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SEMPRE

As vezes ndo temos palavras,
Mas temos pensamentos.
As vezes ndo temos atitudes,
Mas temos expressdes.

As vezes ndo temos o cativo,
Mas temos 0 mundo sob nosso olhar,
Sob nossas retoricas,

Sob o caos,

Todos nos,

A Ciéncia.
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INTRODUCAO



1- INTRODUCAO

Dentre as principais complicagdes resultantes do aumento da glicemia em pacientes
diabéticos encontra-se o surgimento de neovasos em tecidos especificos. Os tecidos mais
comumente afetados pela hiperglicemia sdo a retina, 0s nervos e os rins, tendo como definicédo
patoldgica, respectivamente, retinopatia diabética, neuropatia diabética e nefropatia diabética.

Denomina-se Retinopatia Diabética (RD) o conjunto de altera¢@es retinianas e vitreas
causadas pelo diabetes. No Brasil, estima-se que metade dos portadores de Diabetes Mellitus
(DM) seja afetada pela RD, sendo esta responsavel por 7,5% das causas de incapacidade de
adultos para o trabalho e por 4,6% das deficiéncias visuais.

Véarios mecanismos bioquimicos tém sido propostos para explicar anormalidades
estruturais e funcionais associadas a exposicdo prolongada dos tecidos vasculares a
hiperglicemia, tais como: 1) Formacdo de produtos finais de glicagdo avancada (AGESs), 2)
Aumento da atividade da aldose redutase (AR), levando a alteragfes decorrentes do aumento
do sorbitol e reducdo de mio-inositol; 3) Acimulo de radicais livres e estado de oxidac&o,
culminando com o chamado estresse oxidativo (ROS) e 4) Ativacdo da proteina-quinase C
(PKC) via acumulo de diacilglicerol (DAG).

Apesar do tempo do DM e do controle glicémico inadequado serem importantes
fatores de risco para o desenvolvimento da RD, cada vez mais é reconhecido o envolvimento
de fatores genéticos na etiologia da doenca. Uma das vias bioquimicas exploradas por
diversos grupos € a via da aldose redutase ou via dos polidis. Esta enzima é codificada pelo
gene ALR2, cuja expressdo tem-se demonstrado aumentada em individuos com retinopatia
diabética. Dois polimorfismos, AC(n) e C(-106)T, localizados no promotor do gene ALR2,
foram descritos e seu papel na suscetibilidade e/ou protecdo ao desenvolvimento da
retinopatia diabética vem sendo abordado em diferentes populacfes, sugerindo que estas

alteragdes possam agir como marcadores para o desenvolvimento da doenca.



REVISAO DE LITERATURA



1.1 - REVISAO DE LITERATURA
1.1.1 - Diabetes Mellitus
Definicéo

O Diabetes Mellitus (DM) caracteriza-se pela elevacdo anormal da concentracdo de
glicose no sangue. Em individuos normoglicémicos, quando esta aumenta, em virtude da
alimentacdo, ocorre a secrecdo de insulina pelo pancreas. A insulina estimula, de modo geral,
a captacdo desta glicose do sangue pelas células, fazendo com que sua concentracdo decresca
até a considerada normal. Nas pessoas com DM, esta concentracdo se mantém elevada. O que
ocorre em funcdo de uma deficiéncia parcial ou total da producdo de insulina pelo pancreas ou

pelos fatores de resisténcia a insulina e obesidade (CALLIARI, 1998).

Histdrico

Os efeitos do DM tém sido observados por profissionais ha centenas de anos. Por
muito tempo, as informacdes sobre esta doenca fatal que causava perda de peso, sede e
freqliente mic¢do, eram modestas.

Por volta de 250 AC o termo “Diabetes” foi usado pela primeira vez. E uma palavra
grega que significa sifdo, demonstrando como o diabetes parecia drenar rapidamente o fluido
do individuo afetado. O médico grego Aretaeus verificou que quando os individuos afetados
enfragueciam, eles passavam a produzir grandes quantidades de urina como se “suas carnes e
0ss0s se liquefizessem em urina”. O termo completo Diabetes Mellitus foi utilizado em 1674,
por Thomas Willis, médico pessoal do rei Charles Il. Mellitus em latim significa mel, que ¢
como Willis descrevia a urina dos diabéticos (“‘como se embebida de acucar e mel”).

No ano de 1889 os médicos alemdes Joseph Von Mering e Oskar Minkowski
removeram cirurgicamente o pancreas de cdes e estes, imediatamente, desenvolveram o

diabetes, estabelecendo-se a correlacdo entre a doenca e o oOrgdo. Criaram-se grandes



expectativas investigativas em relagdo a purificacdo de um extrato pancreatico que poderia
tratar o diabetes, fato que se tornou realidade somente em 1921 com Frederick Banting, sob
supervisao do professor John Macloed em Toronto, Canadd, assistido por Charles Best,
estudante de medicina. Subseqientemente, a pureza deste extrato foi aprimorada pelos
médicos J. Collip e por Best, até que em janeiro de 1922 o primeiro paciente recebeu
tratamento com insulina.

Durante a primavera de 1922, Best aumentou a producéo de insulina para possibilitar o
tratamento de pacientes diabéticos que iam para as clinicas de Toronto. Em 1923, Banting e
Macloed ganharam o prémio Nobel pela descoberta da insulina. Banting dividiu seu prémio

com Best e Macloed com Collip (DEAN & MCENTYRE, 2004).

Classificacdo

O DM tipo 1, anteriormente denominado DM insulino-dependente (DMID), é causado
pela falta de secrecdo de insulina devido a uma disfuncéo do sistema imunoldgico levando a
lesdo das células beta do péancreas. Seu desenvolvimento € mais comum na faixa etéaria
pediatrica e na adolescéncia e 0 mecanismo de lesdo tecidual, apesar de ndo ser claro, resulta
na auséncia da producéo de insulina (GUYTON & HALL, 2002). Sua prevaléncia dentre os
diabéticos varia de 10 a 15% [American Diabetes Assiciation (ADA), 2002].

O DM tipo 2, previamente denominado DM ndo insulino dependente (DMNID) é
causado pela reducgéo da sensibilidade dos tecidos-alvo ao efeito da insulina, condi¢éo descrita
como resisténcia a insulina e também pela queda na producéo de insulina pelas células beta do
pancreas. E mais freqilente em adultos, podendo aparecer na adolescéncia, associado a
obesidade (GUYTON & HALL, 2002). Sua prevaléncia dentre os diabéticos varia de 85 a

90% (ADA, 2002).



Manifestacdes clinicas, diagnostico e complicagdes.

As manifestacGes clinicas nos critérios para o diagndstico do DM, segundo a ADA em
2004, foram estabelecidos exclusivamente pela deteccdo de hiperglicemia (aumento da
concentracdo de glicose no plasma). Em 2004 o critério de diagndstico para diabetes foi
modificado para melhor diagndstico de individuos com retinopatia e nefropatia. Os critérios

passaram a Ser:

a) Sintomas de diabetes e glicose plasmatica casual igual ou superior a 200 mg/dL;

b) Glicose plasmatica em jejum >a 126 mg/dL;

¢) Glicose 2 horas pos dextrosol > a 200 mg/dL.:

Se um destes trés critérios for atendido, faz-se necessario repetir os testes em dia
subsequente, para que o diagnostico seja estabelecido. A ADA propde que a glicose em jejum
deva ser medida em todas as pessoas assintomaticas com idade igual ou superior a 45 anos. Se
o resultado for inferior a 100 mg/dL, o teste deve ser repetido num intervalo de 3 anos. O
controle dos niveis de glicose no plasma apresenta uma relacdo direta com o risco de
complicacdes renais, oculares e neuroldgicas. Pessoas com DM 1 que mantém baixas
concentracfes plasmaticas de glicose exibem incidéncia significantemente reduzida dessas
complicacdes. Similarmente, estes resultados sdo observados em DM 2. Devido ao aumento
da prevaléncia de Diabetes tipo 2 em criancas, a triagem tem sido atualmente sugerida nas
acima de 10 anos, sendo que os testes devem ser realizados a cada 2 anos em individuos com
"sobrepeso” e obesidade que apresentem 2 dos seguintes fatores de risco: histdria familiar, cor

da pele e resisténcia a insulina.

Os resultados do “DIABETES CONTROL AND COMPLICATION TRIAL (DCCT)

1993” comprovaram que a hiperglicemia cronica é o fator causal mais importante para o



desenvolvimento da microangiopatia, que acomete em particular os rins e os olhos (ALDER
et al, 1997; DAMICO 1994). A Retinopatia Diabética (RD) € a complicacdo vascular mais
especifica, tanto do Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) quanto do Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
e quando evolui para cegueira € considerada uma das complicacbes mais graves (FERRIS
1993; KLEIN et al, 1994; ROSENBLATT & BENSON, 2004).

Além da RD, as complica¢cBes mais importantes resultantes da presenca do DM séo:
nefropatia diabética, neuropatia diabética, pé diabético, infarto do miocéardio, acidentes
vasculares e infeccdes. Em suma, essas complicacGes envolvem o sistema cardiovascular,

sistema nervoso, derme, 0ssos, rins e olhos (MASHARANI & KARAM, 2001).

1.1.2 - Retina
Estrutura e funcao

A retina é uma das regiGes onde ocorrem as alteragcGes microvasculares resultantes do
DM (YANOFF, 1966). Os vasos da retina e o epitélio pigmentar formam a chamada “barreira
hemato-retiniana” (BHR), uma forte barreira contra macromoléculas, fazendo da retina um
tecido imunologicamente privilegiado e propiciando um mecanismo de controle do fluxo de
fluidos e metabolitos (HEEGAND, 1997; SCHRODER et al, 1990). Os capilares retinianos
sdo tubos cilindricos, revestidos por endotélio, ndo circundados por musculo liso e portadores
de um minimo de tecido conjuntivo. Estes capilares sdo revestidos por uma membrana basal
que ancora suas células endoteliais a matriz intersticial adjacente (CORMACK, 1996). O
endotélio dos capilares é rodeado, em intervalos irregulares, por células murais chamadas de
pericitos. Ha controvérsias sobre o papel dos pericitos como reguladores do fluxo sanguineo
dos capilares, pos-capilares e vénulas, mas a presenca de actina, miosina e tropomiosina
sugerem uma capacidade contractil dos mesmos (IMESCH et al, 1997; HIRSCHI et al, 1997).

Os vasos da retina de humanos e animais sdo caracterizados por células endoteliais continuas,



ndo fenestradas, com juncgdes intercelulares impermeaveis, que se apresentam para formar a
BHR. A interacdo entre as células endoteliais forma a barreira que permite ao tecido, assim
como ao endotélio capilar e ao epitélio pigmentar da retina, criarem condi¢Bes para um tecido
com integridade funcional. A juncdo intercelular representa um pequeno poro (9 a 11 nm) que
é responsavel pelas trocas transcapilares de agua e outras moléculas hidrofilicas menores que
15 A (BOSCO et al, 2005). Na retina, encontramos as chamadas juncdes intercelulares de
oclusdo entremeadas a desmossomos, as quais, no DM, encontram-se frequentemente
rompidas. Com a quebra destas junc¢des caracterizamos a quebra da BHR e conseqiientemente

0 desenvolvimento da RD (IMESCH et al, 1997; ISHIBASHI et al, 1993).

1.1.3 - Retinopatia Diabética

Denomina-se Retinopatia Diabética (RD) o conjunto de altera¢@es retinianas e vitreas
causadas pelo diabetes. No Brasil, estima-se que metade dos portadores de DM seja afetada
pela RD, sendo esta responsavel por 7,5% das causas de incapacidade de adultos para o
trabalho (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE, 2003) e por 4,8% das deficiéncias visuais
(RESNIKOFF et al, 2004). A proporcao de pacientes com RD aumenta progressivamente com
a duracdo do DM “Early Treatment Diabetic Retinopathy Study” (ETDRS 1991), sendo que a
maioria dos pacientes, em especial os com DM tipo 1, apresentardo algum grau de RD ap06s
cerca de 20 anos de duracdo da doenga (KENN et al, 2001; KLEIN et al, 1984; KROLEWSKI
et al, 1986).

A incidéncia de RD proliferativa é aproximadamente o dobro em pacientes com DM
tipo 1 (MIKI et al, 2001). Esta diferenga na incidéncia de RD proliferativa e outros estagios
de RD nos diabéticos dos tipos 1 e 2, sugerem a existéncia de mecanismos patogénicos e

fatores de risco proprios para a forma proliferativa da doenca (BOELTER et al,2003).



Classificacdo

O “Diabetes Control and Complications Trial Research Group (DCCT)”, em 1993,
subdividiu a retinopatia em dois estagios: ndo proliferativa (RDNP) e proliferativa (RDP).

A Retinopatia Diabética ndo proliferativa € subdividida em leve (RDNPL), moderada
(RDNPM) e grave (RDNPG). A forma leve caracteriza-se apenas pela presenca de
microaneurismas. A forma moderada apresenta, além de microaneurismas, exsudatos moles e
duros e/ou hemorragias retinianas associadas a anomalias microvasculares intraretinianas
restritas a um quadrante. J& na forma grave, ndo h& sinais de retinopatia diabética
proliferativa, porém as seguintes caracteristicas podem ser observadas: > 20 pontos de
hemorragia em cada um dos quatro quadrantes do olho, vasos em forma de rosério e
hemorragias retinianas associadas a anomalias microvasculares intraretinianas em pelo menos
dois quadrantes (WILKINSON et al, 2003).

A Retinopatia Diabética Proliferativa (RDP) caracteriza-se pela presenca de vasos
neoformados e tecido fibroso proveniente da retina e do disco dptico, o qual se estende para a
superficie interna ou para dentro da cavidade do vitreo. Os vasos neoformados se
desenvolvem a partir dos vasos da retina, sendo no inicio finos e, posteriormente, com o
crescimento, calibrosos, formando redes de neovasos. A natureza fragil desses neovasos faz
com que o risco de hemorragia do vitreo seja comum, podendo causar perda visual aguda
(DIB, 1998).

