
estudo de coorte com aproximadamente 21 mil participantes, observou-se a reducéo
do risco de DMRI na forma intermediaria em mulheres, mas ndo em homens (189).
Outro estudo longitudinal acompanhou aproximadamente 4 mil individuos durante 15
anos e a presenca de atividade fisica mais de 3 vezes por semana reduziu o risco
para DMRI neovascular em relacdo aqueles que ndo praticavam nenhum exercicio
(190), assim como foi observado no presente estudo, em que pacientes sedentarios
apresentaram mais chance de progressao da doenca.

Um terco dos participantes realizavam atividade fisica pelo menos duas vezes na
semana, proporcao que esta de acordo com a média nacional de 31,5% de pessoas
entre 55 e 64 anos e acima da média de 24,4% de individuos acima de 65 anos que
realizam atividade fisica de moderada intensidade por pelo menos 150 minutos por

semana, de acordo com o Ministério da Saude (184).

k) Hipertenséo arterial sistémica (HAS)

A HAS é uma condicdo de moderada associacdo, sendo relacionada
principalmente a forma neovascular da DMRI (43). Apesar disso, estudos mostram
gue o uso de medicacdes anti-hipertensivas nao apresenta beneficios na reducao do
desenvolvimento da doencga (42).

Em 2019, o Ministério da Saude evidenciou uma prevaléncia de hipertenséo

arterial sistémica em 45,2% das pessoas de 55 e 64 anos e 59,3% daqueles com 65
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anos ou mais, acometendo 55,5% dos homens e 61,6% das mulheres nesse ultimo
grupo (184).

No presente estudo, 70% dos participantes eram hipertensos, média acima da
encontrada na populacdo brasileira, atingindo 83,3% dos homens e 66,7% das
mulheres. Como o numero de homens no grupo foi pequeno (12 participantes),
provavelmente com o aumento de participantes masculinos, a proporcao de pacientes
hipertensos esperada serd mais proxima da média populacional.

Apresentaram DMRI neovascular aproximadamente 60% dos pacientes
hipertensos e 50% dos pacientes ndo hipertensos, ndo havendo diferenca significativa
apos ajuste dos dados. A hipertenséo arterial parece atuar como um fator contribuidor

na fisiopatologia da doenca e ndo como um fator de risco de forte associagéo (40).

[) Diabetes Mellitus (DM)

O diabetes possui fraca associacdo com a degeneracao macular nos estudos
realizados (40). Postula-se, entretanto, que o controle glicémico adequado poderia
auxiliar na prevencao de DMRI por melhorar a homeostase retiniana e reduzir a
resposta inflamatoria local (42,60).

No grupo estudado, 22% dos pacientes eram diabéticos e a doenca esteve
presente em 16,7% dos homens e 22,9% das mulheres. Dados brasileiros de 2019
indicam que 17,3% dos individuos com 55 a 64 anos eram diabéticos (18,9% dos
homens e 16,1% das mulheres) e 23% das pessoas com 65 anos ou mais (24,6% dos
homens e 22% das mulheres) apresentavam essa condi¢céo (184). Logo, a prevaléncia
de pacientes com DMRI diabéticos foi proxima da média populacional. Da mesma
forma que os valores encontrados para a HAS, o aumento do tamanho amostral para
0 sexo masculino provavelmente aproximaria a prevaléncia de diabetes encontrada
nesse grupo da meédia populacional brasileira.

N&o houve associacao do diabetes com as formas avancadas da doenca na
amostra. Entretanto, pacientes com retinopatia diabética foram excluidos do trabalho,
0 que limita a avaliacdo da associacédo da doenca com a DMRI, assim como costuma

ocorrer em outras pesquisas.
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m) Perfil lipidico

A disfun¢éo no sistema metabdlico de lipidios € relacionada a fisiopatologia da
DMRI devido ao acumulo de lipoproteinas nas drusas. Apesar de ser, cada vez mais,
observada a associacdo da desregulacdo lipidica com a DMRI (37,53), algumas
informacdes ainda sdo controversas, como a relagdo entre os niveis séricos de
colesterol ou triglicerideos com a doencga (42,53,55). Da mesma forma, € interessante
notar que o aumento dos niveis de HDL, subtipo de colesterol considerado protetor ao
sistema cardiovascular pela reducao da aterosclerose, apresenta-se geralmente como
fator de risco para a DMRI, principalmente para a forma de atrofia geogréfica
(42,53,55,191).

Isso é justificado a partir da disfuncéo na molécula de HDL que teria sua fungéo
alterada no microambiente oxidativo retiniano. O HDL elevado é convertido em
particulas pro-oxidantes e pro-inflamatorias disfuncionais que prejudicam o efluxo de
colesterol e promovem a oxidagcdo do LDL no EPR. Dessa forma, as funcdes
protetoras do HDL seriam sobrecarregadas pela inflamacéo fazendo com que outros
fatores, como a oxidacdo mediada por mieloperoxidase e as atividades antioxidantes
e antiinflamatérias do HDL, se tornam ineficazes. Consequentemente, produtos de
oxidacao, como lipidios de peroxidacéo, gradualmente se acumulam na retina e na
membrana de Bruch, onde essas moléculas iniciam o estimulo inflamatorio e levariam
ao acumulo dos depdsitos drusenoides, o estagio inicial da DMRI (56).

Por conseguinte, a pesquisa de variantes genéticas ha DMRI associadas ao
metabolismo lipidico e a molécula de HDL é extensa. Variantes como a rs493258 e
rs10468017 no gene LIPC, rs3764261 no gene CETP, rs1883025 no gene ABCALl e
a rs12678919 no gene LPL sdo descritas. As alteracdes do metabolismo lipidico
devem ser investigadas profundamente, pois parecem apresentar um papel

importante na fisiopatogenia multifatorial da DMRI.

n) Outros fatores
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Na literatura, alguns outros fatores oculares sdo pesquisados nos pacientes
com DMRI. A hipermetropia foi a ametropia mais frequente no estudo, presente em
59,2% dos olhos facicos, em concordancia com outros estudos epidemiol6gicos
(51,63,64). Estima-se que o erro refracional esteja presente em 34% da populacao
brasileira, segundo o Conselho Brasileiro de Oftalmologia, realizado em 2019 (10), e
portanto, a prevaléncia dessa ametropia entre os pacientes com DMRI foi maior do
que a média populacional esperada, sugerindo uma possivel relacdo da doenca em
olhos com comprimento axial reduzido.

Kymuonis et al (2007) mensuraram a espessura corneana central e 0
comprimento axial em 130 olhos com DMRI neovascular e 98 olhos sem a doenca,
ajustados por sexo e idade. As mensuragdes foram realizadas entre a mesma faixa
de horério para evitar a variacdo diurna da espessura corneana e antes de qualquer
procedimento invasivo como a tonometria de Goldmann, ndo encontrando resultados
significativos (192). No presente estudo, as médias paquimétricas entre os olhos com
DMRI na forma seca e na forma neovascular foram semelhantes, assim como entre
olhos facicos e pseudofacicos. A hipbtese relaciona a doenca com um possivel
aumento da rigidez escleral que dificultaria a perfusdo coriorretiniana. Apesar de nao
ser uma hipétese recorrente na literatura, qualquer condicdo que seja capaz de alterar
a permeabilidade do complexo coroide-EPR com risco para a perfusao inadequada
da retina deve ser aventado.

