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Resumo

A retinopatia diabética (RD) é uma das principais complicagdes cronicas do diabetes mellitus
tipo 2 (DM2), e compde a principal causa ndo-traumatica de novos casos de cegueira em
paises ocidentais. O microRNA-155 (miR-155) foi associado com o desenvolvimento e
diferenciacdo de células B e T, e quando superexpresso, resulta na inflamacao cronica. O
presente estudo tem como objetivo avaliar a associacdo do polimorfismo rs767649 (T>A) no
gene do miR-155 com a presenca e a gravidade da RD nos pacientes com DM2. Foram
incluidos 527 pacientes diagnosticados com DM2, além de 67 doadores de sangue sem
histérico pessoal ou familiar de diabetes. O DNA foi extraido de leucocitos do sangue
periférico utilizando-se o método salting out. Os gendtipos do polimorfismo rs767649 no
gene do miR-155 foram determinados pela técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
em tempo real. Os resultados encontrados no presente estudo mostram uma possivel
associacdo do alelo A com a RD, pois foi observada uma maior frequéncia desse alelo nos
pacientes com essa complicacdo em comparacao aos pacientes sem RD (RDNP 0,09 e RDP

0,10 contra 0,06 dos sem RD, respectivamente, p = 0,044).
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INTRODUCAO
A retinopatia diabética (RD) é uma complicacdo microvascular decorrente do
diabetes, que se caracteriza por alteracbes gradualmente progressivas na microvasculatura

retiniana, podendo resultar na perda irreversivel da visdo. A RD pode ser classificada em
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diferentes estdgios de acordo com a gravidade das alteragdes na vasculatura da retina
(CHISTIAKOV, 2011). A classificagdo mais simples agrupa a RD em trés categorias: ausente
(sem RD), ndo-proliferativa (RDNP; presenca de microaneurismas, hemorragias retinianas,
edema retiniano e exsudatos duros) e proliferativa (RDP; (neovascularizacdo no disco optico
ou em outras regides) (WILKINSON et al., 2003; CHISTIAKOV, 2011).

Os microRNAs (miRs) sdo pequenos RNAs enddgenos capazes de regular a
expressao génica em um nivel pds-transcricional através da degradacdo ou inibicdo de seus
genes-alvo. O grau de complementariedade das sequéncias possui uma vasta variacao
permitindo que um Gnico miR possa atingir diversos mMRNAs, regulando mdaltiplos genes, e
cada mRNA pode ser regulado por varios miRs (FILIPOWICZ et al., 2008; McCLELLAND;
KANTHARIDIS, 2014). Considerando que 0s miRs podem modular processos fisioldgicos e
a patofisiologia de diversas doencas, é reconhecido que existe a necessidade de identificar os
microRNAs (e seus alvos) associados com as complicacGes do diabetes.

O numero e alvos dos miRs sdo tantos que, eles estdo envolvidos na patogénese e
desenvolvimento de muitas doencas, incluindo a RD (YANG et al., 2015). Variantes genéticas
em miRs tém atraido mais e mais atencdo nesses Ultimos anos por causa de sua capacidade de
alterar as funcGes e/ou expressdo dos mesmos, consequentemente afetando os vias bioldgicas
e risco da doenga. O polimorfismo rs767649, localizado no promotor do gene do miR-155 foi
recentemente reportado como sendo capaz de alterar a atividade transcricional do miR-155
(WANG et al., 2016). O miR-155 é codificado por um gene que se localiza no cromossomo
21, tendo expressdo nos 6rgdos linfoides. Ele estd associado com o desenvolvimento e
diferenciacdo das células B e T, sendo que sua superexpressdo resulta na inflamacéo crénica
(XIAOYAN et al., 2017).

O presente estudo tem como objetivo avaliar a associacdo do polimorfismo rs767649
(T>A) no gene do miR-155 com a presenca e a gravidade da RD nos pacientes com diabetes
mellitus tipo 2 (DM2).