No inicio do desenvolvimento da RDNP, sdo observados microaneurismas precoces,
0s quais, a medida que evoluem, aparecem sob forma de pontos vermelhos ao exame
fundoscopico. Estes microaneurismas séo dilatagdes saculares que, em funcdo da perda dos
pericitos (acumulo de sorbitol), apresentam sua parede mais fragil e suceptivel as dilatacdes.
Além disso, a perda dos pericitos faz com que haja quebra da barreira hemato-retiniana e

extravasamento do soro do vaso para o espaco intercelular (edema). Com o edema, ha



acumulo de lipideos e proteinas formando os chamados exudatos duros. Assim, podemos ter
exudatos duros sem hemorragia. Os microaneurismas podem se romper, gerando hemorragias
intrarretinianas profundas (camada plexiforme externa e nuclear externa). Visto que também
ocorrem alteracBes hematoldgicas (aumento da viscosidade sanguinea, diminuicdo da
deformabilidade das hemacias) e anatémicas (perda de pericitos e espessamento da membrana
basal capilar), existe a tendéncia de desenvolvimento de micro-oclusfes (micro-infartos) do
leito capilar. Isto gera &reas de ndo perfusdo e isquemia. As micro-oclusdes se traduzem
fundoscopicamente nos exsudatos moles (necrose da camada de fibras nervosas). A isquemia
progressiva ativa os polipeptideos responsaveis pela proliferagdo vascular, a qual, na RD, tem
como principais fatores o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator de

crescimento de fibroblastos (FGF) (PINHEIRO, 2001).

Patogénese

No DM, encontramos perda dos pericitos, tornando os vasos acelulares ou fantasmas
(IMESCH et al,1997; HIRSCHI et al, 1997) e a ruptura da BHR, o que caracteriza varias
complicagdes, como por exemplo, edema macular. Além disso, a perda dos pericitos precede
a neovascularizacdo que pode levar a cegueira (HIRSCHI et al,1997; POLAK et al, 1997).
Nos capilares retinianos dos pacientes com DM, sob a luz da microscopia eletronica, podemos
observar inimeros capilares com as junc@es interendoteliais abertas, aumento da vacuolizagao
citoplasmatica, pericitos com alteracdes degenerativas e espessamento da membrana basal do
capilar, que ocorre somente, e de forma precoce, no DM e que é muito reproduzido em
estudos experimentais (POLAK et al, 1997). Este espessamento, cuja causa ainda &
desconhecida, (POLAK et al,1997; TSILIBARY, 2003) altera a funcao celular e/ou a difuséo
de oxigénio e reduz o contato entre os pericitos e a célula endotelial, contribuindo para

alteracGes vasculares nos diabéticos. Ocasionalmente, podemos também observar tanto nos
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capilares quanto nas vénulas da retina um filamento focal do citoplasma, formando fenestras.
Os vasos retinianos de individuos normais apresentam conexdes intercelulares compactas e
ndo contém células endoteliais fenestradas (IMESCH et al, 1997; ISHIBASHI et al, 1993).
Vérios mecanismos biogquimicos tém sido propostos para explicar anormalidades
estruturais e funcionais associadas com a exposi¢do prolongada dos tecidos vasculares a
hiperglicemia, tais como: 1) Formacdo de produtos finais de glicacdo avancada (AGESs), 2)
Aumento da atividade da aldose redutase (AR), levando a altera¢fes decorrentes do aumento
do sorbitol e reducdo de mio-inositol; 3) Acumulo de radicais livres e estado de oxidacao
“espécies reativas de oxigénio” (ROS) culminando com o chamado estresse oxidativo e; 4)
Ativacdo da proteina-quinase C (PKC) via acimulo de diacilglicerol (DAG) (KOYA &

KING, 1998) (Fig. 1).

| Hiperglicemia

v v v v
. Via dos Produtos Finais Via das Espécies Reativas de Via da Proteina
Via Aldose Redutase | ~ A .
de Glicagcdo Avancada Oxigénio Kinase C

|

| Glicotoxinas (ex.: metabolizagdo reativa) |

|

| Ativacdo de Sinais Moleculares da Célula

! !

Alteragcdo da Expresséao Alteracdo das Funcgdes
Génica Proteicas

Disfungdo e Danos Celulares

Angiogénese Anormal Hiperpermeabilidade Fluxo Sanguineo Anormal Contratilidade
. . . ~ Cardiomiopatia
Sobrevida e Crescimento Espessamento da Matriz Aumento da Adeséo p
Celular Anormal de Base Leucocitaria Trombose

FIGURA 1: Correlacdo das quatro vias bioquimicas relacionadas a anormalidades estruturais das células sob
condicGes hiperglicémicas (Modificada de Matthew & George, 2002).

N&o ha uma hipotese que unifique estes quatro mecanismos, mas tanto alteracdes de
oxi-reducdo causadas pelo aumento do fluxo da via do sorbitol como o aumento da formacao
de espécies reativas de oxigénio, ROS, induzido pela hiperglicemia podem ser responsaveis
por todas as outras altera¢fes bioquimicas. O aumento do ROS também pode reduzir 0s niveis

de oxido nitrico (NO) e, conseqlientemente, ativar a aldose redutase. O aumento do fluxo pela
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via dos poliois, induzido pelo aumento do ROS determina uma maior converséao de glicose em
sorbitol, que acarreta, concomitantemente, a redugdo de nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADPH) e glutationa, aumentando o estresse oxidativo induzido pela glicemia. O
sorbitol € convertido em frutose, resultando no aumento da relagdo nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADH): NAD+, o que aumentaria a sintese de novo de DAG e dai a ativacao
da PKC. Por fim a producdo de produtos finais de glicacdo avangada (AGEs), induzida pela
hiperglicemia cronica do DM, além de causar dano tecidual direto, particularmente nos
pericitos, também pode aumentar a formacdo de ROS (BROWNLEE, 2001). O aumento da
glicose intracelular é entdo o principal determinante do dano tecidual causado pelo DM, dano
este que vem a ser reversivel quando restaurada a condi¢do normoglicémica, ou irreversivel
mesmo quando revertida a hiperglicemia, pois este se originou a partir de alteracOes
cumulativas em macro-moléculas de vida longa (NISHIKAWA et al, 2000).

De maneira geral, todas estas vias, direta ou indiretamente, estdo associadas a
producdo e sinalizacdo do VEGF (BOSCO et al, 2005), o qual é o mais potente agente
permeabilizante e, aparentemente, o mais relacionado com o surgimento de neovasos na RD.
O VEGEF ¢ conhecido por induzir hiperpermeabilidade em microvasos ou quebra da barreira
hemato-retiniana, que é a alteracdo funcional mais precocemente observada na RDNP. A sua
producdo é aumentada pela isquemia e a neovascularizacdo € quase sempre associada com
hipoperfusdo ou auséncia de perfusdo capilar. O nimero de receptores para VEGF nas células
endoteliais da retina é substancialmente maior que nas células endoteliais de outros tecidos e
aumenta em resposta a hipdxia, sendo eles difusiveis e sollveis em agua e, devido a isso,
causam neovascularizacdo ndo sé na retina, mas também nos tecidos oculares anteriores como
iris e cornea (MURATA et al,1996; TANAKA et al, 1997).

Outros fatores de crescimento dos neovasos estdo envolvidos na RD, dentre eles o

fator de crescimento insulina like (IGF-1), cujos receptores sdo encontrados nas células
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endoteliais vasculares da retina. O IGF-1 parece ndo ter um papel direto na causa da RD, mas
pode agir como um fator agravante para o crescimento de novos vasos. Além disso, o fator de
crescimento derivado das plaquetas (PDGF), sob as isoformas A e B, também foi detectado
nas células endoteliais da retina, no epitélio pigmentar da retina e em retina postmortem.
Finalmente, o FGF desempenha seu papel através da regulacdo da expressao do VEGF nas

celulas endoteliais (AIELLO et al, 1994).

1.1.4 - Fatores de risco para o desenvolvimento de retinopatia diabética

Os fatores de risco podem ser classificados como genéticos e ndo genéticos. Entre os
fatores ndo genéticos estdo aqueles diretamente relacionados a presenca do DM, como
duracdo da doenca, controle glicémico e nefropatia diabética e fatores ndo diretamente

relacionados ao DM como hipertensao arterial sistémica e fatores ambientais.

Fatores diretamente relacionados a retinopatia diabética
Duracédo do DM

A duracdo do DM estd fortemente associada com a frequéncia e gravidade da RD
(KLEIN et al, 1998). Apos 20 anos de duracdo do DM quase todos os pacientes com DM1 e
mais de 60% dos pacientes com DM2 apresentaram algum grau de RD, sendo 20% do tipo
proliferativo (ADA, 2002). Assim sendo, a duracdo do DM é um fator a ser levado em
consideragdo em todos os pacientes, independentemente do controle glicémico ou do grau de

comprometimento oftalmoldgico (KLEIN et al, 1998)
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Controle glicémico

Com a introducéo da medida de glico-hemoglobina na década de 80, que passou a ser
utilizada como uma avalia¢do acurada do controle metabdlico, foi demonstrado ser o controle
da glicemia o fator de risco independente mais importante para o desenvolvimento da RD
(KULLBERG et al.,1994). Na avaliagdo do “Wisconsin Epidemiologic Study of Diabetic
Retinopathy” (WESDR) um montante de pacientes foi avaliado durante 10 anos e esta
observacdo foi confirmada. A hemoglobina glicada (HbAlc) do diagnéstico inicial foi 0 mais
importante fator de risco para incidéncia e progressdo da RD (KLEIN et al.,1994). Os
resultados de um estudo prospectivo que avaliou o papel do controle glicémico na prevencao
das complicagbes cronicas relacionadas ao DM em pacientes japoneses com DM2,
confirmaram o efeito benéfico do controle glicémico na prevencdo da RD. No grupo de
tratamento intensivo, tanto o aparecimento quanto a progressao da RD foram reduzidos cerca
de 33% quando comparados com o0s pacientes sob tratamento convencional (SHICHIRI et
al.,2000). Este e outros estudos demonstram de forma contundente a importancia do controle

glicémico em todos os estadios da RD.

Nefropatia diabética

A nefropatia geralmente estd associada a RD, sendo que ambas sdo patologias
independentes. A nefropatia diabética acomete de 20 a 30% dos pacientes portadores de DM.
O controle rigido da glicemia reduz a incidéncia de nefropatia e RD, o que reforca a

associacdo entre ambas as complicagdes microvasculares (DCCT 1993).
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Fatores ndo diretamente relacionados

Hipertenséo arterial sistémica

A hipertensdo arterial sisttmica (HAS) é duas vezes mais freqliente na popula¢do com
DM e parece desempenhar um papel importante na patogénese da RD (LAAKSO 1999). Em
pacientes portadores de DM existe hiperperfusdo do leito capilar em varios tecidos
(FORRESTER et al,1997). O aumento da pressdo arterial aumenta a pressdo intraluminar
piorando o extravasamento da rede vascular e favorecendo a filtracdo de proteinas plasmaticas
através do endotélio e sua disposi¢cdo na membrana basal do capilar. Como conseqiiéncia,
ocorre um dano vascular e isquemia retiniana, aumentando o risco de aparecimento e
progressdo da RD (JANKA et al. 1989). E presumivel que o aumento dos niveis pressoricos
seja um fator de risco para a RD tdo importante quanto o controle glicémico: em pacientes
com DM 2, para cada 10 mmHg de reducdo de valores de pressdo sistélica ocorre uma

reducdo de 13% nas complicagdes microvasculares (STRATTON et al.,2000).

Fatores ambientais

O hébito de fumar pode ter efeito deletério sobre a retina, cuja vascularizacdo €
deficiente nos portadores de DM, devido a seus efeitos isquémicos: aumento do monoéxido de
carbono, amento da agregacdo plaquetéria e vasoconstricdo. Entretanto, na maior parte dos
estudos (ORCHARD et al, 1990; MOSS et al, 1991; CIGNARELLI et al, 1992), incluindo um
estudo prospectivo com mais de 10 anos de seguimento (MOSS & KLEIN, 1996) o tabagismo
ndo pareceu estar associado a RD.

O consumo de alcool pode estar relacionado ao controle glicémico inadequado e ao
aumento dos niveis pressoricos, mas ndo parece ser um fator de risco para a RD (MOSS et al,

1994; MOSS & KLEIN, 1996), seja para a RDP ou para a progressdo da RD. Os possiveis
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efeitos beneficos residiriam no incremento de HDL, reducdo de agregacéo plaquetaria e dos
niveis de fibrinogénio.

O WESDR avaliou a relacéo entre o risco de microangiopatia e atividade fisica. Foi
estudada a histdria pregressa e atual da atividade fisica em pacientes com DM1. Em mulheres
com historia de atividade fisica atual ou na adolescéncia, a prevaléncia de RDP foi menor
quando comparadas com mulheres sedentérias, o que ndo foi observado em homens
(CRUICKSHANKS et al, 1992).

H& um consenso de que a atividade fisica pode ter um efeito benéfico sobre as
complicagcdes do DM. Entretanto, pacientes com RD em estagios avancados devem evitar
atividades extenuantes, que envolvam choques ou golpes com a cabeca pelo risco de

hemorragia vitrea ou descolamento tracional de retina (AIELLO et al 1998; ADA 2002).

1.1.5 - Fatores genéticos envolvidos na etiologia da RD

Apesar do tempo do diabetes e do controle glicémico inadequado serem importantes
fatores de risco para o desenvolvimento da RD, cada vez mais é reconhecido o envolvimento
de fatores genéticos na etiologia da doenga (KAO et al, 1999).

Desde o advento do projeto genoma humano, os estudos genéticos tém aumentado
progressivamente. Alguns polimorfismos presentes em individuos portadores de RD tém sido
relatados e acredita-se que cada um deles possa contribuir de alguma forma para o
desenvolvimento da RD (HANIS & HALLMAN, 2006). Em funcdo da importancia que
estudos relacionados a estes complexos fatores genéticos significariam em nivel de saude
publica, tem se buscado estudar varios genes candidatos correlacionados com a RD. Estes
genes incluem aqueles associados a glicosilagdo, via dos poliois, resposta imune, formacao de
coladgeno, adesdo e agregacdo plaquetdrias (KLEIN & KLEIN, 1997). J& sdo conhecidas

varias regides do genoma que incluem genes, possivelmente, relacionados com a etiologia da
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RD: gene NFKBL1 (4g24), gene VEGF (6p12), gene ALR2 (7g35), gene NOS4 (7935-936),
gene THF alfal6 (p13. 3-p12), gene ACEL (7923), gene IGF1 (12922-923), gene RAGE
(14932), gene ICAM1 (19p13), os quais podem variar de importancia de acordo com a origem
étnica da populacdo estudada (CHUNG et al, 2005; MALIC et al, 2005; DEMAINE et al,
2000; KUMARAMANICKAVEL et al, 2002; GONZALES et al 2005; STEPHENS et al,
2005; SESTI et al, 2005; YOSHIODA et al, 2005; YOKOYAMA et al, 2005).

Estudos em genes correlacionados com a via dos polidis como os da enzima sorbitol
desidrogenase (SORD) (AMANO et al 2003) e aldose redutase (AR) (PETROVIC et al, 2005;
SIVENIUS et al, 2004) tém ganhado em importancia, sendo que a Ultima demonstra ser uma

das principais enzimas relacionada as complicacdes da RD (FRANK, 2005).