Em relacdo aos fatores sociais, mais da metade dos participantes do estudo
apresentava o ensino fundamental completo e menos de 15%, o ensino superior
completo. Algumas pesquisas populacionais longitudinais mostram que os niveis
educacionais sao inversamente relacionados com o desenvolvimento de DMRI, como
foi observado no presente estudo em que a chance de progressao da doenca foi 3
vezes maior nos pacientes com ensino medio completo e 5 vezes maior para aqueles
que possuem apenas o ensino fundamental. Presumivelmente, os niveis educacionais
estdo diretamente associados a condi¢cbes socioecondmicas como dificuldade no
acesso a saude com atraso no diagnéstico e tratamento precoces, além da realizagéo
de possiveis habitos prejudiciais a saude. Em estudos de coorte menores, entretanto,
a associagao com a escolaridade nem sempre € encontrada (42).

Por fim, ressalta-se que 41,18 % dos pacientes com DMRI exsudativa havia
recebido tratamento com anti-VEGF até o momento da entrevista e desses, 78,57%
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ja apresentavam cicatriz retiniana irreversivel. Além disso, 50% dos pacientes
apresentavam cegueira, em pelo menos um olho, causada principalmente pela
neovascularizagdo de coroide. Esses dados, em associacdo ao numero limitado de
pacientes que conseguiram, por fim, realizar o tratamento intravitreo de forma efetiva
no SUS, assim como a alta prevaléncia de participantes com cicatriz disciforme,
revelam a deficiéncia no tratamento da DMRI e na prevencédo da perda visual no
sistema publico de saude brasileiro.

Em conclusao, na avaliacdo sociodemogréfica dos pacientes com DMRI que
participaram do estudo, foi possivel observar que a média de idade encontrada,
tabagismo, etnia, género, realizacdo de atividade fisica e escolaridade estiveram em

concordancia com os principais resultados da literatura.
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6 LIMITACOES E CONTRIBUICOES DO ESTUDO

A populacdo brasileira € extremamente miscigenada, logo, estudos genéticos
amplos no pais, idealmente, devem considerar a hereditariedade de cada estado e
abranger de forma adequada o grupo amostral pesquisado.

No presente estudo, avaliou-se a frequéncia da variante em uma amostra da
populacdo brasileira com DMRI e foi possivel observar uma tendéncia a forma
neovascular nos pacientes portadores da variante genética. A pesquisa possui
relevancia ao apresentar, pela primeira vez, a prevaléncia da variante rs1143627 em
um grupo amostral brasileiro, além de ser um dos poucos trabalhos na literatura
mundial a realizar a associagéo dessa variante com a DMRI.

O estudo revelou também que o efeito da variante génica rs1143627 foi baixo no
grupo estudado.

Os estudos transversais sdo normalmente utilizados para levantamento de dados
e andlise da prevaléncia de agravos, ndo sendo usado para a definicdo de fatores de
risco, como ocorre nos estudos de coorte e caso-controle. Entretanto, a pesquisa
revelou a importancia da idade e do tabagismo como importantes contribuintes
presentes no desenvolvimento e progressao da doenca em um grupo de 60 pacientes,
o que reforca o efeito significativo desses fatores na DMRI.

Algumas condi¢cBes como exposicao solar, atividade fisica e dieta alimentar séo
comumente influenciadas por questdes individuais e vieses, como o0 de memoria.
Assim, é necesséaria uma forma de padronizacdo da mensuracdo da quantidade de
exposicao envolvida, para que essas condicdes possam ser determinadas como

preditores de risco ou de protecdo nas pesquisas epidemioldgicas realizadas.
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CONCLUSOES

O caminho da compreenséo da fisiopatogenia da DMRI a partir das alteracoes
genéticas explicita a complexidade envolvida na multifatorialidade dessa doenca, que
possui 0 envolvimento de mecanismos inflamatérios como um dos pilares de sua
etiologia.

As futuras perspectivas das pesquisas na degeneracdo macular relacionada a
idade visam compreender a complexa fisiopatologia em sua totalidade, a busca de
tratamentos e a descoberta de variantes genéticas capazes de modular o fendtipo e o
curso da doenca, a partir de sua interagcdo com fatores de risco ambientais. O
entendimento dessas condi¢cdes pode possibilitar uma terapéutica individualizada, a
partir de medicamentos que beneficiardo pacientes com DMRI de acordo o seu perfil
genético e o ambiente no qual o individuo se encontra.

Assim, espera-se que, no futuro, os indices de baixa visual causados pela doenca
sejam menores do que aqueles que observamos atualmente, 0 que ocorrera atraves
do diagnostico precoce, de um acompanhamento adequado e por um tratamento

acessivel a todos.
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ANEXO A — Questionario (UERJ)

QUESTIONARIO: FATORES DE RISCO AMBIENTAIS EM DMRI

DADOS GERAIS

NOME:

PRONTUARIO:

DN: / /
PROCEDENCIA: CIDADE/UF:
TEL: CEL RECADO
END:

BAIRRO CEP CID/UF

SECAO A:

INFORMACOES DEMOGRAFICAS

1.IDADE:1 050-59 2 060-69 3 070-79 4 o>80
2.SEXO: 1 oF 2 oM

3. Antes de vir para o Brasil, de que pais eram seus pais/avos/bisavos?
1 Maternos o NAO SEI
2 Paternos o NAO SEl

4. De qual raga/etnia se considera?
1 oBranco 2 oAsidtica 3 o Mulato/Pardo 4 o Amerindio 5 o Negra
6 o Outro:

5. PESO: Kg ALTURA: m
IMC (indice de massa corpdrea): 1 o <22 2 022-30 3 o>ou=30

Qual foi seu maior peso até hoje (ndo incluindo gravidezes)? Kg
Quantos anos vocé tinha nessa época?

6. PROFISSAO atual:
Trabalhos anteriores:

7. EDUCACAO (o ultimo nivel escolar que cursou):

1 o Abaixo da 8a série
2 0O 82série completa
3 o 1-3 anos de colegial
4 o finalizou o colegial
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5 o 1-3 anos de universidade
6 o finalizou a universidade
7 0O Educacdo além da universidade

SECAO B: HISTORIA DE TABAGISMO

8. Alguma vez fumou pelo menos um cigarro por dia por seis meses ou mais?
0 o NAO

1o0SIM cigarros/dia

2 o ex-fumante ha ano (s)

3 o fumante passivo (no trabalho/parceiro fumante)

9. Que tipo de cigarro?

10. SE SIM: Com que idade comecou a fumar cigarros? ANOS

11. SE SIM: Fuma cigarros hoje?
0o NAO 10SIM

12. Contando com os momentos em que parou de fumar, quantos anos fumou no total?
ANOS

SOMENTE PARA FUMANTES ATUAIS:

13. Quantos cigarros fuma por dia agora? CIGARROS

14. Aproximadamente quantos cigarros fumou por dia durante a maior parte do tempo
desde que comecou a fumar? CIGARROS

EX-FUMANTES:
15. Com que idade parou de fumar? ANOS

16. Aproximadamente quantos cigarros fumou por dia durante a maior parte do tempo
desde que vocé comegou a fumar? CIGARROS

SECAO C: ETILISMO, HABITOS ALIMENTARES, EXPOSICAO SOLAR, SEDENTARISMO

17. ETILISMO:

0 o NAO

1 o SIM (> 3 doses diarias)

2 0 ex-etilista ha ano(s)

18. ALIMENTACAO (ingest3o de verduras/frutas pelo menos 3d/semana):
0 oNAO 1 oSIM
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19. ATIVIDADE FiSICA (academia/caminhada/hidroginastica):
0 oNAO 1 oSIM 2x/semana 2 o SIM 3x ou mais/semana

20. EXPOSICAO SOLAR (em média de 20 anos na vida adulta): 0 o NAO 1o SIM
21. RESIDE EM: 1 o area urbana (cidade) 2 o area rural (campo)

