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Resumo

A retinopatia diabética (RD) € uma complicacdo microvascular comum do diabetes mellitus
que, em estagio avancado, pode causar a perda de visdo. A eritropoetina (EPO) é uma
glicoproteina que age como horménio de crescimento e também como fator angiogénico. Esta
molécula é expressa na retina e seus niveis séricos assim como polimorfismos em seu gene ja
foram associados com a RD. O presente estudo avaliou a associagdo do polimorfismo
rs1617640 no gene da EPO com a presenca de RD e sua gravidade em pacientes com diabetes
mellitus tipo 2 (DM2). Foram selecionados para o estudo 693 pacientes com DM2 divididos
entre casos e controles de acordo com a presenga ou ndo de RD (411com RD e 282 sem RD).
Entre os pacientes com RD, 246 tinham RD ndo-proliferativa e 165 apresentaram a forma
proliferativa da doenca. O polimorfismo de estudo foi identificado por meio de PCR em
tempo real, utilizando ensaio comercial especifico para a genotipagem desta variante. As
frequéncias alélicas e genotipicas foram comparadas entre casos e controles por meio do teste
de qui-quadrado no pacote estatistico SPSS ou no WInPEPI. As frequéncias genotipicas e a
frequéncia do alelo C entre os grupos sem RD, com RD ndo-proliferativa e com RD
proliferativa ndo foram estatisticamente diferentes (TT=42,9%; TG=46,8%; GG=10,3%;
TT=46,8%; TG=44,7%; GG=8,5%; e TT=39,4%; TG=49,1%; GG=11,5%, respectivamente,
p=0,627; e alelo T=0,66; 0,69 e 0,64, respectivamente, p=0,293). Os dados obtidos até o
momento indicam que ndo ha associacédo entre o polimorfismo rs1617640 no gene da EPO e a
RD ou sua gravidade em pacientes com DM2.
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INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é um conjunto de distarbios metabolicos de etiologia
multifatorial, caracterizado por hiperglicemia, decorrente de defeitos na secrecdo de
insulina e/ou da incapacidade da insulina de exercer apropriadamente seus efeitos,
alterando o metabolismo dos carboidratos, lipidios e proteinas (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES [SBD], 2015; AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION [ADA], 2016). O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) € um grave problema
de saude puablica a nivel mundial devido a sua crescente prevaléncia, morbidade e
mortalidade elevadas e as implicagdes socioecondmicas decorrentes de suas
complicacbes vasculares, que comprometem a qualidade de vida e a produtividade dos
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individuos afetados, além dos custos do seu tratamento (OLIVEIRA, 2004; YAU et al.
2012).
A retinopatia diabética (RD) é uma das principais complica¢cdes microvasculares

do DM, afetando mais de 60% dos pacientes com DM2. A RD se caracteriza por
alteragOes progressivas na microvasculatura da retina, que se manifestam por meio de
hemorragias retinianas, exudatos, edema, isquemia ou infarto devido a distdrbios
vasculares locais e sistémicos que, ao atingirem sua forma mais grave, 0 estagio
proliferativo, podem resultar na perda irreversivel da visdo (FONG et al., 2004,
SIVAPARASAD et al.,2012; SBD, 2015;). Na etapa inicial da RD, ocorre a
degeneracdo seletiva dos pericitos (células intramurais do capilar retiniano) e o
espessamento da membrana basal. Consequentemente, as células endoteliais proliferam-
se, levando a formacdo de capilares dilatados (microaneurismas). Com o subsequente
desequilibrio na autorregulacdo do fluxo sanguineo ocorre um aumento da pressao
hidrostadtica nos capilares retinianos, levando ao rompimento da barreira
hematorretiniana. A oclusdo dos capilares resulta em areas de ndo-perfusdo e hipdxia,
com a subsequente dilatacdo dos capilares pré-existentes ou formacdo de vasos em
“forma de colar”. As areas de ndo-perfusdo estimulam o crescimento de novos vasos
que se formam na superficie da retina, no disco Optico ou em outras regides. A
neovascularizagdo pode permanecer estavel e sofrer regressdo espontanea, ao passo que,
em alguns casos, ocorre uma rapida progressao que confere um elevado risco para a
subsequente perda visual. Além disso, o tecido conjuntivo que se forma ao redor dos
neovasos pode contrair, levando a tracdo e ao descolamento da retina. Assim, as
hemorragias, o descolamento da retina e o tecido fibroso residual contribuem para a
perda irreversivel da visdo (AGHARD, 2004; SIVAPARASAD et al.,2012;
ANTONETTI, 2012; TARR et al., 2013).