Aldose redutase
Papel fisiologico da AR

Os rins de mamiferos sdo constantemente expostos a diferentes concentragdes
osméticas em virtude dos mecanismos de concentracdo urinaria. Através do acumulo de
sorbitol, betaina, inositol, glicerol e taurina, estas células, especificamente as células epiteliais
que recobrem o interior da medula renal, sdo protegidas do efeito osmético causado pelo
aumento na concentracdo de sodio e uréia, fazendo com que as mesmas mantenham integras
sua estrutura e fungdo em diferentes concentracfes (BAGNASCO et al, 1987). O sorbitol,
resultado da acdo da AR sobre a glicose, atua como um contrabalanco da pressdo osmética
devido ao excesso de NaCl e uréia na medula renal (BAGNASCO et al, 1986). A AR, betaina
e transportadores de mioinositol e taurina, constituem um grupo de proteinas que sao
expressas sob condi¢fes de hipertonicidade, determinadas pela rapida elevacdo de seus

respectivos RNAm e proteinas. Nos mamiferos, outros genes somados ao ALR2 tém se
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mostrado ativos na regulacdo da osmolaridade. No entanto, os sinais que induzem a expressao
desses genes ndo sdo ainda bem estabelecidos (KO et al, 1997).

O estudo da via dos polidis ganha importancia em virtude de sua alteracdo em
condigdes hiperglicémicas. A AR ¢ a primeira enzima da via dos polidis e converte glicose
em sorbitol, reacdo esta, dependente de NADPH. O sorbitol, subseqlientemente, é convertido
em frutose pela enzima SORD com o auxilio do cofator NADH. Sob condigdes
hiperglicémicas, hd um fluxo aumentado da enzima aldose redutase e um fluxo diminuido da
enzima sorbitol desidrogenase com decorrente acimulo de sorbitol no interior das células
endoteliais dos capilares retinianos (Fig 2). O fluxo de sangue no interior dos pequenos vasos
sanguineos da retina é diminuido devido ao aumento da adesdo plaquetaria e diminuicdo da
plasticidade das hemécias. Estes fatos aumentam a tendéncia de ocorréncia de oclusdo capilar
transformando o local em uma area sem irrigacdo. Sendo assim, considerando o sistema de
auto-regulacdo do fluxo, a isquemia tecidual estimula a producdo de uma substancia vaso-
proliferativa e fatores de crescimento que irdo levar a formacdo de novos vasos: 0 VEGF e 0

IGF-1 (SPEICHER et al, 2003).
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FIGURA 2. Via dos polidis. Descricao da influéncia da hiperglicemia na fun¢éo da aldose redutase e

consequente estresse oxidativo (Modificada de Matthew & George, 2002).



19

O gene codificador da aldose redutase: ALR2

A enzima aldose redutase é codificada pelo gene ALR2 (nimero de acesso no
Genbank: U72619) cuja forma funcional consiste de 10 exons, espagados por 18 Kb de DNA,
localizado no cromossomo 7935 (GRAHAM et al., 1991).

WANG e colaboradores, no ano de 1993, caracterizaram pela primeira vez, de maneira
detalhada, o promotor do gene ALR2 humano, com a localizacdo das seqiiéncias consenso
TATA box (-25 a -30), CCAAT box (-94 a -98), o sitio de capeamento do RNAm e o cédon
de iniciacdo ATG, além do sitio de inicio da transcricdo, 36 pb a montante do ATG. A
atividade basal do promotor do gene ALR2 humano esta localizada entre -193 e +31, a
montante da regido de capeamento do RNAm (Fig 3).

No promotor do gene humano, também é possivel observar uma sequéncia semelhante
a do elemento resposivo ao androgeno, localizada de -396 a - 382
(5’AGGACAAGGTATTCQG). Esta sequiéncia também foi observada em camundongos, no
promotor do gene codificador de uma proteina presente nos vasos deferentes (PAILHOUX et.
al, 1992). Em humanos, a presenca desta sequiéncia sugere o potencial do controle
androgénico durante a puberdade. A AR esta implicada na patogénese da RD e sabe-se que
ela ndo ocorre em diabéticos antes do inicio da puberdade.(WANG et al, 1993)

A regulacdo transcricional da expressdo génica do gene ALR2 parece consistir de
mecanismos complexos, envolvendo multiplos fatores, que agem em cis e fatores em trans,
provavelmente especificos para determinadas espécies (MCGOWAN et al, 1998).

KO e colaboradores em 1997 identificaram a regido de resposta osmética do gene
ALR2 de humanos, que corresponde a 132 pb, localizada 1235 pb a montante do sitio de
iniciacdo da transcricdo do gene. Nesta regido, encontram-se trés sequéncias do “Osmotic
Response Element” (ORE), homdlogas ao elemento responsivo do gene transportador de

betaina canina (TonE) e ao ORE do gene da AR de coelhos (Fig 3). A resposta osmdtica é
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reduzida quando uma destas trés seqiiéncias € mutada, sugerindo que quando estas trabalham
em conjunto, induzem o méaximo de transcricdo do gene. A regulacdo da transcricdo destes
genes e 0s mecanismos em comum pelos quais eles interagem ainda ndo sdo bem conhecidos.
Contemporaneamente ao estudo de KO, FERRARIS e colaboradores no ano de 1996,
estudaram a regido promotora do gene ALR2 em coelhos, identificando primeiramente o0 ORE
da AR entre os nucleotideos -3429 e -209. Apos andlise detalhada de diversos fragmentos
concluiram que a seqliéncia entre os nucleotideos -1105 e -1094 (CGGAAAATCACC),
homdloga a humana, era a menor seqliéncia necessaria capaz de conferir resposta
hiperosmética a um gene localizado a jusante da mesma, independentemente de outros

elementos em cis, ou seja, 0 minimo ORE essencial.



1 tgttggacat gtagcatata
61 cgtaccatat gatttacctt
121 ttgtaccaga tctcgcaggg
181 gaattggaca gttcataaga
241 tctgacaaag agtattcccc
301 ggttgtattt tccttcttag
361 cttaacatta cctcatatac
1 acaccttatc tcttgctatt
aaaaatacat acgcatatgt
ccaaggaca taaatgtaaa
catttgt cttaccttgg
661 gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt
721 ttcccatgat gggagattac
781 ctcaggagga ttccattgaa
841 cttatcaaaa gatgggagat
901 tacaaagatt acagaggcaa
961 tagagtgcta ttgttgctat
1021 agccaaaata ttctgggttt
081 ggctggtctc taactcctgg
41 gactacaggt atcactccag
ctcaattatt atcaaaccaa
gacccttctg tgtgtaccaa

(AC)n

OreA

1441 caaxttctat tacttgggga
1501 acatdgaaaa atatctgggc
1561 taaagaaagc accaaatgga
1621 tcactacca ag
1681 aa agagcagttg

aaccaaaatt gtcttcaagg
1801 gtgtgtttct acctgccaat
1861 atactggaag ctacaatatt
1921 tttcttcctc tagagagttt
1981 ctcactttcc aaagactgat
2041 ccaaattctt ctgagagttc
2101 aaaggatgct ggcttttggt
2161 ctaacaccta gagtggggtg
2221 catattttgt gaaggtgctt
2281 tctaagaaca aagtgcggta
2341 acaaggtatt cgtcagattc
2401 ttctgggctc ttaatgaaac

2461 tattttcgct aaagcattcg

cacgcggggc gcgggcgagce
2581 agaagcat ccccgccgac
2641 cagasmggctc cttcgcgcag

2701 ggd] a aggtacgcgc
2761 gcgcagcagc _cATGgcaagc
ctggaaggta

OreC

TATA BOX

61 gcgagtgggg tttgggagca
3121 gggcggccca ccagtccgca
3181 agggaggcgg ggaaagtggg
3241 gagccgtcgg caaggtgtgg
3301 cccggttgcc tcacttgtaa

Codon de
iniciagdo

acctttgttt
tttaaatatg
cttgaatgcc
agttgtcttt
atttccttct
catcattcca
atttttctct
gttggatatt
gtatatctgt
aaagctccta
tcccagccca
gtgtgtgtgt
tggttcagag
ggtttttttc
caaaaatctt
tgggggatgt
agaaattcca
atttatttat
gctcaagcag
ctttagacac
caacaaagcc
cctggccact
aggttcaatt
tgttttacac
caaatgaatt
tagtctgttc
aaatcaccgg
ttcccaatct
gggtgaggta
atcttcaagt
tagggtgatc
agagtcaact
tgataagtta
gaaatttgtc
tggatcaagc
ggaaggcttg
caaagagaga
tgcaaaagga
aactatatgt
ccaaagagca
caaaacttat
ctttcccacc
gttgggggcg
ccttggggaa
cggcgcgcca
cgcggccaag
cgtctcctgc
ggtgctcgtg
cgagggaccc
acgcgcgggce
tggctccccg
gctcacggga
ttttgggtcc
cttcacagac
gagcgcagac
atagttggtc

gtttatagaa
caattgggtg
aggctcaaga
taattcaaaa
gtcttcttcc
tagctatatg
gtgtctttgt
tacagtttta
gtgcaggcct
ccttctggca
gccctatacc
Tttcctttta
catgttaaga
cctttttcaa
gagatcaaaa
tagggggcta
ctgatacaac
tttacagaca
tcatcccacc
agttataact
tctgatattg
caaggtgtat
ggcagagcaa
aaagcaagtt
tgcccaatag
tgtataaatt
catggagttt
tgcataatta
gagtatcatg
gactttttct
aatttactat
ttttcttctg
ctgtactgga
ttactgattc
ccatcaaggc
ctgaaccaca
tctagaaggc
ttgcaagcca
gtagtcagta
tcaaactggg
ttctagtcta
agatacagca
gaaagaatcc
ggccgccgeg
accgcaggcg
gccgcaccgt
tcaacaacgg
ggggcgcggg
cgagtgaccc
ttgcagggtc
ggttggccct
gcccccgeccc
tagcgggcgce
cggtggacct
ccagcctcct
tcaatcgttt

gcttattgat
gtttttttgt
gtttaggttt
tgtgttcatt
taaatttcct
actttgtttt
catctttact
ctttaagtat
gggactaagg
tgaaaatttg
tagtgtgtgt
aattatttcc
TtTtccaattac
acaaaatttt
attttggtat
Ttcacaatagc
Ttttcatgtc
gggtcttgct
tcagcctcct
Ttcatgcaatc
agtccatgtc
cattttcaca
cctccaagtc

tttccaggag
agagagacct
ggggaaagat
aagagaggtt
taggctatct
tttgtacctt
tggttttctg
acttactgct
tgaatggaca
tttctaacct
cctagtatgc
tacaaaaagc
tttttctggc
tgattcacat
gttggacaac

gcacccccag
ccctttctgc
actgggcggg
cgccaagatg
cccggggctc
tgagcagctc
cccagcgggc
gggcgtcagg
taccgcgggc
cccaagcggc
cgggcgcaga
ttccctcgag
cgattcttgc

FIGURA 3: Caracterizacdo do promotor do gene ALR2
Em vermelho: caracterizacdo do promotor basal e do cédon de iniciacao.

Em amarelo: regido dos polimorfismos (AC)n e C(-106)T
Em azul: fragmento de 132 pb no promotor do gene ALR2, contendo os elementos

responsivos OreA, OreB e OreC.

Referéncias a [GRAHAM et al (1991), KO et al (1995), KAO et al (1999) e KO et al

(1997)].

gtataattta
atattcaaac
tatcctatgg
aaggaaataa
aaatgttata
ctactttcac
tttgatggct
acagcatttt
gaaggcaagt
tacctgtgta
gtgtgtgtgt
ttaggaaaaa
tagagtgttt
gatatgtata
gtgtacattt
atgtcccaac
tgcatggccc

ggctcaagtt
tacaaaagitt
ggagcacttt
ggtgcttgac
cggagggtga
gttggaaaga
tggaaaaaat

cgacctcacg
ggtctgggga
cccatcctgg
gcctcacact
gccccgcgga
tggggtcggce
gcagcatcct
aacccttgat
acaacgcgag
cagggacgtg
gcacctgtag
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OreB

C(-106)T

O gene ALR2 tem se mostrado diretamente correlacionado com as alteracdes na via

dos poliodis dos individos hiperglicémicos, em relacdo a sua expressdo génica. O modelo

proposto da via dos poliodis é fortemente fundamentado pelo fato de que na administracdo de

inibidores de ALR2 em ratos e cdes ocorre uma supressdo do desenvolvimento de catarata

(KINOSHITA et al, 1974; DVORNIK et al, 1973) e neuropatia diabética (WILLARS et al,

1988; MIZISIN et al, 1993). Estas espécies sdo geralmente usadas para estudos relacionados

com a RD porgue o desenvolvimento da doenca nestes animais é similar aos humanos.

Considerando que a administracdo dos inibidores de AR tenha de certa forma, diminuido os
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sintomas de retinopatia nestas espécies (ROBINSON et al, 1983; ROBINSON et al, 1989;
FRANK et al, 1983; KADOR et al, 1988; KADOR et al, 1990) e que também a administracéo
de inibidores de AR em culturas de pericitos da retina bovina tenham normalizado os niveis
de sorbitol destas (LI et al, 1985), é possivel considerar que a expressdo aumentada do gene
que codifica a AR pode estar associada ao desenvolvimento da retinopatia diabética (KO et al,

1995; HEESOM et al, 1997; KAO et al, 1999).

Polimorfismo (AC)n

Relatos de diferentes grupos sugerem o envolvimento de um polimorfismo que
consiste na repeti¢do dos dinucleotideos AC (AC)n, localizado 2.1Kb & montante do sitio de
inicio da transcricdo do gene ALR2, que determinaria maior suscetibilidade ao
desenvolvimento de nefropatia, neuropatia e retinopatia diabética. O gendtipo mais
comumente encontrado com relagdo a esse polimorfismo é representado por 24 dinucleotideos
AC e denominado Z (KO et al, 1995; HEESOM et al, 1997; KAO et al, 1999; DEMAINE et

al, 2000; PARK et al, 2002) (Figs 3 e 4).
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FIGURA 4: Localizacdo dos polimorfismos (AC)n e C-106T na regido promotora do gene
ALR2.
(Modificada de OLMOS et al, 2000).