SECAO D: AVALIACAO OFTALMOLOGICA

22. QUEIXA (S):

0 o NAO (sem queixas oculares)

1 o BAV subita OD

2 o BAV subita OE

3 o BAV progressiva OD

4 o BAV progressiva OE

5 o escotoma (s) central (is) OD

6 O escotoma (s) central (is) OE

7 0 escotoma (s) paracentral (is) OD
8 O escotoma (s) paracentral (is) OE
9 o metamorfopsia OD

10 o metamorfopsia OE

110 outro (s)

23.AF:0oNAO 1oSIM 2opai 3omae 4oirmdos 5 oavd/avé paterno (s)
6 O avO/avd materno (s) 7 o outro(s)

24. CORDARIS: 1 oclara 2 omédia 3 o escura
25. VICIO REFRACIONAL (>1D): 0 o NAO 1 o miopia 2 o hipermetropia 3 o astigmatismo

26. DOENCAS SISTEMICAS:

o NAO

o HAS (sist. >/= 160mmHg/diast. >/=95 mmHg)
O diabetes (insulina)

o diabetes (hipoglicemiantes)

O diabetes (dieta)

O angina

o AVC

O cancer de pele

O artrite reumatoide

O artrose

10 o tireoidopatias

11 o outra(s)

OO NOOULLDWNEO

27.CATARATA: 0 oNAO 100D 2 oOE 3 oODoperado 4 oOE operado
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28. PAQUIMETRIA: OD OE

29. PI0: OD mmHg OE mmHg
30. OUTRAS DOENGAS OCULARES:
0 oNAO 1uveiteOD 2ouveite OE 30DR OD 4o0DROE 5 oglaucoma OD

6 0O glaucoma OE 7 o pterigio OD 8 o pterigio OE
9 ooutra(s)

31. COLESTEROL TOTALALTO: 0 oNAO 1oSIM
HDL LDL

32. TRIGLICERIDES ALTO: 0 o NAO 1 oSIM

33. MEDICACAO EM USO:
0 oNAO 1 odiurético 2 obetabloqueador 3 o bloqueador de célcio 4 o aspirina
5 o digoxina 6 O antiarritmico 7 o hipoglicemiante oral 8 minsulina 9 o antidcido
10 o antiinflamatério 11 o hormonio de tiredide 12 o estrégeno

13 o progesterona 14 O outro(s)

34. USO DE VITAMINAS/MINERAIS (ha mais de 3 anos):
0 oNAO 1 ocentrum/ocuvite/vitergan/vitalux 2 odmega 3 O outros polivitaminicos
4 ozinco 5 oOluteina/zeaxantina 6 O outro(s) suplemento(s)

35. AV C/C (o tabela ETDRS 4m/o Snellen ) :
1 PLOD 2 PLOE
3 PPOD 4 PP OE:

36. USA AUXILIO OPTICO: 0 oNAO 1 oSIM qual:
37. ACESSO A REABILITACAO: 0 o NAO 1 o SIM qual (is):

38. TIPO DE DMRI: segundo CARMS (Age-Related Maculopathy Grading System) grade
1=auséncia de DMRI, grade 2=small drusen and/or pigment irregularities, grade
3=intermediate AMD, grade 4=central or noncentral geographic atrophy, grade
5=neovascular disease

oD 1o 2o 30 40 50 60outro(s)

39. TIPO DE DMRI
OE 1o 2o 30 40 50 6o0outro(s)

40. ANGIO/RETINOGRAFIA:  OD

1 0 DRUSAS MOLES (>125um) 2 o DRUSAS DURAS (>125um) 3 o ATROFIA EPR
40 MNVC 5 o FIBROSE SUBRETINIANA 6 0 CICATRIZ FOTOCOAG. 7 o DEP
8 0 HEMORRAGIA (s) 9 o PROLIF. PIGMENTAR 10 o outro (s)




41. ANGIO/RETINOGRAFIA:  OE
1 o DRUSAS MOLES (>125um) 2 o DRUSAS DURAS (>125um) 3 0 ATROFIA EPR
4 0 MNVC 5 o FIBROSE SUBRETINIANA 6 O CICATRIZ FOTOCOAG. 7 o DEP

8 0 HEMORRAGIA (s) 9o PROLIF. PIGMENTAR 10 o outro (s)

42. OCT: OD espessura macular: MNVS tipo:
OE espessura macular: MNVS tipo:

43. TRATAMENTO REALIZADO: OD

0o NAO

1 o LASER

20PDT

3 0 ANTI-ANGIOGENICO ~ LUCENTIS( )AVASTIN( )EYLEA( ) APLICACOES
4 0 TRIANC + ANTIANGIOG LUCENTIS( ) AVASTIN( )EYLEA( ) APLICACC)ES
5 O outro(s)

44. TRATAMENTO REALIZADO: OE

0o NAO

1 o LASER

20PDT

3 0 ANTI-ANGIOGENICO ~ LUCENTIS( ) AVASTIN( )EYLEA( ) APLICACOES
4 o TRIANC + ANTIANGIOG LUCENTIS( ) AVASTIN( )EYLEA( ) APLICACOES

5 0 outro(s)
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ANEXO B - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa
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Apresentagio do Projeto:

A degeneragSo macular relacionada & idade (DMRI) & uma doenga ocular degenerativa que afeta a regido
central da retina, denominada macula,

responsavel pela visdo de cores e detalhes. &4 DMRI € a principal causa de cegueira legal em pacientes com
mais de 50 anos de idade nos paises

desenvolvidos, apresentando-se como doenga complexa e multifacetada, com fatores predisponentes
genéticos & ambientais variados. As

pesquisas dos mecanismos genéticos relacionados & degeneragdo macular relacionada 4 idade avangam
profundamente & procura de seu

entendimento e sua possivel cura, ainda ndo descoberta. A disfungdo mitocondrial apresenta um papel
importante no desenvolvimento e progresséo

da DMRI £ algumas de suas principais variagdes genéticas foram identificadas e vem sendo associadas &
diferentes regides (América do Norte,

Europa, ﬁksia, .ifrica}. Os trabalhos epidemiologicos relacionados @ DMRI no Brasil sdo escassos na
literatura. Esse projeto tem por intuito estudar o

perfil genético da variagic mitocondrial e os riscos da DMRI em uma amostra da populagio brasileira, em

um centro de referéncia oftalmologico no
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Estado do Rio de Janeiro — Hospital Universitario Pedro Emesto_ Pacientes portadores de DMRI, apos
consentimento esclarecido, participardo de

entrevista com questionario e realizardo coleta de amostra sanguinea para analize genética laboratorial.
Objetiva-ge tragar o perfil da genética

mitocondrial dos pacientes com DMRI na populag&o estudada, assim comeo suas possiveis variagbes
génicas.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

IDENTIFICM}.&G DAS VARIANTES GENETICAS MITOCONDRIAIS (POLIMORFISMOS- SNPS) NOS
PACIENTES COM DEGENEHAQ.&U

MACULAR RELACIONADA A IDADE.

Objetivo Secundario:

- IDENTIFICM;..E-.G E A‘JALIAI:;E.G D4 FREQUENCIA DOS PRINCIPAIS HAPLOGRUPOS
MITOCONDRIAIS {&, B, C, D X} — ORIGINADOS DA

AMERICA DO NORTE(H,1,J K. T.U VW E X} — ORIGINADOS DA EURCPA (L1 & L3) — ORIGINADOS DA
AFRICA

- IDENTIFICAR E CORRELACIOMNAR OS5 PRINCIPAIS FATORES DE RISCO PARA DMRI NO GRUPO EM
ESTUDC.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Sera realizada uma pungSo venosa periférica em regifo cubital de membro superior uma dnica vez por
profissional da enfermagem experiente onde

sera retirada uma quantidade de sangue venoso de 5 ml, sem prejuizo & sadde.