A eritropoetina (EPO) é uma glicoproteina que age como hormdnio
decrescimento cuja principal funcéo fisiologica é a inducéo da eritropoiese. Evidéncias
demonstram, entretanto, efeitos ndo-eritrdides da eritropoetina, visto que receptores para
esta molécula sdo expressos em varios tecidos nado-eritroides, como 0 coracao,
endotélio, rim, tecido adiposo e células beta pancredticas. (SHAH et al., 2015). A
eritropoetinaexerce também um importante papel na angiogénese em condi¢fes tanto
fisiologicas como patoldgicas e concentracdes elevadas desta proteina no corpo vitreo
estdo fortemente associadas com a RD proliferativa em humanos. A eritropoetina pode
desempenhar um papel duplo na patogénese da RD: nos estagios iniciais, pode exercer
um efeito neuroprotetor, reduzindo o protegendo o aumento de permeabilidade induzido
pela hiperglicemia no epitélio pigmentar da retina. Em estagios avancados da doenca,
no entanto, age sinergicamente com o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
estimulando a angiogénese e 0 agravamento da RD. Portanto, estudos sdo necessarios
para esclarecer este papel duplo da eritropoetina na patogénese da RD (WATANABE et
al., 2005; SIMO-SERVAT et al., 2013).

Os niveis séricos de eritropoetina foram relacionados ao aumento do risco para
RD proliferativa em um estudo realizado por Gholamhossein et al. (2014) no Ird. Foram
avaliados 180 pacientes com DM2 entre 40 e 79 anos de idade. Exames clinicos e
sorolégicos foram realizados e os resultados indicaram que os niveis plasmaticos de



eritropoetina eram maiores no grupo com RD proliferativa em comparagéo ao grupo
sem RD. Um dos principais estudos que identificou uma associagdo entre 0s
polimorfismos do gene da eritropoetina e a RD foi realizado por Abhary et al. (2010)
em uma populacdo envolvendo 751 australianos (173 diabéticos tipo 1, 345 diabéticos
tipo 2 e 604 controles). Todos 0s 3 SNPs do gene da eritropoetina (rs507392, rs1617640
e rs551238) estavam associados com a RD nos portadores de DM1 e DM2, tanto
quando analisados isoladamente como combinados na analise multivariada, sendo que o
haplétipo GCC foi associado a RD. Todos 0s SNPs e o haplétipo GCC também foram
associados com edema macular e RD proliferativa.

Os polimorfismos estudados no estudo descrito acima sdo responsaveis por
variagdes fenotipicas associadas a varias doencas e complicacdes e podem alterar a
expressdo da eritropoetina (TONG et al, 2008). O entendimento do papel de
polimorfismos em genes que codificam produtos determinantes na fisiopatologia da RD,
como a eritropoetina, pode contribuir na identificacdo de individuos suscetiveis as
complicacOes diabéticas, auxiliando no diagndstico precoce e melhor prognostico. Desta
forma, o presente estudo tem o objetivo de avaliar a relacdo do polimorfismo rs1617640
no gene da eritropoetina com a presenca de retinopatia diabética e sua gravidade em
pacientes ambulatoriais com DM2.