Diabetes Mellitus tipo 2

Em 1995, KO e colaboradores, realizaram um estudo na populacéo chinesa portadora
de DM2, concluindo, através de seqiienciamento, a descoberta de sete diferentes alelos para o
polimofismo AC(n) na regido promotora do gene ALR2, desde Z-6 até Z+6. Observou-se que
o0 alelo Z-2 estava fortemente associado aos individuos portadores de RD podendo estar
relacionado a um comec¢o prematuro da doenca. As mesmas conclusfes foram obtidas na
populacdo chilena (OLMOS et al, 2000). Ja na populacdo japonesa, observou-se um aumento
do alelo Z-4 no grupo de afetados pela RD (IKEGISHI et al, 1999; ICHIKAWA et al 1999).
No trabalho de WANG e colaboradores em 2003 na populagdo chinesa, associou-se a
presenca do alelo Z-2 em pacientes com RD e o alelo Z+6 foi menos comum em paciente com

RD.
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Contudo, estudos na populacéo coreana nao relataram as mesmas evidéncias descritas
por trabalhos anteriores. Tanto o alelo Z-2 ndo demonstrou um efeito de suscetibilidade a RD

quanto o alelo Z+2 n&o demonstrou um efeito protetor (PARK et al, 2001).

Diabetes Mellitus tipol

Em 1999, KAO e colaboradores relataram que a presenca do alelo Z-2 em
adolescentes brancos jovens da Australia era condizente com o desenvolvimento de RD. No
estudo com pacientes norte-americanos e do oeste europeu percebeu-se que 0 aumento da
freqiiéncia do alelo Z-2 foi consideravelmente alto nos pacientes com RD comparado a
pacientes com diabetes sem complicacdo a longo prazo. Além disso, relatou-se também o

efeito protetor do alelo Z+2 nessas populacGes (DEMAINE et al, 2000).

Polimorfismo C(-106)T

Diabetes Mellitus tipo 1

Além da alteracdo previamente descrita, um outro polimorfismo, o C-(106)T na regido
promotora do gene ALRZ2, vinha sendo investigado por diversos grupos de pesquisa e
correlacionado com a suscetibilidade ao desenvolvimento de RD (Figs 3 e 4) (KAO et al,
1999; DEMAINE et al, 2000; WANG et al, 2003; SANTOS et al, 2003). Em estudo em
pacientes diabéticos com retinopatia, de origem australiana (KAO 1999) e brancos de origem
norte-americana (DEMAINE et al, 2000), foi observado que o alelo C estava associado a
presenca de RD. Dentre os individuos com RD, a associacdo do alelo C, C(-106)T mais o
alelo Z-2 (AC)n foi a mais comum. Em contrapartida, no grupo sem complicacdes, tanto o
alelo C quanto o alelo T estavam associados ao alelo Z+2 (AC)n, sugerindo que o (AC)n,

juntamente com o locus C(-106)T, estariam localizados préximos a regido que confere
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suscetibilidade a retinopatia. Portanto, acredita-se que o haplotipo C/Z-2 poderia identificar
individuos que apresentem niveis aumentados do RNA mensageiro do gene ALR2 e que a
presenca deste hapl6tipo levaria a um fluxo aumentado através da via dos polidis. Em
contraste, os haplétipos C/Z+2 e T/Z+2 poderiam estar relacionados com uma expressdo
génica reduzida. Em udltima instancia, a expressdo aumentada do gene resultaria em producao
excessiva de sorbitol e frutose, anormalidades metabdlicas e vasculares e estresse oxidativo na

célula.

Diabetes Mellitus tipo 2

No trabalho de WANG e colaboradores em 2003, diferentemente das descobertas
anteriores, associou-se a presenca do alelo T aos pacientes com complicagdes microvasculares
correlacionadas ao DM2 quando este era associado ao alelo Z-2. Em trabalho realizado por
SANTOS e colaboradores (2003), estudando-se voluntarios com DM2 na populagdo euro-
brasileira, ndo foi encontrada correlagédo entre o0 alelo C e a RD quando estudado o

polimorfismo C(-106)T.

Pesquisas Realizadas

Polimorfismo (AC)n/C(-106) T
AUTOR DM POPULACAO POLIMORFISMO
KO et al,1995 DM2 Chinesa (AC)Nn
IKEGISHI et al, 1999 DM2 Japonesa (AC)n
ICHIKAWA et al, 1999 DM2 Japonesa (AC)Nn
KAO et al, 1999 DM1 Australiana (AC)N/C(-106)T
OLMOS et al, 2000 DM2 Chilena (AC)n
DEMAINE et al, 2000 DM1 Norte americana e (AC)n/C(-106)T

Oeste Europeu

PARK et al, 2001 DM2 Coreana (AC)Nn
WANG et al, 2003 DM2 Chinesa (AC)n/C(-106)T
SANTOS et al,2003 DM2 Euro brasileira C(-106)T

QUADRO 1: Descricao dos trabalhos ralizados em diferentes popula¢es com objetivo de investigar o
papel dos polimorfismos (AC)n e C(-106)T na suscetibilidade ao desenvolvimento da RD.
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Estudos funcionais relacionados aos polimorfismos (AC)n e C(-106)T

SHAH e colaboradores (1998) estudaram dois grupos de pacientes, o primeiro de
individuos de origem hispénica e caucasiana e o segundo de uma populacdo mais homogénea,
de origem italiana. Segundo o autor, em ambos 0s grupos, observagdes obtidas fundamentam
a hipétese de que o polimorfismo (AC)n estaria associado ao aumento da expressdo do gene
ALR2 , apesar do mecanismo n&o ter sido identificado. Indiretamente a expresséo de outros
genes préximos do lécus poderiam, de alguma forma, estar relacionada a expressdo do gene
ALR2 (SHAH et al, 1998).

LI e colaboradores (2002) analisaram a correlagdo do polimorfismo C-(106)T, na
regido promotora do gene ALR2, e seu possivel envolvimento com a expressdo do mesmo.
Foram analisados dois grupos de individuos na populacdo chinesa, um grupo controle e um
de individuos portadores de DM2. A fim de se detectar a atividade do promotor, foi utilizado
0 gene reporter “chloromycetin acetyl transferase” (CAT) como vetor. Segundo os autores,
sob condi¢bes de hiperglicemia decorrente do DM e na presenca do polimorfismo, hd uma
atividade transcricional dobrada do gene ALR2 em sua regido regulatéria, o que ativaria a via
do sorbitol, levando & RD. Este estudo demonstra uma interacdo direta entre o polimorfismo

C(-106)T e o mecanismo regulatério do gene nesta populacdo em estudo.
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Justificativa

Os resultados relatados por diferentes grupos, em sua maioria, demonstram uma
correlacdo positiva entre polimorfismos no gene da aldose redutase e suscetibilidade ao
desenvolvimento de complicagdes microvasculares em pacientes com diabetes.

Existe um relato de um dos polimorfismos do gene ALR2 [C(-106)T] em brasileiros
portadores de DM2 (SANTOS et al, 2003), abordando as complica¢Bes renais e oculares,
porém esse estudo foi realizado em uma populacdo ndo representativa da miscigenacao racial
caracteristica do Brasil. Portanto, um estudo mais abrangente dos polimorfismos do gene
ALR2, AC(n) e C(-106)T, em uma populacdo com DM1 (no DM1 ocorre maior participacéo
de fatores genéticos em funcdo de maior herdabilidade e menor participacdo de fatores
ambientais do que no DM2, facilitando o seguimento clinico) permitiria avaliar o papel dos
mesmos como possiveis fatores de risco para o desenvolvimento da retinopatia diabética em
nossa populacéo.

Finalizando, o entendimento da contribuicdo dos fatores genéticos para o
desenvolvimento das complicagdes relacionadas ao diabetes, particularmente a retinopatia
(uma das principais causas de cegueira irreversivel) seria fundamental para aperfeicoar o

controle clinico desta moléstia.
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2 - OBJETIVOS

Uma vez que ndo ha relatos do estudo desses polimorfismos em um contexto
abrangente na populacdo brasileira e que esta, por sua vez, é de etnia muito diferente das
populagOes estudadas, este trabalho propde:

1. Analisar a distribuicdo dos polimorfismos (AC)n e C(-106)T em pacientes
brasileiros portadores de Diabetes Mellitus tipo 1, com e sem retinopatia diabética (estudo do
tipo caso-controle).

2. Avaliar a possivel associacdo entre esses polimorfismos e a suscetibilidade a

retinopatia diabética.
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CASUISTICA E METODOS
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3 - CASUISTICA E METODOS
3.1 - Pacientes

O grupo de estudo consistiu de 64 pacientes com Diabetes Mellitus tipo 1, com no
minimo 10 anos de doenga, sendo 35 atendidos consecutivamente nos Ambulatérios de
Endocrinologia Pediatrica e Endocrinologia de Adultos da Irmandade da Santa Casa de
Misericordia de Sdo Paulo, 18 atendidos no Ambulatério de Endocrinologia, Disciplina de
Clinica Médica da UNICAMP e 11 em consultérios particulares, no periodo de junho de 2003
a abril de 2005.

Os pacientes foram avaliados segundo o0s seguintes parametros: idade, sexo, raca,
idade do diagndstico do diabetes, tempo de doenca, pressdo arterial corrigida pela tabela de
pressao arterial segundo sexo e idade (MEI et al, 2002), escore Z do indice de massa corporal
(ZIMC) (Software Growth Analyser 3, Verson 3.0, Dutch Grouth Foundation), dose de
insulina, presenga de complicagcdes cronicas (neuropatia e proteindria), hipertensao,
hemoglobina glicada e fundo de olho.

Os conceitos para o diagndstico DM foram clinicos.

3.2 - Exame fundoscépico

A avaliacdo do fundo de olho foi realizada por meio de fundoscopia indireta e
biomicroscopia, em caso de anormalidades, documentada por retinografia.

Na presenca de retinopatia diabética, a mesma foi classificada em: RDNP (subdividida
em leve, moderada e grave) e RDP (“The Diabetes Control and Complications Trial Research

Group”, 1993).
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3.3 - Extracao de DNA de sangue periférico

Os experimentos foram realizados a partir de DNA extraido de sangue periférico, obtido
no momento dos exames de controle da doenca, e executados no Laboratério de Medicina
Molecular do Departamento de Ciéncias Fisiologicas (FCMSCSP).

A extracdo de DNA foi realizada pelo método de fenol cloroférmio em 90% das
amostras, e por precipitacdo salina em 10% das amotras, a partir de 5 ml de sangue periférico,

conforme descrito no anexos 1 e 2.

3.4 — Analise do polimorfismo (AC)n

3.4.1 - Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Foi realizada por meio da PCR a amplificacdo de um fragmento de 138 pb que inclui a
regido de repeticfes AC, localizada 2.1 Kb a montante do gene ALR2, utilizando-se os primers
sense5’-GCCCAGCCCTATACCTAGT-3’e antisense 5’-GAATCTTAACATGCTCTGAACC-
3’ (Genbank U72619), sendo que o primer sense foi marcado na extremidade 5’ com o corante

fluorescente FAM (Invitrogen™ Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).

Na reacdo, foram adicionados 5 pmoles do primer marcado e 20 pmoles do primer
antisense nao marcado, em conjunto com 200 umoles de cada dNTP, tampdo da enzima 1X
(Tampdo 10X: Tris-HCI 100mM, pH 8,3; KCI 500 mM; MgCl, 15 mM. gelatina 0,01% w/v),
0,5U de Tag DNA polimerase (Biotools B&M Labs. S.A., Madrid, Spain) e agua deionizada

estéril, completando o volume para 25 uL. Todos os primers, inclusive o marcado, foram

sintetizados pela Invitrogen™ Life Technologies (Carlsbad, CA, USA).

A reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) foi padronizada segundo as seguintes
caracteristicas: 35 ciclos de desnaturacéo inicial a 95°C por 1 minuto, anelamento a 61° C por 1

minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto, além de uma desnaturacéo inicial a 95°C por 5 minutos
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e extensdo final a 72°C por 1 hora, em aparelho ciclador de temperatura (GeneAmp® PCR

System 9700 Applied Biosystem, Foster City, CA, USA).

3.4.2 - Anélise de fragmentos

Depois de realizada a amplificacdo, adicionou-se a 1 pL do produto da PCR, este
diluido 1:7 em ddH20, mais 0,5 uL do marcador interno de peso molecular (GeneScan™ 500
ROX™ Size Standard - Applied Biosystems, Warrington, UK) e 23,5 puL de formamida
deionizada (Hi-Di™ Formamide - Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Esta mistura
foi desnaturada a (95°C) por dois minutos e mantida em gelo até ser submetida a eletroforese
capilar no analisador automéatico de DNA ABI PRISM 310 (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). Os parametros da eletroforese capilar foram: temperatura de 60°C e tempo de
corrida de 20 minutos por amostra. O resultado foi analisado atraves do software Gene Scan
(ABI Prism® GeneScan Analysis Software version 3.7 for the Windows NT® Plataform —
Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) e Genotyper (ABI Prism® Genotyper® 307 NT

Software - Applied Biosystem, Foster City, CA, USA).

3.4.3 - Sequienciamento automatico

Os pacientes que se apresentaram em homozigose quando analisados pelo software
Gene Scan, foram selecionados para sequenciamento a fim de se determinar o nimero de
repeticdes de algumas amostras e assim estabelecer uma referéncia para a andlise dos
fragmentos. Realizou-se por meio da PCR a amplificacdo de um fragmento cujo tamanho
variou segundo o n° de repeticdes AC (281pb segundo referéncia do Genbank), localizada 2.1
Kb a montante do gene ALR2, (Genbank U72619), utilizando-se os primers sense 5’-

GGACTAAGGGAAGGCAAGTG-3’ e antisense 5’-CCTTCAATGGAATCCTCCTG-3’. Na
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reacdo foram adicionados 20 pmoles de cada primer em conjunto com 200 pumoles de cada
dNTP, tampéo da enzima 1X (Tamp&o 10X: Tris-HCI 100mM, pH 8,3; KCI 500 mM; MgCl,
15 mM. gelatina 0,01% wi/v), 0,5 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e
agua deionizada estéril, completando o volume para 25 plL. Todas as amostras foram
submetidas a um ciclo inicial de desnaturacdo a 95°C por 1 minuto e, subseqlientemente, a 35
ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 63°C por 1 minuto e extensdo a
72°C por 1 minuto, seguidos por 1 ciclo de extensdo final a 72°C por 7 minutos. Ap0s a reacdo
de PCR, o produto foi purificado por centrifugacdo, segundo as especificacdes sugeridas pelo
“kit” Marligen-Bioscience (ljamsville, MD, USA). Para a quantificacgio do produto
amplificado, 2 ul do material purificado foram aplicados em gel de agarose 1,5% corado com
brometo de etideo, submetidos a eletroforese e examinados sob luz ultravioleta (UV). A
concentracdo de DNA da amostra purificada foi estimada a partir da comparacdo com a
intensidade da banda do marcador de peso e massa molecular Low DNA Mass Ladder
(GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD, EUA).