Beneficios:

Mao ha beneficios especificos aos pacientes submetidos & pesquisa. Os mesmos poderdo aceitar ou
recusar participar da mesma, sem

constrangimento, perda de seguimente ou modificacSo em sua assisténecia médica.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

- 0= pacientes serdo selecionados conforme acompanhamento e admissdo setor de Oftalmologia do HUPE
durants o periodo do estudo;

- Apos explicacdo do projeto e assinatura do termo livre e esclarecide, os pacientes selecionados serdo

submetidos a exames de biomicroscopia e
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fundoscopia realizadas na ldmpada de fenda

- (s pacientes serdo submetidos a retinografia, ao exame de OCT (Tomografia de Coeréncia rf)ptiu:a] de alta
resclugdo com o aparelho Spectralis @

(Heidelberg Engeneering, Heidelberg, Gemany), pagquimetria e a auto-fluorescencia.
- Sera aplicado o questionaro “ Fatores de risco ambientais e genéticos em DMRI® a todos os pacientes da
pesquisa. & entrevista sera realizada

pela pesquisadora principal em uma sala reservada.
- Ao final da entrevista serfio coletados 5 mL de sangue periférico venoso de todos os individuos incluidos
no estudo, em frasco estéril com EDTA

10% como anticoagulante, para posterior extrag8o de DNA por enfermeiro experiente do servigo de
Oftalmologia,
- A5 amostras sanguineas serdo analisadas pelo Laboratorio do Centro de Biologia Molecular e Engenharia
Genética (CBMEG) — UMICAMPISP.
- 05 resultados serdo submetido a analise estatistica para conclusio da pesguisa.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Foram avaliadas as informagdes contidas na Plataforma Brasil & as mesmas se encontram dentro das
normasg vigentes e sem riscog eminentes aog participantes envolvidos de pesquisa.

Recomendagdes:

De acordo com a Resolugdo 446/12 do Conselho Nacional de Salde/CNS, o termo de consentimento livre &
esclarecido (TCLE), que devera sequir os seguintes itens:

- (s campos de assinatura devem seguir o seguinte padrao:

i
Mome do Participante Assinatura do Participante Data
I
Mome do Pesquisador Assinatura do Pesquisador Data

alterar:

Contado do Comité de Etica em Pesquisa - Caso seja necessario vocé pode entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa do HUPE para esclarecimentos ou informagdes quanto a validade da
pesquisa: Av. 28 de setembro, 77 térreo Vila lsabel — CEP 20551-030 - Tel: 21-2868.8253 — Email: cep-
hupe@uerj.br.

Enderego:  Awvenida 28 de Setembro 77 - Temeo

Bairro:  Vila lsabsl CEF: 20.551-030
UF: R Municipio: RIO DE JANEIRD
Telefone: [21)2388-8253 E-mail: cep hupe.ntermo@gmail.com

Pagina 03 de £



]'
=
,"m,e. ER

Continuaglio do Farecer: 2531431

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagies:
O projeto pode ser realizado da forma como estd apresentado. Diante do exposto e 4 luz da Resolugo CNS
n?466/2012, o projeto pode ser enquadrado na categoria — APROVADO.
Consideragies Finals a critério do CEP:
Tendo em vista a legislagBo vigente, o CEP recomenda ao Pesguizador: Comunicar toda e gualguer

UERJ - HOSPITAL
UNIVERSITARIO PEDRO
NESTO/ UNIVERSIDADE DO

Broa ™

alteragio do projeto e no termo de consentimento livre e esclarecide, para andlise das mudangas; Informar

imediatamente qualguer evento adverso ocomido durants o desenvolvimento da pesquisa; O Comité de

Etica solicita a . 53 gue encaminhe relatorios parciais de andamento a cada 06 (seis) Meses da pesquisa

£ ao término, encaminhe a esta comissdo um sumario dos resultades do projeto; Os dados individuais de
todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para possivel auditoria dos

orgdos competentes.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagao
Informagoes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS DO P | 15112017 Aceito
do Projeto ROJETO 948657 pdi 10:21:47
Projeto Detalhado /' | projeto_mestrade.doc 15112017 | LANA SAYURI Aceito
Brochura 10:2046 | MAKITA
Investigadaor
Folha de Rosto folhaDeRosto. pdf 0712017 | LAMA SAYURI Aceito

223132 | MAKITA
Outros questionano.docx 0712017 | LAMNA SAYURI Aceito
Z2ATEE | MAKITA
TCLE ! Termos de  |TERMO_DE_COMSENTIMENTO_LIVE [ 071172017 | LAMNA SAYURI Aceito
Assentimento | E_E ESCLARECIDO.docx IS8 | MAKITA
Justificativa de
Auséncia

Situacio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

Nio

Endersgo:.  Aveniga 28 de Sst2mbro 77 - Témen

Balmo: Vila Isabel
UF: Rd
Telsfons:

CEP- 20.551-030

Municiplo: RIC DE JANEIRD
{21)2563-6253

E-mall:

cep.hupe.Intermog@gmall.com
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) a participar, como voluntério(a), do estudo intitulado “Estudo
do perfil genético e fenotipico de pacientes com degeneracdo macular relacionada a idade
em Hospital Universitario no Sudeste do Brasil” conduzido pela dra. Lana Sayuri Makita.

OBJETIVO DA PESQUISA:

Esse € um estudo que envolve pacientes com degeneracdo macular relacionada a
idade. O objetivo geral é identificar genes que participam da caracterizacéo do perfil genético
da degeneracdo macular relacionada a idade e os principais fatores fenotipicos
(caracteristicas) associados a essa doenca em nossa amostra selecionada de pacientes. Esses
estudos poderdo levantar dados que possibilitardo um conhecimento mais aprofundado sobre
a degeneracdo macular relacionada a idade, doenca que representa uma das principais causas
de cegueira no mundo. Tanto as amostras de DNA, como a informagdo médica que forem
obtidas para este estudo, poderdo ser compartilhadas com outros pesquisadores, podendo
assim ser utilizadas eventualmente para outros fins de pesquisa desta moléstia. O sigilo sera
mantido em todos os estudos colaborativos atraves da utilizacdo de um cddigo para a
identificacdo dos individuos participantes.

PROCEDIMENTO:

Vocé foi selecionado (a) por apresentar degeneracdo macular relacionada a idade, ter
mais de 50 anos de idade e ndo possuir outra doenca oftalmoldgica que possa interferir nos
resultados finais. Sua participacdo ndo é obrigatoria. A qualquer momento, vocé podera
desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa, desisténcia ou retirada de
consentimento ndo acarretara prejuizo.

Sua participacdo nessa pesquisa consistira em responder uma entrevista com
perguntas a respeito dos seus antecedentes médicos e familiares. Essa entrevista sera
realizada na sala 3 do setor de Oftalmologia do Hospital Universitario Pedro Ernesto e seréa
feita pela pesquisadora principal, dra. Lana Makita, tendo em média 40 minutos de duracdo,
podendo o acompanhante familiar estar presente. Durante a entrevista, ndo sera realizada
gravacdo de audio ou imagem.