METODOLOGIA

Foram selecionados para este estudo de caso-controle 693 pacientes com
diagnostico de DM2 atendidos nos ambulatorios dos Servicos de Endocrinologia dos
seguintes hospitais: Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Grupo Hospitalar
Conceicdo (Porto Alegre/RS), Hospital Sdo Vicente de Paulo (Passo Fundo/RS) e
Fundacdo Universitaria de Rio Grande (Rio Grande/RS). Os pacientes com DM2 foram
classificados em casos (n=411) ou controles (n=282) de acordo com a presenca ou
auséncia de RD, sendo que os controles deveriam ter, no minimo, 5 anos de DM para
serem incluidos no estudo. A presenca de RD foi avaliada por meio do exame de
fundoscopia direta apos dilatacdo pupilar, e classificada, considerando o olho mais
gravemente afetado, como: ausente, RD ndo-proliferativa ou RD proliferativa, de
acordo com as alteracdes presentes. Os pacientes participantes deste estudo realizaram
exames clinicos, laboratoriais e uma entrevista (por meio de questionario padronizado,
incluindo tempo de duracdo de DM, histéria de tabagismo e uso de medicamentos) e
assinaram o termo de consentimento informado, cujo protocolo foi aprovado pelos
comités de ética de todas as instituicdes envolvidas. Para a realizacdo das analises
moleculares, o DNA foi extraido das células nucleadas do sangue periférico das
amostras colhidas dos pacientes por meio de um método de salting out (LAHIRI,
NURNBERGER Jr., 1991). O polimorfismo rs1617640 no gene daeritropoetinafoi
identificado pela técnica de PCR em tempo real, utilizando-se primers e sondas de
hidrolise contidos em um ensaio comercial de discriminacdo alélica especifico para a
genotipagem desta variante (TagMan®, Life Technologies, Carlsbad, EUA).O teste de
Kolmogorov-Smirnov foi utilizado para verificar a normalidade das variaveis
quantitativas. As varidveis continuas foram comparadas entre os grupos de individuos



diabéticos pelo teste de Mann-Whitney. As varidveis categoricas foram comparadas
pelo teste de qui-quadrado (y?). As frequéncias alélicas foram determinadas pela
contagem direta e o equilibrio de Hardy-Weinberg foi verificado por meio do teste 2.
As frequéncias alélicas e genotipicas foram comparadas entre os grupos de individuos
com o teste ¥ As andlises estatisticas foram realizadas no SPSS (versio 18.0) e
WInPEPI.

RESULTADOS
As caracteristicas clinicas e demogréaficas dos pacientes participantes do estudo
estdo expostas na Tabela 1 de acordo com a presenca ou auséncia da RD.

Tabela 1: Caracterizagdo clinica e demografica dos pacientes com DM2

Sem RD (n=282) Com RD (n=411) p
Sexo Masculino (%) 38,7 50,6 0,002
Idade (anos) 60+9 61+9 0,057
Tempo de DM (anos) 1317 1549 <0,001
Uso de Insulina (%) 35,9 58,7 <0,001
IMC (Kg/m?) 3016 3045 0,117
Hipertensdo (%) 72,8 76,3 0,377
HbA1 Total (%) 712 812 0,594
Colesterol HDL (mg/dL) 46120 44129 0,008
Creatinina sérica (mg/dL) 0,9(0,7-1,0) 1,0(0,7-1,5) <0,001
DRD 34,1 63,7 <0,001

Os dados estdo apresentados como média + desvio padrdo, mediana (percentis 25-75) ou porcentagem; IMC: indice de massa
corporal; DRD: doenga renal do diabetes.

Os grupos caso e controle apresentaram valores aproximados quanto a faixa
etaria, indice de massa corporal, hipertensdo e dosagens de glicohnemoglobina (HbAL).
Os pacientes com RD apresentaram maior frequéncia no uso de insulina e de doenca
renal do diabetes, reflexo da evolucéo fisiopatologica do DM.

As frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo estudado nos casos
(pacientes com RD) e controles (sem RD) estdo apresentadas na Tabela 2. As
frequéncias genotipicas estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg em ambos o0s
grupos.

A Tabela 3 expbe as frequéncias genotipicas e alélicas obtidas nos grupos de
pacientes sem RD, com RD ndo-proliferativa e com RD proliferativa, estratificados para
andlise da associacdo do polimorfismo rs1617640 com a gravidade da doenca.

Tabela 2: Frequéncias genotipicas e alélicas obtidas nos grupos caso e controle

Controle (n=282) Casos (n=411) p
TT 121 (42,9%) 180 (43,8%)
TG 132 (46,8%) 191 (46,5%) 0,958
GG 29 (10,3%) 40 (9,7%)
0,65 0,67 0,825

G 0,35 0,33




Tabela 3: Frequéncias genotipicas e alélicas obtidas para os individuos sem RD, com RD nao-proliferativa e RD
proliferativa

Sem RD RD nao-proliferativa RD proliferativa
(n=282) (n=246) (n=165) P
1T 121 (42,9%) 115 (46,8%) 65 (39,4%)
TG 132 (46,8%) 110 (44,7%) 81 (49,1%) 0,627
GG 29 (10,3%) 21 (8,5%) 19 (11,5%)
T 0,66 0,69 0,64 0,293
G 0,34 0,31 0,36

DISCUSSAO

Como apresentado nas Tabelas 2 e 3, as comparagdes das frequéncias
genotipicas e alélicas obtidas entre os casos e controles ou entre os pacientes sem RD,
com RD néo-proliferativa e com RD proliferativa ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas, ndo indicando associacdo do polimorfismo rs1617460
com a presenga de retinopatia diabética ou com sua gravidade.