Para a reacdo de seqiienciamento foram utilizados de 3 a 10 ng do produto purificado
para um volume final de reacdo de 10 uL, contendo 1 uL de “Big Dye Terminator Ready
Reaction v2.0” (ABI PRISM Big Dye terminator Cycle Sequencing kit, Applied Biosystems
Foster City, CA, USA), 3uL do tampéo de seqiienciamento 5X (Applied Biosystems Foster
City, CA, USA) e 1,6 pmol de um dos primers (sense ou antisense) utilizados na PCR, sendo o
volume final completado com &gua deionizada estéril.

As condicdes da reacdo de sequenciamento foram as seguintes: 25 ciclos a 96°C por 10
segundos, a 50°C por 5 segundos e a 60°C por 4 minutos. Apés esta reacdo, as amostras foram
novamente purificadas para eliminacdo dos nucleotideos ndo incorporados (Anexo 5).

As amostras foram ressuspensas em 15 uL de Formamida Hi-Di (Applied BioSystems,

Foster City, CA, USA), desnaturadas a (95°C) por 3 minutos, colocadas em gelo e submetidas a
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eletroforese no analisador automatico “ABI PRISM 310 (Applied BioSystems, Foster City,
CA, USA). Para confirmagéo da regido gendmica analizada, as seqiiéncias foram submetidas a
buscas  por similaridade, utilizando-se o  “algoritmo de  buscas”  Blast

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

3.5 - Andlise do polimorfismo C(-106)T

3.5.1 — Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR foi utilizada para a amplificacdo do fragmento da regido promotora do gene
ALR2 contendo o polimorfismo C(-106)T. O desenho dos primers baseou-se na sequéncia
depositada no Genbank sob o nimero (U72619). Com o uso do programa computacional
Primer3 Input (primer3_www.cgi v 0.2), selecionamos os seguintes pares de primers: AR sense
5-TTCGCTTTCCCACCAGATAC-3’, compreendido entre os nucleotideos -255 e -235 e AR
antisense 5’-CGCCGTTGTTGAGCAGGAGAC-3’, compreendido entre os nucleotideos 50 e

71 o que resulta na amplificagdo de um fragmento de 326 pb pares de bases.

Todos os primers foram sintetizados pela Invitrogen™ Life Tecnologies (Carlsbad, CA,
USA). Para a reacdo de PCR, as amostras de DNA foram adicionados 20 pmoles dos primers
sense e anti-sense em conjunto com 200 pumoles de cada dNTP, tampéo da enzima 1X (Tampéao
10X: Tris-HCI 100mM pH 8.3; KCI 500 mM; MgCl, 15 mM. gelatina 0,01% w/v), 0,5 U de
Tagq DNA polimerase (Biotools B&M Labs. S.A., Madrid, Spain), completando-se o volume
final da reacdo para 25uL com &gua deionizada estéril. As condi¢des de amplificacdo foram:
desnaturacdo inicial a ( 95°C) por 5 minutos, seguida de 35 ciclos a 95°C por 1 minuto, 57°C
por 1 minuto e a 72° C por 1 minuto, finalizando-se com uma extenséo a 72°C por 7 minutos,
em aparelho ciclador de temperatura (GeneAmp® PCR System 9700 Applied Biosystem,

Foster City, CA, USA).
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Ao final da reagdo, 5 puL do produto da PCR foram misturados a 1 uL do tampé&o de
corrida 10X “Blue Juice-Gel Loading Buffer” (Invitrogen:Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA), submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo e
visualizados sob iluminacdo UV. A imagem foi digitalizada atraves da camera “Kodak Digital

Science” (Eastman Kodak Company, Rochester, NY, USA).

3.5.2 — Digest&o enzimatica

Para a deteccdo do polimorfismo C(-106)T realizou-se a digestdo com a endonuclease
de restricdo Bfal (New England BioLabs, MA, USA), visto que esta substituicdo cria um novo
sitio de restricdo para a enzima. Foram usadas 8 unidades de Bfal e 10ul do produto da PCR,
no tampdo apropriado, incubando-se a rea¢do a 37°C durante 2 h. O gendtipo foi determinado
apos eletroforese em gel de agarose 2,5% corado com brometo de etidio e visualizado sob luz
ultravioleta. Os individuos homozigotos CC, apresentam dois fragmentos, de 234pb e 92pb, os
individuos homozigotos TT apresentam trés fragmentos, de 175pb, 92pb e 59pb e, finalmente,
os individuos heterozigotos CT apresentam quatro fragmentos, de 234pb, 175pb, 92pb e 59pb

(KAO et al.,1999).

3.6 - Analise estatistica

Realizou-se a andlise descritiva dos dados epidemioldgicos, clinicos, diagnosticos e
moleculares da populacéo.

De acordo com o resultado do fundo de olho, os pacientes foram divididos em: 1.
NORMAL e RD; 2. NORMAL, RDNP e RDP; 3. NORMAL e RDP e 4. RDNP e RDP. O

fenotipo, segundo a classificacdo do exame oftalmoscopico de fundo de olho (FO) foi
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comparado com 0s genotipos e freqiiéncias alélicas dos polimorfismos C(-106)T e AC(n),
além do nivel de hemoglobina glicada (HbACc).

Os dados foram analisados estatisticamente utilizando-se o Teste de Qui-quadrado ou
Teste Exato de Fisher para anélise de variaveis categoricas e o Teste de Mann Whitney para
comparacdo de varidveis continuas. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. A analise estatistica foi realizada com o auxilio do software “Statistical Program

for the Social Sciences” (SPSS, verséo 13.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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RESULTADOS
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4 - RESULTADOS
4.1 — Anélise descritiva

Os pacientes estudados apresentaram idade média de 26,72 anos + 10,52, sendo a idade
minima de 12,10 e a idade méaxima de 57,00 anos. Quarenta e trés pacientes eram do sexo
feminino (67,2%) e, em relacdo a cor da pele, 47 eram brancos (73,4%), 5 negros (7,8%) e 12
pardos (18,8%). A distribuicdo dos pacientes segundo os dados clinicos e laboratoriais
encontra-se nos anexos 6 a 9

Ao serem avaliadas as freqliéncias dos genotipos e alelos dos polimorfismos
estudados, observa-se: 1. O gendtipo mais comum do polimorfismo AC(n) foi o Z/Z-2
(26,6%), sequido pelo Z/Z+2 (12,5%) e Z-2/Z-2 (12,5%), tendo sido observados, ao todo, 18
gendtipos diferentes; 2. Os alelos mais comuns para esse polimorfismo foram o Z-2 (35,2%),
0 Z (35,2%) e 0 Z+2 (15,6%) (Tab. 1). 3. O gendtipo mais comum do polimorfismo C(-106)T
foi o CT correspondendo a 50% dos casos, seguido pelo CC, correspondendo a 40,3% dos
casos analisados. 4. Em relacdo a distribuicdo dos alelos deste polimorfismo, o alelo C,
perfazendo 65,3% dos casos foi mais freqiiente que o alelo T (34,7%) (Tab. 2). As figuras 5 e
6 exemplificam os resultados da genotipagem dos polimorfismos AC(n) e C(-106)T,

respectivamente.



TABELA 1. Freqliéncia dos geno6tipos e alelos do polimorfismo AC(n) do gene ALR2.

Gendtipo Freqliéncia (%) N=64
Z-4/Z-2 3(4,7)
Z-41Z7+4 1(1,6)
Z-21Z-6 1(1,6)
Z-2/Z-2 8 (12,5)

Z-21Z 17 (26,6)

Z-21Z+2 6 (9,4)
Z-21Z+4 1(1,6)
Z-2/7+6 1(1,6)

Z/Z-6 1(1,6)
Z/Z-4 3(47)

zi1z 7(10,9)
ZIZ+2 8 (12,5)
Z/Z+4 1(1,6)
Z/Z+6 1(1,6)

Z+2/Z+2 2(31)
Z+2/Z+4 1(1,6)
Z+2/7+6 1(1,6)
Z+41Z+4 1(1,6)

Alelos Freqiéncia (%) N=128
Z+6 3(2,3)
Z+4 6 (4,7)
Z+2 20 (15,6)
Z 45 (35,2)
Z-2 45 (35,2)
Z-4 7(55)
Z-6 2(1,6)

TABELA 2. Freqliéncia dos genotipos e alelos do polimorfismo C(-106) T do gene ALR2.

Gendtipo  Frequéncia (%) N=62

CcC 25 (40,3)
CT 31 (50,0)
TT 6(9,7)
Alelos Frequéncia (%) N=124
C 81 (65,3)

T 43 (34,7)




(AC)21
Variagéo dos picos (pb)
130,77 a 131,04

(AC)22
Variagéo dos picos (pb)
132,85a 133,15

(AC)23
Variagéo dos picos (pb)
134,95 a 135,35

(AC)24
Variacao dos picos (pb)
137,11 a 137,47

(AC)25
Variacao dos picos (pb)
139,33 a 139,65

(AC)26
Variacdo dos picos (pb)
141,57 a 142,00

(AC)27
Variagéo dos picos (pb)
143,97 a 144,36

Total de amostras = 64

FIGURA 5. Representacdo de alguns padrdes de genotipagem do polimorfismo AC(n) do gene ALR2. 1 a 4.
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Pacientes homozigotos, portadores de 23, 24, 25 e 26 repeticdes AC, respectivamente. 5. Paciente

heterozigoto, portador de 23 e 27 repeti¢cdes e 6. Paciente heterozigoto, portador de 23 e 25

repeticdes.



1 2 3 45 67 8 910
M CC CC CT CC CT CTCC CC TTCC B

234ph
175pb

92pb
59pb

FIGURA 6. Representagdo da andlise do polimorfismo C(-106)T do gene ALR2 por meio de digestdo com a

enzima Bfal. M. Marcador de peso molecular (Ladder 100pb), B. Branco, 1,2,4,7,8,10. Pacientes

homozigotos para o gendtipo CC, 3,5,6. Pacientes heterozigotos para o genétipo CT. 9. Paciente
homozigoto para o gendtipo TT.
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4.2 - Analise comparativa
Dados Demograficos, Clinicos e Laboratoriais.

Os pacientes, estratificados de acordo com o resultado do FO em normal, RDNP e
RDP, foram avaliados segundo a idade, idade ao diagnostico, tempo de doenca, ZIMC, média
dos valores da PA sistélica e diastolica, percentil da PA sistolica e PA diastolica, dose de
insulina (U/Kg/dia) e nivel de hemoglobina glicada (Tabs. 3 e 4). N&o foi possivel avaliar a
presenca ou auséncia de HAS, uma vez que na amostra analisada ndo havia pacientes
hipertensos. Dentre estas caracteristicas,a idade e o tempo de doenga demonstraram-se

significantemente maiores nos pacientes com RDP



TABELA 3. Caracteristicas demogréficas e clinicas dos pacientes de acordo com o FO.
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NORMAL RDNP RDP
n Média(zDP) Min n  Média(zDP) Min n  Média(zDP) Min
Max Max Max
* 33 24,16+9,59 12,10 16 25,54+9,86 15,00 15 33,60+10,76 20,00
ID (anos) 48,00 44,00 57,00
ID ao diagnéstico 33  9,76+8,68 1,00 16 10,11+7,23 0,90 15 13,13+8,26 2,00
(anos) 35,00 29,00 31,00
> 33 14,43+3,81 10,00 16 15,44+4,86 10,00 15 20,47+6,72 11,00
TD (anos) 24,00 27,00 38,00
ZIMC 23 0,003+1,17 -240 14 -0,22+41,16 -1,72 4 0,30+0,96 -0,54
2,02 1,83 1,60
PA sist (mmHg) 25 114,60+9,82 97,50 14 113,9348,15 100,00 5 117,60+13,24 100,00
130,00 125,00 137,00
PA diast (mmHg) 25 75,04+7,21 60,00 14 75,54+6,67 60,00 5  75,00+8,92 60,00
85,00 85,00 83,00
Insulina 22 1,02+0,42 0,37 14 1,04+0,77 045 5 0,74+40,25 0,52
(U/Kg/dia) 2,08 3,33 1,05
o |ID=idade
e TD=tempo de doenca
e ZIMC= Escore Z do indice de Massa Corporal
e PA= pressdo arterial

* Os valores de P foram significantes para ID e TD quando comparados 0S grupos:

N X RD = (ID: P=0,036; TD: P=0,015)

RDNP X RDP = (ID: P=0,021; TD: P=0,015)

N X RDP = (ID: P=0,002; TD: P=0,001)
(Teste de Mann Whitney)



TABELA 4. Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes de acordo com o FO.
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NORMAL RDNP RDP
% PA Sistolica

<10 5 (55,6%) 3 (33,3%) 1(11,1%)
10-90% 20 (57,1%) 11 (31,4%) 4 (11,4%)

% PA Diast6lica
<10 2 (50,0%) 1 (25,0%) 1 (25,0%)
10-90% 23 (57,5%) 13 (32,5%) 4 (10,0%)

Hb Ac

Normal 5 (71,4%) 0 (0,0%) 2 (28,6%)
Alterada 23 (51,1%) 11 (24,4%) 11 (24,4%)

%Hb Ac (VALN)
<1% 5 (71,4%) 0 (0,0%) 2 (28,6%)
1-3% 13 (59,1%) 5 (22,7%) 4 (18,2%)
> 3% 10 (43,5%) 6 (26,1%) 7 (30,4%)

PA= pressao arterial
HbAc= hemoglobina glicada

[
[ )
e VALN = valores acima do limite da normalidade
[

(Teste de Qui-quadrado)

Polimorfismo AC(n)

Nenhum valor de P significante quando os grupos foram comparados entre si.

Né&o foi observada associacdo entre os diferentes genétipos do polimorfismo AC(n) e o

desenvolvimento de RD, quando estes foram avaliados isoladamente. Quando cada alelo foi

avaliado separadamente em relacdo ao resultado do FO, observou-se que apenas o alelo Z

estava significantemente associado a presenca de RDP, segundo as estratificagdes: Normal X

RDNP X RDP, Normal X RDP e RDNP X RDP, ndo tendo sido encontrada diferenca

segundo a classificagdo Normal X RD (Normal X RDP: risco =3,01 vezes, RDNP X RDP:

risco=3,92 vezes). A distribuicdo dos alelos do polimorfismo AC(n) em relacdo a

classificacdo do FO em normal, RDNP e RDP encontra-se na tabela 5. As tabelas 6,7 e 8

mostram a distribuicdo dos pacientes segundo a presenca ou auséncia do alelo Z e o

desenvolvimento de RDP. Quando analisados os genotipos dos individuos, considerando-se a
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presenca ou auséncia do alelo Z, os dados sugerem que individuos cujo genotipo é ZZ sejam
mais suscetiveis ao desenvolvimento de RDP, apesar do pequeno numero de pacientes
incluidos na analise (Tab. 9). Os gen6tipos foram comparados dois a dois em relacdo ao FO
(ZZ x ZX, ZZ x XX e ZX x XX), confirmando a suscetibilidade ao desenvolvimento da

complicacdo para os individuos ZZ em relacéo aos individuos XX (Tab 10).