Vocé serd submetido também a um exame oftalmoldgico para confirmar seu estado
clinico. O exame oftalmolégico tem o objetivo de observar se ha alteragdes no olho que
lembrem aquelas que vemos na degeneragdo macular relacionada a idade. Estes
procedimentos sdo normalmente realizados em qualquer exame oftalmoldgico, sdo seguros
e ndo apresentam riscos a sua vista. Finalmente, uma amostra de sangue sera colhida (5 a 10
ml, o equivalente a duas colheres de sopa). Hospitalizacdo ndo sera necessaria. O DNA,
extraido a partir do sangue de cada paciente, serd preservado conforme o Regimento do
Laboratorio de Genética Molecular Humana do CBMEG (UNICAMP) se o paciente assim 0
consentir. A entrevista, 0 exame oftalmologico e a coleta de sangue serdo realizados no
mesmo dia.

RISCO E DESCONFORTO:
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Uma coleta de 5 a 10 ml de sangue serd efetuada. Os riscos associados a esse
procedimento sdo minimos, podendo ocorrer dor e manchas roxas (equimoses) no local da
coleta de sangue. O desconforto serd minimo, pois se trata de uma coleta de sangue
geralmente da veia do brago que serd realizado por profissional treinado e devidamente
habilitado para realizar esse procedimento.

VANTAGENS:

N&o haverd nenhuma vantagem direta com a participacdo neste estudo e o diagnostico
e 0 seu tratamento provavelmente ndo serdo modificados. Os resultados dos testes
moleculares que por ventura forem obtidos estardo disponiveis através do acompanhamento
no ambulatério de origem. A participacdo neste estudo ndo é remunerada e nem implicara
gastos para os participantes.

SIGILO:

As informagdes médicas, assim como os resultados dos testes genéticos decorrentes
desse projeto de pesquisa, fardo parte do prontuario médico do propdsito e serdo submetidos
aos regulamentos do Hospital Universitario Pedro Ernesto, referentes ao sigilo da informacéo
médica.

Os dados obtidos por meio desta pesquisa serdo confidenciais e ndo serdo divulgados
em nivel individual, visando assegurar o sigilo de sua participacdo. O pesquisador
responsavel se comprometeu a tornar publicos nos meios académicos e cientificos os
resultados obtidos de forma consolidada sem qualquer identificacdo de individuos
participantes.

FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL :

Caso vocé concorde em participar desta pesquisa, assine ao final deste documento,
que possui duas vias, sendo uma delas sua, e a outra, do pesquisador responsavel /
coordenador da pesquisa. Seguem os telefones e o endereco institucional do pesquisador
responsavel e do Comité de Etica em Pesquisa — CEP, onde vocé podera tirar suas ddvidas
sobre o projeto e sua participacdo nele, agora ou a qualquer momento.

Contatos do pesquisador responsavel: DRA. LANA SAYURI MAKITA, Fellow em Retina,
tel: (21) 2868-8304 ou (21) 2868-8302, Hospital Universitario Pedro Ernesto, Boulevard 28
de Setembro, 77 - Vila Isabel, Rio de Janeiro - RJ, 20551-030- Setor de Oftalmologia — 4°
andar. E-mail: lanasayuri@uerj.br

Contado do Comité de Etica em Pesquisa - Caso seja necessario vocé pode entrar em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa do HUPE para esclarecimentos ou informagdes quanto
a validade da pesquisa: Av. 28 de setembro, 77 térreo Vila Isabel — CEP 20551-030 - Tel:
21-2868.8253 — Email: cephupe@uerj.br.
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DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:

Sua participacdo é voluntaria e vocé pode se recusar a participar ou retirar seu
consentimento e interromper a sua participacdo 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 Hospital Universitario Pedro Ernesto. VVocé reconhece também que
a Dra. Lana Sayuri Makita pode interromper a sua participacdo nesse estudo a qualquer
momento que julgar apropriado. Vocé € informado que pode autorizar que esse material
genético seja guardado no Banco de Material Bioldgico do Laboratério de Genetica
Molecular Humana CBMEG/UNICAMP. Caso este material venha a ser Util para outros
estudos aprovados pelo Comité de Etica, vocé esta ciente que sera informado para que
autorize ou ndo o uso da(s) amostra(s).

O Inclui 0 armazenamento do material para pesquisas genéticas futuras.

O Determina que o material deva ser descartado ap6s o término da pesquisa.

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacdo na
pesquisa, e que concordo em participar.

Nome do Participante Assinatura do Participante Data

Nome do Pesquisador Assinatura do Pesquisador Data
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APENDICE B - Artigo cientifico publicado com resultados da analise genética.
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Interleukin-1B-31 (rs1143627) genetic variant and the risk of age-related macular
degeneration in the Brazilian population

Lana Sayuri Makita(®*, Barnarde Carvalho Muniz/®®, Alicia Buffoni Roque da Silva(®*, Fldvia Fialho Bajano(®°,
Fabio Endo Hirata®, Marcelo do Amaral (97, Priscila Hae Hyun Rim ([, Gabriela Queila de Carvalho-Siqueira (2,
José Paulo Cabral de Vasconcellos(B°, Ménica Barbosa de Melo®®, and Flavio Mac Cord Medina (0*
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Radiology, Santa Teresa Hospital, Petrapolis, Brazil; “Department of Ophthalmology, Faculty of Medical Sdences, University of Camipinas (UNICAMP),
Campinas, Brazil; “La of Human Genetics, Center for Molecular Blology and Genetic Engineering, University of Campinas [UNICAMP),
Campinas, Brazil; *Institute of Mathematics and Statistics, University of State of Rlo de Janelro (UERJ), Rlo De laneiro, Brazl

ABSTRACT
Background: Age-related macular degeneration (AMD) is a multifactornial disease and one of the main

ARTICLE HISTORY
Recetved September 12, 2020

causes of blindness in people over 50 old. The etiology and siology of AMD are not well  Revied March B, 2021
understocd. The aim of this study msﬁ?rlsvaﬁgate whether the Ei'ﬁi'ﬂ% variant allele of IL1E, which ~ ACCepied May 8 2021
encodes Interlewkin (IL}-15, a key cytokine, mediates immune and inflammatory responses. KEYWORDS
Methods: A case—control st wias conducted with 397 AMD patients and 402 controls in Brazil. IL1B Age- redated mandar
genotyping was carmed out with TagMan® ineg assay. Differences in IL1E allele frequencies and degenamBon (AMD);

s were evaluated between patients and controls and between wet and dry subgroups of AMD. oytoking; IL-1B; rs1143627;
Relationships between allele presence/genotype and disease risk are reported as odds ratios (ORs) with single-nuclectide
95% confidence intervals (Cls). ngﬂ‘mlwlﬂﬂ (5HF)

Results: proportions for the rs1143627 variant allele of IL1B were similar between AMD patients
and controls (p = 21), with £4.33% of AMD patients and 79.60% of the controls carrying the variant allele.
We cbserved a trend toward the variant allele being assodated with AMD risk (OR = 138, 95% O
0.95-203, p = 048], as well as a trend toward the variant allele being associated with increased risk for

wat AMD in partioular (OR = 1.23, 95% C10.96-1.56, p = 08}

Condusions: The rs1443627 variant was not associated with AMD risk in this Brazgilian population sample.
Larger studies are warranted to determine whether the trends obsenved in this study reflect a relationship

between this variant and risk of AMD, especially wet AMD.

Introduction

Age-related macular degeneration {AMD) is a degenerative eye
disease that affects the macular region, which is the area of the
retina responsible for central vision. AMD is characterized by
a progressive loss of photoreceptors and retinal pigment
epithelium (RPE} in the macular region, leading to central
visual loss that is irreversible in advanced-stage AMD. It affects
people older than 50 years of age and mainly people over
60 years old (1).