A EPO é uma citocina que estimula a proliferacdo, migracdo e angiogénese em
células endoteliais vasculares. O polimorfismo rs1617640 localiza-se 1.125 pb a
montante do sitio de inicio da transcri¢cdo no gene da EPO, evidenciando o potencial do
gene e do polimorfismo estudados a desempenharem um papel na fisiopatologia da
RD.Um estudo publicado por TONG e colaboradores(2008) demonstrou,através da
analise computacional, que a presenca do alelo T cria um sitio de ligacdo para o0s
enhancersEVIL/MEL1 e/ou AP1, sugerindo que este alelo aumentao risco de RD
influenciando a expressdo da proteina. As concentracfes vitreas da EPO em individuos
ndo diabéticos portadores do gendtipo TT apresentaram-se 7,5 vezes maiores
comparados com pacientes com gendtipo GG. O alelo T aumentou, também, a
expressao génica em 25 vezes, comparado ao alelo G em um ensaio funcional in vitro.
Esse aumento na atividade do promotor deve-se a criagdo de um sitio de ligacdo aos
enhancers EVIL/MEL1 ou AP1 pela presenca do alelo T, visto que a substituicdo do
alelo T por outras bases (C ou A) apresentou acentuada diminuicdo na expressao génica
(TONG et al., 2008).

Diversos estudos apontaram associacdo do polimorfismo rs1617640 com a RD
e/ou RD proliferativa em pacientes com DM2 (ABHARY et al., 2010; FAN et al.,2016;
SONG et al., 2015; TONG et al., 2008). Os resultados obtidos neste estudo, entretanto,
estdo em concordancia com a metanalise publicada por HOSSEINI (2015), onde foram
analisados dados de 2.572 pacientes com DM2 e ndo foi observada associacdo entre o
polimorfismo rs1617640 e a presenca de RD ou seus estagios de gravidade. Semelhante
resultado foi observado quando critérios clinicos como tempo minimo de DM em casos
e controles foram nivelados aos utilizados em estudos anteriores que reportaram
associagéo.



Um estudo realizado em modelo animal (CHEN et al., 2008) sugeriu que o
aumento da secregdo intraocular de EPO durante a RD pode ser considerado um
mecanismo compensatério, tendo sua produgdo acentuada a fim de reparar os danos
causados pela hiperglicemia ao invés de exercer um papel patolégico na RD. Estudos
anteriores descrevem, no entanto, o papel da funcdo angiogénica da EPO na
fisiopatologia da RD (WATANABE et al., 2005; SIMO-SERVAT et al., 2013).

Visto que caracteristicas genéticas individuais expressas por individuos em
patologias complexas interagem entre si e com fatores ambientais, as variagdes nos
resultados reportados acerca do envolvimento de polimorfismos no gene da EPO com a
RD evidenciam a importancia da identificacdo de fatores de risco genéticos especificos
em diferentes populacbes. Embora o alelo de risco (T) apresenta frequéncias
semelhantes entre pacientes de etnias européias, asiaticas e africanas, os resultados
obtidos em nosso estudo estdo limitados a um grupo étnico especifico (brasileiros
caucasianos), de maneira que podem ndo ser replicaveis em populacGes de diferentes
ascendéncias.

Os resultados obtidos em nosso estudo indicam, por fim, que o polimorfismo
rs1617640 ndo esta associado com a suscetibilidade ou a gravidade da RD em pacientes
brasileiros com DM2. Os mecanismos biologicos das variantes génicas da EPO na RD
ainda ndo estdo completamente elucidados, de maneira que sdo necessarios mais estudos
com populacdes de diferentes etnias, assim como analises funcionais desta e outras
variantes.
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