Tabela 5. Distribuicdo dos alelos do polimorfismo AC(n) nos pacientes normais (sem alteracdo de
fundo de olho), com RDNP e com RDP.

Fundo de Olho

Alelo Normal (%) N=66  RDNP (%) N=32 RDP (%) N=30
Z+6 2 (3,0) 1(3,1) 0(0,0)
Z+4 4(6,1) 1(3,1) 1(3,3)
Z+2 13 (19,7) 5 (15,6) 2(6,7)

z 20 (30,3) 8 (25, 0) 17 (56,7)
Z-2 23 (34,8) 14 (43,8) 8 (26,7)
Z-4 3 (4,5) 3(9,4) 1(3,3)

Z-6 1(1,5) 0(0,0) 1(3,3)

RDNP = Retinopatia Diabética N&do Proliferativa
RDP = Retinopatia Diabética Proliferativa
N = Ndmero de cromossomos analisados: 128

TABELA 6. Avaliacao da presenca do alelo Z do polimorfismo AC(n) em relacdo a RD segundo a classificacdo
em: normal, RDNP e RDP.

Fundo de Olho

Alelo Z RDP (%) N=30 RDNP (%) N=32 Normal (%) N=66
Presente 17 (56,7) 8 (25,0) 20 (30,3)
Ausente 13 (43,3) 24 (75,0) 46 (69,7)

Teste de Qui-quadrado: p=0,016

RDNP = Retinopatia Diabética ndo Proliferativa
RDP = Retinopatia Diabética Proliferativa
N = Ndmero de alelos = 128
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TABELA 7. Avaliacdo da presenca do alelo Z do polimorfismo AC(n) em relagdo & RD segundo a classificacdo
em: normal e RDP.

Fundo de Olho

Alelo Z RDP (%) N=30  Normal (%) N=66
Presente 17 (56,7) 20 (30,3)
Ausente 13 (43,3) 46 (69,7)

Teste de Qui-quadrado: p=0,014
Odds Ratio = 3,01 (1,23 -7,34 intervalo de confianga = 95%)

RDP = Retinopatia Diabética Proliferativa
N = Ndmero de alelos = 96

TABELA 8. Avaliacédo da presenca do alelo Z do polimorfismo AC(n) em relagdo a RD segundo a classificacdo
em: RDNP e RDP.

Fundo de Olho

Alelo Z RDP (%) N=30 RDNP (%) N=32
Presente 17 (56,7) 8 (25,0)
Ausente 13 (43,3) 24 (75,0)

Teste de Qui-quadrado: p=0,011
Odds Ratio = 3,92 (1,34 — 11,53 intervalo de confianga = 95%)

RDP = Retinopatia Diabética Proliferativa
RDNP = Retinopatia Diabética ndo Proliferativa
N = Ndmero de alelos = 62

TABELA 9. Distribuicdo dos genétipos do polimorfismo AC(n) de acordo com a presenca do alelo Z nos
pacientes com e sem RDP.

Fundo de Olho
Gendtipo RDP (%) N=15 Normal (%) N=33

7z 4(26,7) 2 (6,1)
zZX 9 (60, 0) 16 (48,5)
XX 2 (13,3) 15 (45,5)

X = qualquer outro alelo que néo Z
Teste de Qui quadrado: p = 0,034

RDP = Retinopatia Diabética Proliferativa
N = NUmero de pacientes = 48
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TABELA 10. Distribui¢do do polimorfismo AC(n) de acordo com a presenga do gen6tipo ZZ nos pacientes com
ou sem RDP

Fundo de Olho
Genotipo RDP (%) N=6 Normal (%) N=17
zZ 4 (66,7) 2(11,8)
XX 2(33,3) 15 (88,2)

X = qualquer outro alelo que ndo Z
Teste exato de Fisher: p = 0,021

Uma vez que nossos dados sugerem uma associacgdo entre o alelo Z e a suscetibilidade
a RDP, o tempo de doenca foi avaliado em relacdo a presenca deste alelo, com o intuito de
compreender melhor o papel do gendtipo em relacdo ao fendtipo. Observamos que esta
variavel ndo foi significantemente diferente entre os grupos com e sem o alelo Z (Tab. 11).

Para a andlise da equivaléncia da variancia foi utilizado o teste de Levene.

TABELA 11. Teste t de Student ndo pareado para comparacao das médias do tempo de doenca em relacdo a
presenca do alelo Z do polimorfismo AC(n).

TtEM
N Média + DP 5
D zZ+ 38 17,17 +5,84 0,053
(gendtipo)  Z- 26 14,52 +4,31
D Z+ 45 16,74 + 5,64 0,317
(alelos) Z- 83 15,74 +5,23

TD = Tempo de Doenga

Z + = Presenca do Alelo Z

Z - = Auséncia do Alelo Z

N = Ndmero de Pacientes

DP = Desvio Padréo

TtEM = Teste t para Equivaléncia entre as Médias

Quando investigada a correlacdo entre a presenca do alelo Z e o nivel de HbAc

(normal ou alterado), néo foi observada diferenca entre os grupos (p=0,619).



49

Polimorfismo C(-106)T

Em relacdo ao polimorfismo C(-106)T, devido ao numero reduzido de pacientes
portadores do gendtipo TT, ndo foi possivel estabelecer a existéncia de associacdo entre 0s
genotipos e a suscetibilidade ao desenvolvimento de RD. Contudo, nossos dados mostram que
dentre os 14 pacientes com RDP, nenhum apresentou o gendtipo TT (Tab. 12). Quando os
alelos foram analisados separadamente, também ndo foi observada associacdo entre 0s
mesmos e suscetibilidade ou protecdo ao desenvolvimento da doenga (Tab. 13, 14 e 15).
Quando os pacientes foram analisados em relacdo a presenca dos alelos C e Z
concomitantemente e o desenvolvimento de RD, observou-se que a presenca desses alelos, em
conjunto, também representam uma tendéncia ao desenvolvimento de RD, segundo a

classificacdo: Normal X RDP (Tab.16) (AleloC +aleloZ: risco de RD =5,65 vezes).

TABELA 12. Distribuigao dos pacientes normais, com RDNP e RDP segundo os genétipos do
polimorfismo C(-106)T.

Genotipo Fundo de Olho
Normal (%) N=33 RDNP (%) N=15 RDP (%) N=14
CcC 10 (30,30) 8 (53,33) 7 (50,00)
CT 18 (54,54) 6 (40,00) 7 (50,00)
TT 5 (15,16) 1(6,67) 0 (0,00)

RDNP = Retinopatia Diabética Nao Proliferativa
RDP = Retinopatia Diabética Proliferativa
N = NUmero de pacientes = 62
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TABELA 13. Distribuigdo dos pacientes normais e com retinopatia diabética segundo os alelos do polimorfismo

C(-106)T.
Alelo Fundo de Olho
RD (%) N=58 Normal (%) N=66
C 43 (74,1) 38 (57,6)
T 15 (25,9) 28 (42,4)

Teste de Qui-quadrado: p = 0,053

RD = Retinopatia Diabética
N= Ndmero de alelos = 124

TABELA 14. Distribuicdo dos pacientes normais, com RDNP e RDP segundo os alelos do
polimorfismo C(-106)T.

Alelo Fundo de Olho
Normal (%) N=66 RDNP (%) N=30  RDP (%) N=28
C 38 (57,6) 22 (73,3) 21 (75,0)
T 28 (42,4) 8 (26,7) 7 (25,0)

Teste de Qui-quadrado: p = 0,153

RDNP = Retinopatia Diabética N&o Proliferativa
RDP = Retinopatia Diabética Proliferativa
N = Numero de alelos = 124

TABELA 15. Distribui¢do dos pacientes normais e com RDP segundo os alelos do
polimorfismo C(-106)T.

Alelo Fundo de Olho
RDP(%) N=28  Normal (%) N=66
C 21 (75,0) 38 (57,6)
T 7 (25,0) 28 (42,4)

Teste de Qui-quadrado: p = 0,110

RDP = Retinopatia Diabética Proliferativa
N = Ndmero de alelos = 94
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TABELA 16. Distribui¢do dos pacientes normais e com RDP segundo a presenca do alelo C do polimorfismo
C(-106)T e do alelo Z do polimorfismo AC(n) simultaneamente.

Fundo de Olho
Alelo C + Alelo Z RDP(%) N=14  Normal (%) N=33
Presente 12 (85,7) 17 (51,5)
Ausente 2 (14,3) 16 (48,5)

Teste de Qui-quadrado: p = 0,027
Odds Ratio = 5,65 (1,09 — 29,26 intervalo de confianga = 95%)

RDP = Retinopatia Diabética Proliferativa
N = Ndmero de pacientes = 47

Quando investigada a correlacdo entre a presenca do alelo C e o nivel de HbAc

(normal ou alterado), ndo foi observada diferenca entre os grupos (p= 0,825).
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5 - DISCUSSAO

Vérios aspectos, direta ou indiretamente, estdo relacionados ao desenvolvimento da
RD. Dentre os fatores diretos podemos citar como de grande importéncia a duragdo do DM.
Apo6s 20 anos de duracdo da doenga, quase todos os pacientes com DM1 apresentam algum
grau de RD. O controle glicémico também se enquadra nesta relagdo visto que o controle da
glicemia reduz a incidéncia de RD, reforcando a associacdo entre ambas. Dentre os fatores
indiretamente relacionados podemos citar a HAS, duas vezes mais freqliente na populacdo
com DM. Apesar da importancia dos componentes mencionados anteriormente, fatores
genéticos tém cada vez mais sido associados ao desenvolvimento de microangiopatias como a
RD,apesar destes aspectos ainda ndo estarem bem esclarecidos. Em recentes estudos, oS
polimorfismos (AC)n e C(-106)T na regido promotora do gene ALR2 e suas possiveis
influéncias na expresséo do gene codificador da AR tém sido analisados, podendo ou néo
interferir no desenvolvimento da RD.

Quando analisamos em nosso trabalho o polimorfismo (AC)n, encontramos 7
diferentes repeticdes destes dinucleotideos, (Z-6, Z-4, Z-2, Z, Z+2, Z+4, Z+6), sendo o0s alelos
mais frequientes o0 Z-2 (35,2%), representado por 23 repeticbes AC, juntamente com o alelo Z
(35,2%). Este resultado, apesar de ser diferente da maioria dos trabalhos realizados, que
observaram somente 0 alelo Z como sendo o mais frequente (DEMAINE et al, 2000;
IKEGISHI et al, 1999), é condizente com as pesquisas realizadas por ICHIKAWA e
colaboradores (1999) cujo grupo também observou o alelo Z-2 em maior nimero. A variacao
dos dinucleotideos nos trabalhos realizados foi de no minimo 5 (OLMOS et al, 2000) a no
maximo 13 alelos (WANG et al, 2003), onde a menor e maior repeticdo de dinucleotideos foi
observada no modelo de WANG e colaboradores (2003), de Z-16 a Z+12. Quando

observamos a variacdo dos gendtipos em nosso trabalho, encontramos 18 diferentes
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combinagbes dentre os alelos, seguido por IKEGISHI et al (1999) com 14 gendtipos,
ICHIKAWA et al (1999) com 12 gendtipos, OLMOS et al (2000) com 7 gendtipos e PARK et
al (2001) com 6 genotipos diferentes.

Resultados de diferentes grupos tém constatado associacdo significante entre o
polimorfismo Z-2 e o desenvolvimento da RD (KO et al, 1995; KAO et al, 1999). Da mesma
forma, o alelo Z+2 tem representado um carater protetor, pois ndo € um gendtipo freqlente
em individuos portadores de RD (YAMAMOTO et al, 2003). Também hé relatos de estudos
onde foram detectados tanto os fatores de protecdo do Z+2 quanto os fatores de
suscetibilidade do Z-2 a RD (DEMAINE et al, 2000). Nos estudos de IKEGISHI et al (1999)
e ICHIKAWA et al (1999), observou-se, no entanto, que o carater de predisposi¢cdo a RD esta
relacionado ao alelo Z-4 e no trabalho de WANG et al (2003), que o alelo Z+6 é um fator de
protecdo a RD. Contudo, alguns estudos contradizem os resultados previamente relatados,
como os de PARK et al (2001) na populacdo coreana, o qual ndo constatou nem relagédo
protetora nem relagdo com a suscetibilidade de nenhum de seus alelos estudados.

Em nosso estudo na populacdo brasileira, apesar do pequeno nimero de pacientes,
constatamos que o alelo Z pode estar associado ao desenvolvimento da RDP, estando esses
pacientes sob um risco consideravelmente maior quando comparados a individuos portadores
de outros alelos. Este dado difere de todos os demais grupos estudados, porém é importante
considerarmos que nossa populacdo, por ser amplamente miscigenada e por nao haver
referéncia ao estudo deste polimorfismo na mesma, poderia apresentar esta singularidade
como uma caracteristica prépria. Quando analisamos os resultados observados nas diferentes
populacdes estudadas, podemos comprovar a importancia dos fatores étnicos na determinacao
da variacdo genética, uma vez que estas se reproduzem dentre as mesmas populacdes. Um
exemplo bem caracterizado pode ser constatado ao compararmos os resultados das pesquisas

de ICHIKAWA et al (1999) e IKEGISHI et al (1999) na populacdo japonesa. Ambos 0s
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trabalhos sugerem que o alelo Z-4 esteja associado ao desenvolvimento de RD naquela
populacdo. Da mesma forma, com resultados similares entre si, podemos citar o trabalho na
populacdo chinesa onde o alelo Z-2 é fator de suscetibilidade a RD (KO et al, 1995; WANG
et al, 2003). Considerando que até o momento ndo tenha sido realizado nenhum trabalho
relacionado a este polimorfismo na populacgdo brasileira, podemos dizer que nossos resultados
indicam que o alelo Z esté relacionado ao desenvolvimento de RDP nesta amostra de nossa
populagéo.