The world population is projected to reach 8.6 billion people
by 2030, with most of the projected population growth eccur-
ring in developing countries. Brazil, which is still considered to
be a developing country, is undergoing a population structure
change wherein a defining feature of the change is population
aging. By the year 2031, the elderly population in Brazil is
expected to exceed the number of juveniles, including young
children and adolescents, for the first time. Consequently,
Brazil should be prepared for the coming increases in patients
with degenerative diseases. Although there have been limited
few population studies in Brazil, it has been estimated that

gpproximately 4% of blindness cases in Brazil are associated
with macular degeneration (2).

In the early stages of AMD, drusen and pigmentary changes
can be observed in the retina in the absence of clinically
detectable visual impairment. In the advanced AMI} stages,
the disease may progress to either dry or wet form. In dry
AMD, there is atrophy of RPE cells and photoreceptors that
can lead to geographic atrophy in the fovea and thus perma-
nent loss of central vision acuity (3). In wet AMD, central
visual loss occurs doe to the growth of abnormal choroidal
blood vessels that are prone to breakage and subretinal exuda-
tion, causing the retina to become detached and develop per-
manent fibrotic disciform scarring of the macula (3).

AMID is a complex multifactorial disease, the development
and progression of which are influenced by genetic, physiolo-
gical, and environmental factors. Although the pathogenesis of
AMD is not yet fully understood, several risk factors for AMIY
have been identified including demographic and lifestyle fac-
tors, such as advanced age and smoking, as well as genetic and
hereditary factors, incloding single-nucleotide polymorphisms

CONTACT Lana Sayurl Makta () knasayuragmall.oom &Y Departnventufnﬁtrulnulngr Faculty of Medical Scences, University of State of Rlo de Janeim (UER),
Rua General Osorio, B9, Apto 1203, Peinpalis, Rio de Janeiro CEF: 25620-160, Brazl

This study was perfiarmed In Pedro Emesta University Hospital of Universty of State of Rio de Janeiro and in the Center for Molecular Blology 2nd Geretic Enginesnng, at
Uritversity of Campinas, 530 Paulo, In Brazl.

& 2021 Taylor & Framds Group, LLC
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(SMPs) and ethnicity (4.5). Notably, with respect to physiolo-
gical processes, AMD development and progression have been
associated with oxidative stress and inflammatory status (6).
Inflammatory processes are modulated by cytokines, the sig-
naling proteins that mediate immune system responses. With
respect to AMD risk, the cytokine interleukin {IL)-18 has been
associated with the formation of choroidal neovascular mem-
branes (7.8). Two other studies suggested that carriers of the
IL-4 — 590 C > T SMF (rs2243250) and carriers of the [L-17A
—197 G > A and *1249 C > T SNPs (rs2275913 and rs3748067,
respectively) are at increased risk of AMID (9.10).

IL-18 and IL-1} are activated by the NLRP-3 inflamma-
some, which has been associated with the development of dry
and wet AMD (). IL-1, a potent pro-inflammatory regulatory
cytokine produced by innate immune system cells (11}, is one
of the initial cytokines produced after retinal RPE activation
(12). Additionally, RPE cellular expression of IL-1j§ has been
reported to be influenced by the presence of increased oxida-
tive damage and drusenoid components. such as f-amyloid
(13) and the lipofuscin constituent fluorophore AZE (14).
However, the involvement of IL-1f in AMD is not well
established.

The IL-1f 31 G > A SNP (rs1143627) is in the promoter
region of ILIB, the gene encoding IL-1f, and therefore may
affect IL1B transcription, thereby influencing the quantity and
quality of IL-1p-regulated cytokines produced and, potentially,
modulating susceptibility to pathologies. Carriers of the
rs1 143627 variant allele of ILIB have been reported to be at
increased risk of keratoconus, primary open-angle glancoma,
as well as dyspeptic diseases (15-17). The aim of this study was
to evaluate the association of the IL-1f -31 G = A SNP
(rs1143627) with the prevalence and progression of AMD in
a Brazilian population sample.

Materials and methods

A total of 397 consecutive patients diagnosed with AMD in
the Ophthalmology Department at the Clinical Hospital,
University of Campinas, 580 Paulo, and in the
Ophthalmology Department at Pedro Ernesto University
Hospital, University of State of Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, Brazil, were considered candidates for the study. In
addition, 402 individuals older than 50 years of age without
the disease were enrolled in this study comprising the control
group. These individuals consisted of non-family companions
of patients examined in the retina clinic, as well as patients
examined in the respective ophthalmology departments with
initial and/or intermediate cataracts.

Patients included in the case group were aged over 50 years
old and classified according to the Clinical Age-Related
Maculopathy System (CARMS) (18). Considering the status
of the worse eye, the control group corresponded to CARMS
1 and the case group, to CARMS from 2 to 5. Furthermore, this
group was stratified into dry (CARMS I to 4) and wet
{CARMS 5) forms of AMD and into non-advanced (CARMS
2 and 3) and advanced (CARMS 4 and 5) disease.

The exclusion criteria for both case and control groups were
as follows: any other ophthalmologic diseases that could be
related to the development of macular neovascularization

(polypoidal choroidal vasculopathy, high myopia. inflamma-
tory or hereditary chorioretinal disease, angioid streaks,
trauma, or infection} or presence of macular hemorrhage
from any other cause; patients who did not agree to participate
in the research study by signing the informed consent form;
refusal of adequate ophthalmological examination; or inability
to complete visnal acuity assessment.

Additionally, control subjects were excluded if they had amy
signs of AMID, such as drusen or RPE changes, determined by
fundoscopy examination. AMD patients underwent complete
ophthalmic examination, including visual acuity testing,
refraction, biomicroscopy, and fundoscopy, specular micro-
scopy (Tomey EM-3000°, Tomey Corporation, Aichi. Japan),
optical coherence tomography (Spectralis® Spectral-Domain
OCT, Heidelberg Engineering, Heidelberg, Germany), retino-
graphy, and auto-fluorescence evaluation (Topoon TRC-500X
Retinal Camera®, Topcon Corporation, Tokyo, Japan).

Ethics statement

All patients signed a voluntary informed consent form for
collection, storage, and sequencing of DNA samples. The
study protocol complied with the principles of the Declaration
of Helsinki and was approved by the Research Ethics Committee
of Pedro Ernesto University Hospital {protocal 2.531.431).

DNA extraction and genotyping

Genomic DMA was extracted from peripheral blood by the
conventional phenol-chloroform procedure. Genotyping of
all 799 samples was performed with TagMan® assays (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Reactions were performed in an
ABI 7500 Real-Time PCR System™ (Applied Biosystems, Foster
City, CA). PCHEs were conducted with TagMan® allelic discri-
mination assay (assay ID: C_ 1839944 10}, according to the
manufacturer’s protocol. The amplification protocol was as
follows: polymerase activation at 95°C for 10 min followed by
40 cycles of denaturation at 95°C for 15 s and annealing and
extension at 60°C for | min. The reactions were interpreted in
StepOmne® V2.3 software { Applied Biosystems, Foster City, CAJ.

After TagMan® assay genotyping. 10% of the samples were
subjected to direct sequencing for confirmation. Direct sequen-
cing was performed by Sanger method with BigDye Terminator
Cycle Sequencing Kit v3.1VE (Applied Biosystems Inc., Foster
City, CA) and submitted to electrophoresis in the ABI Prism
3130 DNA Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA). PCR
and/or sequencing primers were sense 53-TAG GAG AGC TGG
AGC AGA GG -3 and antisense 5~ TTG CTA CTCCTT GCC
CTT CC -3 The sequencing data obtained were analyzed in
FinchTV (Geospiza, Seattle, WA)

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the R software
(Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).
Fisher's exact test was used to compare genotypes and allele
frequencies between cases and controls, as well as to estimate
the odds ratios ((OHs) and confidence interval (CI). A p value of
«0.05 was considered statistically significant. The Hardy-
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Weinberg equilibrium test was used for the analysis of geno-
type distribution within each group.

Results

The mean age was higher in the AMD group than in the
control group (73.53 and £7.23, respectively; p = 2.2 » 107'%).
The demographic characteristics of AMD patients and controls
are summarized in Table 1. We observed a trend toward
increased risk for AMD among female gender
(OR = 1.28, p= 09).

Among 397 patients diagnosed with AMD, 335 (84.38%)
had at least one copy of the variant A allele. With respect to
genotype, 62 patients (15.62%) were GG homozygotes, 187
patients (47.10%) were GA heterozygotes, and 148 patients
(37.28%) were AA homozygotes. In the control group, 320
subjects (79.60%) had the variant A allele. With respect to
genotype, §2 controls (20.40%) were GG homorygotes, 180
(44.78%) were GA heterozygotes, and 140 (34.82%) were AA
homozygotes. The allelic and genotypic frequencies between
cases and controls are summarized in Table 2. Compared to the
GG homozygous reference groap. the OR for AMDY was 1.37
{95% CI 0.91-2.07, p = .12) for GA heterozygotes and 1.40
(95% CI 0.92-2.14, p = .13) for AA homozygotes. Compared to
GG genotype homozygotes, we observed a trend toward
increased risk for AMD among individuals with either one or
two copies of the variant alledle (GA + AA genotypes)
{OR = 1.38, 95% CI 0.95-2.03, p = .08). The genotype frequen-
cies of [L1-B genotypes were consistent with Hardy-Weinberg
equilibrium in both case and control groups (p= .88 and p= .10,
respectively).

Stratifying the patient sample by AMD type (dry or wet)
{Table ), we found that 230 AMD patients {57.93%) had wet
type AMD with choroidal neovascularization or disciform
scarring in the eye with the more advanced disease, while 167
{42.07%) had dry-type AMD with the presence of drusen and
RPE changes. Among the 167 patients with dry-type AMD, 46
patients had geographic atrophy. Compared to the GG homo-
rygous reference group, the OR for dry AMD (early and
advanced disease) was 0.83 (95% CI 0.45-1.55, p = 55) for
GA heterozygotes and 0.75 (0.40-1.43, p = 36) for AA homo-
zypotes. The OR for dry AMD among patients with the variant
allele (GA + AA genotypes), relative to the GG homozygous
reference group, was 0.80 (95% CI 0.44-1.43, p = 4E).

Compared to the GG homozygous reference group, the OR
for wet AMIDD was 1.20 (95% CI 0.64-2.22, p = .55) for GA
heterozygotes and 1.32 (95% CI 0.69-2.51, p = 36) for AA

Table 1. Demographic characteristics of AMD patients and ontrok.

OPHTHALMIC GENETICS (=) 3

homozygotes, while the OR for wet AMD among subjects with
one or two copies of the variant allele (GA + AA genotypes)
was 125 (95% CI 0.70-2.4, p = 48). We observed a trend
toward increased risk for wet AMI} among variant A allele
carriers (OR = 1.23, 93% (I 0.96-1.56, p= A8).

A comparative analysis of the risk for no advanced versus
advanced AMD, with the control group as a reference group
({Table 4}, showed a trend for increased risk for advanced AMD
disease among variant allele carriers (GA + AA genotypes)
(OR = 147, 95% CI 0.96-2.27, p = .07), suggesting that the
presence of the A allele may influence susceptibility to
advanced forms of the disease, mainly for neovascular progres-
sion. After stratifying AMD patients by AMD disease progres-
sion (no advanced or advanced), we observed statistically
similar allelic and genotype distributions for the rs1143627
SMF across no advanced-stage and advanced-stage AMD
groups, indicating that, overall, the IL-13-31 variant was not
a predictor of AMD progression risk (Table 5.

Discussion

The present results suggest that in the presence of the
rsl143627 variant, there is a tendency (ie. nonsignificant
trend) toward an increased prevalence of AMD though this
difference did not reach statistical significance. After a sub-
analysis in which dry AMD and wet AMD diagnostic sub-
groups were compared with controls, we also observed
a tendency for the rsl1 143627 variant to be a risk allele for wet
AMD. We also observed a tendency for a higher frequency of
genotypes containing the A allele (GA + AA) among patients
with advanced disease compared to controls. These multiple
near-significant trends in our results suggest that a larger study
may reveal a statistically significant influence of the rs1143627
variant for AMD disease progression.

Brazilian population is highly mixed and heterogeneous,
and it is the result of several immigration events accompanied
by the miscegenation of three main ancestral roots: Enropeans,
Africans, and Amerindians. Indeed, for this SNP, we observed
the minor allele frequency (MAF) of 60.83% in cases, which is
similar to that observed in European population, but different
from the frequency observed in the African population:
36.8% (19).

Furthermore, the non-association between rs1143627 and
AMD may have been due either to the small sample size or to
the small difference in the MAF hetween cases and controls,
The effect conferred by this SMP iz low in Brazilian population,
which explains the need for such a big sample to detect an

Age
Srudy Group (n) {mean + 50 (years) A2 @Nge (years) Female i (%] Male (3 A
Contnol group (03} 6344953 50-89 204 (51.1) 195 (48.9) 3
AMID Case group (397) A53+900" 5103 135 [573) + 168 {42.7) 4
Maon-advanced AMD {121) 7121 +9.40 50-103 B1(681) ELRERLC ] 2
Advanced AMD (276} T458 + B63 53-03 144 (52.6) 130 {47.4) 2
Dy AMD [167) TIET +£9.55 50-103 a7y 5] 67 (405 3
Wet AMD (330) 7414 & B.5E 53-03 128 (559) 1071 144.7) 1
f: number of ; 50: standard devlation; MA: not avallable.
"indicates 3 p-value = 22 » 107" when @ses were compared to controls (Mann-wh testy.
Findicates 2 palue = 0.09 when gendeer distribution was compared between cases and controls (Fisher's exact best).
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Table 2. Genctype distribution, adds ratio, and allede fraquency of rs1143627 batween cases and controls.

AMD n (%) CONTROLS n (%) OR (35% (1) o

Genatype

GG &2 {15.62) BZ (2040} Reference 1

GA 187 147.10) 180 (44.T8) 137 (0.91-2.07) 012

AA 148 (37.28) 140 (3482) 140 {0.52-2.14) 013

Taotal 397 (100.0) A2 (100.0)

GA+AR 335 (B4.38) 320 (F9.60) 138 {0.95-2.03) 008
Allala

G 311 139.17) 344 (42.79) Reference 1

A 483 [60.83) 460 (5721) 116 {0.95-1.42) 013

Taotal 794 (100.0) 804 (1000}

n: numbser of subjects; OR: odds rata; Cl: confidence Interval, p- povalue
The genatype frequendes of IL1-f genotypas weare consistent with Hardy-Weinbarg equilibrium in both case and control groups (p= 0.88 and
p= 010, respactively).

Table 3. Ganotype distribution, odds ratio, and allele frequancy of 151143627 after stratification by type of AMD betwaen casas and controls.