Apesar do tempo de doenca de nossos pacientes ser maior no grupo com a
complicagdo, este fator parece ndo anular a presenca do alelo Z como fator de suscetibilidade
ao desenvolvimento de RD, uma vez que esta varidvel ndo foi significantemente diferente
entre 0s grupos com e sem o alelo Z. Se considerarmos todos os individuos portadores do
alelo Z, também ndo houve diferenca do tempo de doenca entre o grupo com e sem RD e ao
avaliarmos somente os individuos com retinopatia, o tempo de doenca também ndo foi
diferente em relagdo & presenca ou auséncia do alelo Z. Dados consistentes, entretanto, s6
seriam obtidos por meio de uma andlise multi-variada, que permitiria a observacdo do
comportamento do alelo Z na presencga de outras variaveis. Infelizmente, devido ao nimero
reduzido de nossa amostra, ndo foi possivel concluirmos tal avaliagéo.

Para que seja estabelecida a provavel relacdo do alelo Z do polimorfismo AC(n) com
a predisposicdo ao desenvolvimento da RDP, estudos de expressdo do gene ALR2 em nossa
populacdo de pacientes com DML1 se fazem necessarios. Um exemplo deste tipo de estudo foi
realizado por SHAH e colaboradores (1998), que estudaram dois grupos de pacientes, o
grupo UNMHSC com individuos de origem hispénica e caucasiana e o grupo HSR com uma
populacdo mais homogénea de origem italiana. Em ambos os grupos foram selecionados
individuos diabéticos e ndo diabéticos com ou sem nefropatia diabética. Considerando

somente os individuos diabéticos, houve aumento da expressédo do RNAmM tanto nos
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individuos homozigotos quanto nos heterozigotos em relacdo a presenca do alelo Z-2 nos
grupos estudados. No grupo UNMHSC, diabéticos e homozigotos Z-2 apresentaram maior
expressdo do gene ALR2 quando comparados com individuos heterozigotos para o
polimorfismo, fato que ndo se constatou no grupo HSR onde tanto homozigotos quanto
heterozigotos apresentaram expressdo génica similar. Em individuos ndo diabéticos, em
ambos 0s grupos, ndo se constatou relagéo entre o polimorfismo Z-2 e aumento da expressao
do RNAm. Segundo o autor, estas observacdes fundamentam a hipdtese de que este
polimorfismo esteja associado a elevacdo do nivel de expressdao do gene ALR2, apesar do
mecanismo nao ter sido identificado. Indiretamente a expressdo de outros genes proximos ao
locus e a possivel influéncia do elemento responsivo TonE podem de alguma forma estar
relacionados a expressdo do gene (SHAH et al, 1998).

Quando nos direcionamos a analisar os genétipos de nossos pacientes, ndo
encontramos correlacdo entre suscetibilidade ou protecdo ao desenvolvimento da RD,
provavelmente devido ao pequeno nimero de pacientes para cada gendtipo, resultados
semelhantes aos de ICHIKAWA et al (1999); OLMOS et al (2000) e PARK et al (2001). No
trabalho de IKEGISHI et al (1999), o gendtipo Z/Z+2 ndo foi relacionado de forma
significante a RD, mas mostrou uma forte tendéncia a um carater protetor ao desenvolvimento
da doenga. Na pesquisa de WANG et al (2003) foram encontradas correlagfes entre o
gendtipo X/Z+6 (onde X pode ser qualquer outro alelo) e Z+6/Z+6 e protecdo ao
desenvolvimento de RD. Nos estudos de DEMAINE et al (2000), associou-se de forma
significante o gendtipo Z-2/X (onde X ndo é Z+2) a suscetibilidade e o genétipo Z+2/Y (onde
Y ndo é Z-2) a protecdo em relacdo a RD. No trabalho de KAO et al (1999), os gendtipos Z-
2/Z-2 e Z-2/X (onde X pode ser qualquer outro alelo) foram associados estatisticamente ao

desenvolvimento da RD.
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A analise do polimorfismo C(-106)T demostrou uma freqiéncia dos alelos C de
65,3% e T de 34,7% e dos genétipos CC, CT e TT igual a 40,3%, 30% e 9,7%,
respectivamente. Quando comparamos com o0s trabalhos de SANTOS et al (2003);
DEMAINE et al (2000) e KAO et al (1999), observamos que as porcentagens foram similares
as descritas por eles. Estes trabalhos sugerem que o alelo T confere certa prote¢do quanto ao
desenvolvimento de RD e o alelo C confere suscetibilidade a RD. Quando analisado o
polimorfismo C(-106)T no trabalho de SANTOS et al (2003), nédo foi encontrada associacdo
estatistica significante para este dado. Porém, KAO et al (1999) e DEMAINE et al (2000) em
seus respectivos estudos, encontraram correlagdo com o desenvolvimento da RD. Em relagéo
ao aspecto funcional, LI e colaboradores (2002) analisaram a possivel correlacdo entre o
polimorfismo C-(106)T na regido promotora do gene ALR2, e a expressdo do mesmo. Foram
analisados dois grupos de individuos chineses, sendo um grupo controle sem DM (123
individuos) e outro grupo de portadores de DM2 (145 individuos). Quando comparados 0s
individuos diabéticos com e sem RD, observou-se uma freqliéncia significantemente
aumentada do polimorfismo C-(106)T no grupo com a complicacdo. Segundo os autores, sob
condigdes de hiperglicemia decorrente do DM e na presenca do polimorfismo, haveria uma
atividade transcricional dobrada do gene ALR2 em sua regido regulatdria, o que ativaria a via
do sorbitol, levando & RD. Este estudo demonstra uma interacéo direta entre o polimorfismo
C(-106)T e o mecanismo regulatério do gene nesta populacdo em estudo.

Em nosso grupo de estudo, ndo foi possivel estabelecer associagdo estatistica entre os
gendtipos do polimorfismo C(-106)T e a complicacdo, devido ao pequeno numero de
individuos com o gen6tipo TT, mas observamos que nenhum dos individuos com RDP
apresentou o geno6tipo TT e entre os 6 individuos portadores deste genétipo, 5 eram normais e
1 apresentava uma forma mais leve de RD. Em relacdo ao alelo C, este ndo foi relacionado a

suscetibilidade & RD quando analisado isoladamente. E evidente que o tamanho de nossa



58

amostra ndo foi suficiente para termos uma analise estatistica conclusiva, mas estes resultados
sugerem uma tendéncia do alelo T a prote¢do ao desenvolvimento de RD

Quando estes polimorfismos, tanto o C(-106)T quanto o (AC)n foram analisados em
conjunto por KAO et al (1999) e DEMAINE et al (2000), foi constatado que o alelo C
associado ao Z-2 esté relacionado ao desenvolvimento da RD. No ano de 2000, DEMAINE e
colaboradores também observaram que os polimorfismos Z+2/C e Z+2/T indicam um fator de
protecdo ao desenvolvimento de RD. Ja WANG e colaboradores (2003) associaram o alelo T
a RD, independentemente de sua correlagcdo com os alelos do polimorfismo (AC)n. Em nosso
grupo de estudo, ao analisarmos o alelo C associado ao Z, observamos um risco
consideravelmente aumentado de desenvolvimento de RD nos individuos que apresentam
estes alelos concomitantemente.

Em nossa amostra de pacientes, apesar do critério de inclusdo ter sido no minimo 10
anos de DM, observou-se uma diferenca estatistica significante em relacdo ao tempo de
doencga e o desenvolvimento da complicacdo, fator aceito como um consenso na literatura. Ao
analisarmos este fator nos trabalhos publicados, percebemos que a faixa de corte em relagéo
ao tempo de doenca para os pacientes com e sem RD é variavel, provavelmente pela
dificuldade de se obter um nimero consideravel de pacientes com tempo de doenca adequado,
(considerado entre 15 e 20 anos apds detec¢do clinica do DM). Trabalhos como os de WANG
et al (2003) e ICHIKAWA et al (1999) ambos em pacientes portadores de DM2
estabeleceram 5 anos como idade de corte. JA& DEMAINE et al (2000), conseguiram
estabelecer como idade de corte para diabéticos do tipo 1, 20 anos de doenga, em funcéo de
sua amostra ser consideravel e, IKEGISHI et al (1999), conseguiram estabelecer como base 0s
pacientes com 8 anos da doenga. Em nosso estudo, pela necessidade de se ter uma amostra

razoavel para a analise dos dados, foi estabelecido o tempo minimo de 10 anos em individuos
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portadores de DM1, haja vista que a utilizacdo dos tempos entre 15 e 20 anos tornaria
impossivel a andlise estatistica.

Apesar de estabelecermos, em fungéo das circunstancias, um tempo de doenga menor
que de alguns trabalhos, podemos considerar que nossos resultados estatisticos sugerem um
risco aumentado para o desenvolvimento da RDP na populacdo diabética e portadora do alelo
Z do polimorfismo AC(n). Futuros projetos poderiam ser levados em consideracdo, pois, 0
ideal seria uma amostra de diabéticos tipo 1 entre 15 e 20 anos de doenca e de uma
representacdo da populacdo de uma forma mais abrangente em fungdo da grande
miscigenacdo da populacdo brasileira. Assim sendo, poderiamos somar dados mais
conclusivos em relacéo a real influéncia destes polimorfismos no desenvolvimento da RD na

populacéo brasileira.
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6 — CONCLUSOES

1. O gendtipo mais comum do polimorfismo AC(n) foi o Z/Z-2 (26,6%), seguido pelo
Z/Z+2 (12,5%) e Z-2/Z-2 (12,5%), tendo sido observados, ao todo, 18 gendtipos
diferentes; os alelos mais comuns para esse polimorfismo foram o Z e Z-2,
correspondendo a 35,2% cada um.

2. O gendtipo mais comum do polimorfismo C(-106)T foi o CT correspondendo a 50%
dos casos, seguido pelo CC, correspondendo a 40,3% dos casos analisados; o alelo
mais comum foi o C, totalizando 65,3% dos casos.

3. Nosso estudo sugere que o alelo Z (24 repeticdes) esteja associado com a
suscetibilidade ao desenvolvimento de retinopatia diabética proliferativa.

4. Existe uma tendéncia aos pacientes portadores do genétipo TT de serem protegidos
em relacdo ao desenvolvimento de RD.

5. N&o foi encontrada associacdo entre a presenca do alelo C e suscetibilidade ao

desenvolvimento de RD.
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7 - ANEXOS

ANEXO 1

Extracdo DNA de sangue periférico

(método de Lahiri & Nurberger, 1991 — modificado por Cavalli 1996 e Salazar 1997)

Preparo:

1.

Sangue colhido em tubo com EDTA (tampa roxa )
Estabilizar sangue a temperatura ambiente
Ligar banho seco, fixando temperatura em 65°C

Adicionar 600 pl de sangue em tubo Eppendorf e adicionar 900 pl solugdo TTKM1

(repetir este item ao redor de 2X, até gue ndo hajam mais hemécias no precipitado).

Agitar suavemente até a lise das hemécias pelo triton. Centrifugar a 5000 rpm (5min, RT) e

descartar o sobrenadante.

2.

10.

Lavar o precipitado com 1ml solugdo TKML1 ( retirada do triton ), pipetando suavemente.
Centrifugar a 5000 rpm ( 5min, RT ).

Ressuspender o precipitado em 200ul de TKM2 e adicionar 20ul SDS 10%.

Incubar a 65°C por 15 min.

Adicionar 60ul NaCl 5M ( precipitar proteinas ). Aplicar vortex por 30 sequndos

Centrifugar a 12000 rpm ( 10 min, RT).
Recuperar cuidadosamente o sobrenadante (desprezar o precipitado)

Adicionar 2 volumes ( ~ 1ml ) Etanol Absoluto invertendo tubo até precipitar DNA.

Centrifugar a 13000 rpm ( 10 min, RT ). Descartar o sobrenadante e lavar DNA
precipitado com 500 pl Etanol 70%.
Centrifugar novamente a 13000rpm (10 min, RT). Descartar sobrenadante e deixar

precipitado secar ( RT , 5 min , tubo invertido sobre papel filtro ).

Ressuspender DNA em 100ul ddH20 ou TE ( Tris-HCI 10 MM / EDTA 1mM, pH 8)
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Concentracdo final  Para 1 litro
Tris-HCI,pH 7,6................... 10 mM 1.58¢g
KClo . 10mM 0.75¢
MgCl .o 10 MM 0.95¢g
EDTA ..., 2MM 4 mL

I1TKM1

Concentracdo final  Para 1 litro
Tris-HCI,pH7,6..................... 10mM 1.58¢
KClooiiiiei . 10mM 0.75
MgCl .o 10 MM 0.95¢
I T 111\Y/ 4 mL
Triton-X ..o, 0,27% 2.7 mL

Concentracdo final  Para 1 litro
Tris-HCI,pH76.................. 10 mM 1.58¢g
KCl ... 10mM 0.75¢
MgCl ... 10mMM 0.95¢g
EDTA .o, 2 mM 4 mL
NaCl .........coceev i ven .. 400 MM 23409
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ANEXO 2

Extracdo do DNA genbémico por fenol cloroférmio

Protocolo Primeira Etapa:

1-

2-

8-

9

10-

11-

12-

Coleta de sangue em tubo contendo EDTA ou ACD;

Centrifugacédo por 10 minutos a 2500rpm;

Descarte do plasma com pipeta Pasteur descartavel, em descarte com solucdo de
hipoclorito, num Becker.;

Remocao dos glébulos brancos (leucdcitos) com pipeta Pasteur;

Transferéncia dos leucécitos para um tubo de polipropileno do tipo “Falcon”de 15ml;
Adicdo de tampdo RSB 1X até completar o volume final de 11ml no tubo;

Adicdo de 60ul de NONIDET - P40 (TRITON ou IGEFAL) e homogeneizacdo por 10
minutos;

Centrifugacdo a 2500rpm por 10 min e descarte do sobrenadante no descarte;
Ressuspensdo do “pellet” em 0,5ml de tampdo RSB 1X seguida de homogeneizacao;

Lise das hemécias com 3,0ml de sabdo SDS;

Adicéo de 40 pL de proteinase K;

Levar a estufa por 2 - 3 horas a 37°C ou overnight;

Protocolo Segunda Etapa:

Adicionar 3,0 mL de fenol no tubo falcon.;

Homogeneizacao por 10 minutos, seguida de centrifugacdo a 2500 rpm por 10 min;
Remocéo da porgéo superior do tubo (transparente), com pipeta Pasteur para outro tubo
“Falcon”;

Adicdo de cloroférmio-alcool iso-amilico com fenol saturado (1:1) (1,5ml de cloroférmio

e 1,5ml de fenol.saturado);
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5- Homogeneizacao por 10 minutos e centrifugacdo por mais 10 minutos a 2500 rpm;

6- Remocdo da porcdo inferior do tubo (fenol), com pipeta Pasteur, sequida de adi¢do de
3.0ml de cloroférmio-alcool iso-amilico;