Controls Dry AMD Wet AMD Gaographic atrophy

(%] m (%) O (o5% ) [4 n (%) OR (955 ) P (5] OR (958 Cly P
GG B2 (2040} 29{17.36] Reference 1 33 (1435) Refarance 1 81740 Refiarance 1
GA 180 (44.78) 70 {47.31) 0LB3 (0.45-1.55) 055 108 {46.96) 120 [0u54-2.22) 055 25 |3652) 147 [0.61-3.949) 043
AR 140 (34.32) 59 {35.33) 0.75 (0.40-1.43) 036 B9 (38.69) 132 (0L68-2.51) 035 12 {26.08] 088 [0.31-2.59) 081
Tzl 402 (100.00 167 (100.0] 230 {100.0) 45 (100.0
GA+AA 320 (79600 138 [B2.64] 0uBD (D.44-1.43) 048 157 {B3.65) 125 [0L70-2.24) 048 38 (B 6l 121 [0.53-3.14) 070

Allehc frequency

G 344 (42.79) 137 (41.02) Referenca 1 174 (37.83) Refarance 1 4245.65) Refiarance 1
A 480 (57.21) 197 [5B.98] 1.07 (0B2-1.40) 0.0 285 (EZ17) 1.23 (0.96-1.56) 0.08 50 {5433) 089 [0.56-1.41) 065
Tatal BO4 (100.00 334 (10001 460 (100.0) 92 {100.01

n: mumber of subjects; OR: adds ratic: Ol confidence Intenal; o p-value.

The: genotype frequendes of IL1-§ genotypes were consistent with Hardy-Weinberg equilibriem In both dry AMD and wet AMD groups (p = 0,86 and p = 0.93,

respectively).

Table 4. Ganotype distribution, odds ratio, and allele frequency of 151143627 after stratification by stage of AMD between cases and controls.

Contral Na advanced AMD Advanced AMD
n (%) {5 OR (958 ) p n () OR (5% Iy P
Genotype
G BZ [20.40) 21 {17.36) Refiarance 1 41 {14.86] Reference 1
GA 180 (44.78) 53 (43500 1.15 [D63-2.14) DET 13448.55) 1.48 (0.94-237) 0.08
Ak 140 (34.832) 47 (3884 131 [D.71-2.47) D3s 101{36.59) 1.44 (D.B9-234) 0.4
Tzl 402 (100.0) 127 {100.00 276 (10001
GA+AA 320 (79.60) 100 (E2.54] 122 [0.70-2.18) 051 235 [B5.14] 1.47 (D.96-237) 0.07
Allele frequency
G 344 (42.79) 95 {39.26) Refarance 1 216 (39.13) Referencs 1
A 460 (57.21) 147 (60.74) 1.16 [0.85-1.57) 033 336 [60.87] 1.16 (D.93-1.45) 019
Total B0 (100.0) 242 {100.00 352 (10001
n: number of subjects; OR: oods rafic; Cl: confidence Interval; p: p-value,
Table 5. Genotype distribution, odas ratio, and allele frequancy of 151143627 In AMD progression.
Advanced AMD
No advanced AMD Geographic atrophy Neovascular AMD [geographic atrophy + neovascoular AMD)
i (%) i {9 OR (95% Cl) P (%) OR (955 1) [ i {9) OR (955 (1) [
Genctype
GG 21017.361 B (17400 Referance 1 33 (14.35) Reference 1 41 (14.85) PReference 1
GA 53 (43.80] 25(5652) 128 (047-382) 065 108 (46940 129 (0465-256] 051 134{48 55) 1.9 |0.66-2.48] 042
AR 47 (38.84| 12 (2508) 067 (021-220) 059 B9 (38.69) 120 {0.59-242 Q.62 101(36.5%) 1.10 {055-2.15) o0&y
Tatal 1204 100.0) 45 (100.00 230 (1000 275 (100.0)
GA+AA 100 [82.64] 35 (B250)0 099 (038-2.83) 1 197 (B365) 125(0.70-2.24] 048 235 (B5.14] 1.20 {0.64-2.21) 055
Allele frequency
G a5 (39.26] 42 (45.45) Referance 1 174 (37.83) Raference 1 216 (39.13) Raference 1
A 147 [60.74] 50 (5435) 077 (046-1.230) 032 2B6 (BRI17) 106 (076-148] 074 334 (60.BT) 1.00 {0.72-1.38] 1
Tokal 242 [100.0] 92 (100.00 460 (100.0) 552 {100.00

n: number of subjects; OR: oods rafic; Cl: confidence Interval; p: p-value,

127



association. According to our estimation, to achieve the power
of 80% under the significance level of 0,05, approximately 3000
individuals would have to be tested for rs1143627.

Because AMD causes a chronic low-grade inflimmation
response, [Ls are attractive potential clinical targets for AMD
therapy (20). The cytokine IL-1p is a key mediator of inflam-
matory responses and is essential for host responses and resis-
tance to pathogens, but it can also exacerbate acute tissue
injury in chronic disease states (11). The IL1B gene contains
seven exons which encode the 35-kDa pro-IL-1f precursor
protein (269 amino acids), which is deaved by NLRP-3 into
the active 17-kDa IL-1} protein (8).

In a study of SMPs located within the promoter regions of
several IL penes, Shevchenko et al also did not find
a significant differentiation in the presence of the rs1143627
variznt between 102 AMD patients and 100 non-AMD parti-
cipants in Russia (21). However, the rs1143627 variant has
been related to a significantly increased risk for keratoconus
in Egyptian (OR = 3,31, p < .001), Korean (OR = 1.43, p = 025),
Chinese (OR = 2.84, p < .0001), and Japanese populations
(OR = 1.38, p = .04) (1522-24). The rs1143627 variant was
associated with increased risk for open-angle glaucoma in
a Brazilian study (OR = 1.56 p = .002) (16). The rs1143627
varizant has also been associated with chronic dyspeptic disease,
colorectal cancer, and inflammatory bowel disease (25).

Although AMD has been associated with elevated cytokine
levels, an exact mechanism by which IL-1§ leads to induction of
retinal damage has not been delineated. Elevated IL-1p levels are
common to multiple retinal diseases, including AMD as well as
diabetic retinopathy, retinitis pigmentosa, and retinal detachment
{8). Interestingly, intravitreal injection of exogenous drusenoid
components can lead to increased IL- 1 expression in the vitreous
humor (13). Lavalette et al’s data supgested that cytokine [L-18
may be involved in the choroidal neovascularization process in
advanced-stage AMD (26). Although most studies have analyzed
systemic 1L levels, there are limited data reported for agueous and
vitreous humor IL levels (27). Zhao et al. found higher IL-15 levels
in the vitreous humor of AMD patients than in control group
{28). Natoli et al. documented upregulated IL-1§ protein expres-
sion following photooxidative damage in the context of retinal
degeneration caused by retinal microglian and macrophages
accompanied by elevated chemokine expression by Muller cells
and RPE cells (29). Kutty et al. showed that IL-1} reduced the
expression of genes related to the visual cycle in RPE cells
in vitro (20).

IL-1f is a proinflammatory cytokine that induces prostaglandin
synthesis, influ, and activation of neutrophils, T-cell activation and
cytokine production, and B-cell activation and antibody production.
Genetic analyses of cytokines can provide important clues to a better
understanding of disease pathogenesis and thus can be used to guide
the exploration of potential therapeutic options.

In conclusion, this study showed that the IL-1f -31 G > A SNP
(rs1443627) was not significantly associated with risk of AMD in
the present Brazlian population sample. However, several non-
significant trends sugpestive of a potential influence of the SNP on
AMD progression indicate that a larger study with more statistical

DPHTHALMIC GENETICS (&) 5

power would be warranted to evaluate the impact of this variant on
AMD, espedially as a potential risk factor for wet AMD.
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