7- Homogeneizacdo por 10 minutos e centrifugacdo por mais 10 minutos a 2500 rpm seguida
de remocéo completa da porc¢éo inferior do tubo;

8- Adicdo de 6.0ml de etanol absoluto gelado, para que haja a precipitacdo do DNA,;

9- Manutencdo do DNA precipitado a 4°C por 16 horas, seguida da remocdo do DNA com

uma pipeta e ressuspensdo em 200 a 250ul de tampéo TE;

Solugdes empregadas

Para a realizacdo das técnicas previamente descritas, foram utilizadas algumas
solugdes cujos protocolos encontram-se a seguir:

Para extracdo de DNA:

RSB 10X (500,0 mL):
Tris HCI pH 7,6; 0,1M 50,0 mL

KCI 0,2M 25,0 mL
MgCl 0,1M 50,0 mL
H20 qsp 500,0 mL

RSB 1X (500,0 mL):

RSB 10X 50,0 mL
H>0 gsp 500,0 mL

SDS (solucéo para sangue) (500,0 mL):

RSB 1X 500,0 mL de RSB 10X
NaCl 0,4 M 40,0 mL de NaClI5 M
SDS 0,5 % 12,5 mL de SDS 20 %

EDTA 20 mM 2,0mL de EDTAO05M



H20 gsp 500,0 mL

TE 10X (200,0 mL):

Tris HCI pH 8,0 1,0mL
EDTA 0,2M 1,0 mL

H>0 qsp 200,0 mL
Autoclavar

Cloroférmio Alcool Isoamilico (25,0 mL):

Cloroférmio 24,0 mL
Alcool isoamilico 1,0 mL

Né&o autoclavar (guardar em geladeira)

EDTA pH 8 0,2M (100,0 mL):

PM = 372,24

EDTA 7,44 g
H.0 gsp 100,0 mL
Autoclavar

Tris/HCI 2M pH 7,5< 8,0 (500,0 mL):
PM Tris=121,1g  V=volume em litros
M =m.V.PM PM = peso molecular
M=2.05.121,1 M = quantidade final
M =121,1g

Tris 121,1¢g

H20 gsp 500,0 mL

HCI 35,02 40,0 mL
Autoclavar

Tris/Hcl 0.5 M (500,0mL):
Ci.. V1 =Cu V;
2.V1=05.500

V1 =125 ml de Tris/HCI 2M
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EDTA 0,5M (500,0 mL):

M=m.V(e).PM

M=0,5.0,5.372,24g/mL

M = 93,69 de EDTA

EDTA=93,06 g

H,0 gsp=500,0 mL

Autoclavar, pH 8,7.

Molaridade da solucéo (M): E a quantidade de mol do soluto dissolvido em 1 litro de soluco.
M =nl1l/Vou M =ml/ mgl. V

Para acertar o pH das solugdes:

NaOH: deixa a solucdo béasica (maior ou igual a 7,0)

HCI: Deixa a solucao acida (menor ou igual a 4,0)

Fenol Saturado:

- Descristalizar o fenol em banho maria a 68° C;

- Em um becker de 2000mL, despejar o fenol ja descritalizado e adicionar a solucdo Tris/Hcl
0,5M num volume final de 500mL;

- Agitar por 15 minutos no agitar magnético e esperar a separagdo das fases;

- Descartar a fase superior (Tris/Hcl);

- Adicionar Tris/Hcl 1M;

- Agitar por 15 minutos no agitar magnético e esperar a separagdo das fases;

- Verificar o pH da solucéo (7.8) com fita medidora;

- Se ndo obtiver o pH desejado, repetir o passo 5 em diante;

- Ap06s obtido o pH adicionar 10% do volume total da solugédo de Tris/Hcl 1M;

- No frasco do fenol adicionar 0,1g de BME hidroxiquinolina para evitar oxidacdo da solucéo;

- Despejar o fenol de volta ao frasco e armazena-lo em geladeira 4°C.



ANEXO 3

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP - ISCMSP - FCMSCSP

Tirulo do protocolo de Pesquisa: ** Analise da Associacao entre Polimorfismos no
Gene da Aldose Redutase e Suscetibilidade a Retinopatia Diabética™

| - DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL.

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° & ...cociiiiiiiiiiiieiee SEXO: MO FO

DATA NASCIMENTO: ........ ... [....

ENDERECO ... NO s APTO...cciiiii
BAIRRO:.....ooiiiiiiiii e CIDADE ...ttt
CEP: TELEFONE: DDD (............ )

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :........coooiiiiiiiiiiiieieeeen, SEXO: MO FO

DATA NASCIMENTO.: ...... e [.....

ENDEREGCO: ... ittt NO e APTO

BAIRRO: ...t CIDADE ... ittt ettt

CEP: s TELEFONE: DDD(........... e et e e e e naaaeae s

Eu, , recebi explicacdes sobre a coleta de 5ml de sangue, para exame de

laboratério relacionado a minha doenca (diabetes e retinopatia diabética).Este exame tem o objetivo de investigar a
minha tendéncia para o desenvolvimento de retinopatia diabética. Fui informado(a) que esta coleta ndo vai
proporcionar nenhum desconforto adicional e que meu nome néo serd divulgado. Fui informado(a) também que eu,
meus pais ou responsaveis teremos a qualquer momento as informacgdes sobre 0s riscos e beneficios da pesquisa,
para que ndo fique nenhuma divida. Neste caso, poderei entrar em contato com o pesquisador Flavio Richeti

(bidlogo) no telefone 3331-2008, no Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, todas as tardes. Caso eu ndo concorde

com esta coleta, ndo ocorrera nenhum prejuizo ao meu tratamento.

Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador Flavio e ter entendido o que me foi explicado,

consinto em realizar este exame.

Sao Paulo, de de

Assinatura do responséavel legal Flavio Richeti CRB 23.542/01-D
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ANEXO 4

IRMANDADE DA SANTA CASA DE MISERICORDIA DE SAO PAULO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS
APROVADO PELA CONEP/MS EM 30/04/97-REF: CNSICARTA 32 DOC.
Rua Dr. Cesario Mota Janior, 112 Santa Cecilia CEP 01277900 Sdo Paulo <SP
PABX (11) 32240122 Ramal: 5502 - Fax- Ramal: 5710 E-mail: eticamed{@s, sp.

Séao Paulo ,21 de maio de 2003.

Projete n®019/03
Informe este ndmera para identificar
seu projete no CEP

limo.(a).Sr.(a)
Dr.(a). Flavio Richetti
Departamento de Ciéncias Fisiologicas

O Comité de Etica em Pesquisa da ISCMSP, reunido no dia 19/03/2003 e no
cumprimento de suas atribuigbes, apds revisdo do seu projeto de pesquisa:
“Analise da associacdo entre poliformismos no gene da aldose
redutase e suscetibilidade a retinopatia diabética” emitiu parecer
inicial em pendéncia e nesta data enquadrando-o na seguinte categoria:

Aprovado, inclusive o TCLE

D Com pendéncia modificagées ou informacéo relevante a serem atendidas
em 60 dias (enviar as alteragbes em duas cé

D Retirado, por ndo ser reapresentado no prazo determinado;
' Néo aprovado: e

I:I Aprovado inclusive o TCLE (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido)
& encaminhado para apreciacido da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa —
MS -CONEP, a qual deverd emitir parecer no prazo de 60 dias. Informamos,
outrossim, que, segundo os termos da Resolugdo 196/96 do Ministério da
Saude a pesquisa so podera ser iniciada apés o recebimento do parecer de
aprovagdo da CONEP.

Prof. Dr. Daniel R.Murioz
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
ISCMSP
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ANEXO 5

Purificacdo da reacdo de sequienciamento

1. Adicionar 50 pl de isopropanol 65% por amostra e homogeneizar.

2. Deixar em repouso por 20 minutos em local escuro.

3. Transferir o contetido para tubo de 1,5mL e centrifugar por 25 min a 14.000 rpm.

4. Desprezar sobrenadante com e adicionar 250 pl de etanol 60% (ndo homogeneizar).

5. Centrifugar por 10 minutos a 14.000 rpm.

6. Desprezar sobrenadante e deixar o tubo secar aberto por 2 minutos a uma temperatura de

70°C, para evaporacao do etanol residual.
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ANEXO 6. Caracteristicas clinicas dos pacientes pertencentes ao grupo de estudo

ID (anos) TD (anos) ZIMC DI (U/kg/dia) PA Sistdlica PA Diastdlica
(mmHg) (mmHg)
Média (+t DP) 10,64 (£8,24) 16,10(+5,40) 0,02 (+1,12) 099 (+0,55) 114,72 (+9,56) 75,19 (+7,07)
Mediana 8,00 15,50 -0,09 0,85 116,00 77,00
Min-Max 0,90-35,00 10,00-38,00 -2,40-2,02 0,37-3,33 97,50-137,00 60,00-85,00
Total 64 64 41 41 44 44

ID = Idade do diagnéstico

TD = Tempo de Doenga

ZIMC = Escore Z do indice de Massa Corporal
DI = Dose de Insulina

PA = Pressdo Arterial

ANEXO 7. Distribuicdo dos pacientes segundo o percentil da pressdo arterial sitolica e
diastolica e presenca de complicagdes cronicas (HAS, neuropatia ou proteinuria).

% PA Sistolica 9% PA Diastélica HAS Neuropatia Proteinlria  Complicacdes
<10 1090 >90 <10 10-90 >90 Cronicas
Frequéncia 9 35 0 4 40 0 0 4 16 18
Porcentagem 20,5 79,5 0,0 91 90,9 0,0 0,0 91 25,8 34,6
Total 44 44 44 44 62 52

% PA Sistolica = Percentil da pressdo arterial sistdlica
% PA Diastolica = Percentil da presséo arterial diastélica
HAS = Hipertensao Arterial Sistémica

ANEXO 8 Nivel da hemoglobina glicada expressa em valor acima do limite da normalidade

HbAC (VALN-%)

<1 1-3 >3

Frequéncia 7 22 23
Porcentagem 13,5 42,3 44,2

Total 52 52 52

HbAc = Hemoglobina glicada
VALN = Valor Acima do Limite da Normalidade



ANEXO 9. Classificacdo dos pacientes segundo exame fundoscopico

Fundo de Olho
Normal RDNPL RDNPM RDNPG RDP

Freqiéncia 33 11 2 3 15
Porcentagem 51,6 17,2 31 47 234
Total 64 64 64 64 64

RDNPL = Retinopatia Diabética ndo Proliferativa Leve
RDNPM = Retinopatia Diabética ndo Proliferativa Média
RDNPG = Retinopatia Diabética ndo Proliferativa Grave
RDP = Retinopatia Diabética Proliferativa
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RESUMO

Dentre as complica¢Ges cronicas causadas pelo Diabetes Mellitus (DM), a retinopatia
diabética (RD) é uma das mais importantes, considerada, em brasileiros, a segunda causa de
cegueira irreversivel em adultos. Apesar do tempo do diabetes e do controle glicémico
inadequado serem importantes fatores de risco para o desenvolvimento da retinopatia
diabética, cada vez mais é reconhecido o envolvimento de fatores genéticos na etiologia desta
complicacdo. Dentre as variagdes génicas avaliadas em pacientes com RD ressaltam-se dois
polimorfismos localizados no promotor do gene que codifica a enzima aldose redutase
(ALR2), associados, em algumas populacdes, & suscetibilidade ou até mesmo a protecdo ao
desenvolvimento da RD. O objetivo deste estudo foi determinar a freqiéncia dos
polimorfismos C-106T e (AC)n no gene ALR2 em pacientes brasileiros portadores de
diabetes tipo 1 com e sem retinopatia e correlacionar os polimorfismos encontrados com a
suscetibilidade ao desenvolvimento de retinopatia diabética. Foram avaliados 64 pacientes
portadores de DM tipo 1, provenientes da Santa Casa de Misericérdia de Sdo Paulo (SP) e
Universidade Estadual de Campinas (SP), com no minimo 10 anos de doenca, subdivididos
em: grupo 1, sem alteracdo no fundo de olho, grupo 2, portadores de retinopatia diabética ndo
proliferativa (RDNP) e grupo 3, portadores de retinopatia diabética proliferativa (RDP). O
polimorfismo (AC)n foi avaliado por meio de PCR e genotipagem automatizada e o
polimorfismo C-106T foi avaliado por meio de PCR seguida de digestdo enzimatica Nao foi
observada correlagdo entre o polimorfismo C-106T e o desenvolvimento de RD nesses
pacientes (p=0,153), porém, em relacdo ao polimorfismo (AC)n, o alelo Z (24 repeti¢des AC)
demonstrou-se significantemente associado ao desenvolvimento da complicacdo (p=0,014),
tendo sido observada uma frequéncia de alelos semelhante a relatada em outras populagdes.
Nesta amostra da populagéo brasileira de pacientes com DM1, a presenca do alelo Z pode ser

considerada como fator de risco para o desenvolvimento de retinopatia diabética.



ABSTRACT

Diabetic retinopathy (DR) is one of the most important microvascular complications in both
type 1 and type 2 diabetes (DM1 and DM2). In Brazil, its proliferative form is the second
cause of irreversible blindness among adults of working age. Despite the strong association
of DR with duration of the disease and degree of chronic hyperglycemia, genetic
predisposition has been recognized as a possible trigger in the development of this
complication. Recent studies have demonstrated that the development of DR in patients with
type 1 diabetes is associated with the occurrence of polymorphisms located at the promoter
of the aldose reductase gene (ALR2). There are no reports investigating these polymorphisms
in DM1 Brazilian patients. The aim of this study was to investigate the relationship between
the AC(n) repeat and C(-106)T polymorphisms of the ALR2 gene with the susceptibility to
the development of DR in Brazilian patients with type 1 diabetes. Sixty four patients with at
least 10 years of duration of diabetes, from Santa Casa de S&o Paulo and State University of
Campinas, were consecutively selected. The study group was divided into: group 1, patients
with no evidence of diabetic retinopathy, group 2, patients with non-proliferative diabetic
retinopathy (NPDR) and group 3, patients with proliferative diabetic retinopathy (PDR),
confirmed by fundoscopy. The AC(n) microsatellite region was evaluated through PCR and
automated genotyping and the C(-106)T substitution through PCR/RFLP. When each allele
of the AC(n) polymorphism was evaluated, the Z allele (24 repeats) was significantly
associated with the development of PDR (p=0.014). The C allele of the C(-106)T
substitution, wasn’t associated with the susceptibility to this microvascular complication
(p=0.153). In our sample of Brazilian patients with DM1, the presence of the AC(n)
polymorphism Z allele may be considered as risk factor for the development of DR. The C

allele of the C(-106) T polymorphism is not associated with the development of DR.
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