METODOLOGIA

Foram elegiveis para o presente estudo de caso-controle os pacientes com
diagndstico de DM2, atendidos nos ambulatorios dos Servigos de Endocrinologia do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) ou do Hospital Nossa Senhora da Concei¢do (Porto
Alegre/RS). A presenga de RD foi avaliada por meio da fundoscopia direta apds dilatacdo
pupilar e classificada como ausente, RDNP ou RDP (WILKINSON et al., 2003). Neste estudo
especifico foram avaliados 234 pacientes sem RD, 161 com RDNP e 132 com RDP. Todos 0s



pacientes incluidos neste estudo realizaram exames clinicos, laboratoriais e uma entrevista
(por meio de questionario, incluindo tempo de duragdo do diabetes, histdria de tabagismo e
uso de medicamentos), ap0s a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE), cujo protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) com Seres
Humanos do HCPA (CAAE: 35065914.9.0000.5327) e ratificado pelo CEP da ULBRA
(CAAE: 5065914.9.3001.5349). Além disso, foram incluidos neste projeto, até 0 momento, 67
individuos doadores de sangue do HCPA, sem historia pessoal ou familiar de diabetes,
avaliados por meio de entrevista, que tambem autorizaram a sua incluséo no estudo por meio
da assinatura do TCLE, constituindo a amostra de referéncia para a determinagéo da
frequéncia do polimorfismo rs767649 no gene do miR-155 na populagdo em geral. Os
pacientes e doadores de sangue forneceram uma amostra de sangue venoso para as analises
moleculares, e 0 DNA foi extraido de leucdcitos do sangue periférico utilizando-se 0 método
de salting out (LAHIRI; NURNBERGER Jr., 1991).

Os genotipos do polimorfismo rs767649 no gene do miR-155 foram determinados
pela técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real, utilizando-se “primers”
e sondas de hidrélise contidos em um ensaio comercial de discriminacdo alélica especifico
para a genotipagem desta variante (ensaio numero C_ 2212229 10; TagMan®, Life
Technologies, Carlsbad, EUA). As reacdes de amplificacdo foram feitas em placas Opticas de
96 pocos, em um volume total de 8 pL contendo 2 ng de DNA gendmico, tampao de
genotipagem (“Master Mix”) 1X e ensaio de genotipagem 1X. Os arquivos com os dados da
fluorescéncia coletados durante a amplificacdo foram analisados com o software StepOne
v2.3 (Life Technologies).

As comparacdes entre os grupos de individuos foram feitas no pacote estatistico
SPSS (versao 18.0) e no WInPEPI. As frequéncias alélicas foram determinadas pela contagem
direta dos alelos e o equilibrio de Hardy-Weinberg foi verificado por meio do teste de qui-
quadrado. As diferencas nas distribui¢fes génicas e genotipicas entre os grupos de individuos
foram avaliadas por meio do teste de qui-quadrado ou do teste exato de Fisher. Um valor de p

< 0,05 foi considerado como estatisticamente significativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Até o momento, foram genotipadas 527 amostras de pacientes com DM2 e 67 de
doadores de sangue. As frequéncias dos gendtipos estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg

para o polimorfismo rs767649 em ambos os grupos. Os dados mostram que as frequéncias



dos gendtipos foram similares nos pacientes e doadores, sendo que a frequéncia do alelo A foi
idéntica nos dois grupos, como mostra a Tabela 1.

Tabela 1: Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo rs767649 nos pacientes com

DM2 e doadores de sangue

Pacientes com DM2  Doadores de Sangue p
(n =527) (n=67)
Genotipos
1T 448 (85,0%) 56 (83,6%) 0,800
AT 76 (14,4%) 11 (16,4%)
AA 3(0,6%) 0 (0%)
Alelos
T 0,92 0,92 0,997
A 0,08 0,08

As andlises quanto a gravidade da RD (Tabela 2) mostram que as frequéncias dos
gendtipos foram diferentes entre os grupos, sendo que a frequéncia do alelo A foi maior nos
pacientes com RD em comparacgdo aos pacientes sem RD. Por meio da analise de regressdo
logistica bivariada, usando o modelo dominante, verificou-se que o alelo A estava associado
com a presenca de RD (razdo de chances = 1,89; IC 95% 1,14 -3,14; p = 0,014).

Tabela 2: Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo rs767649 nos pacientes com
DM2 de acordo com a gravidade da RD

Sem RD RDNP RDP P
(n=234) (n=161) (n=132)

Genotipos

TT 200 (89,3%) 134 (83,2%) 105 (79,5%)

AT 23(9,8%) 26 (162%) 27 (20,5%) 0,041

AA 2 (0,9%) 1(0,6%) 0 (0%)

Alelos
T 0,94 0,91 0,90 0,044
A 0,06 0,09 0,10

Atualmente ha diversos estudos que evidenciam algumas das fungdes exercidas
pelo miR-155 em diversas doengas. Um estudo recente mostrou que os niveis do miR-155 no

grupo RDNP e no grupo RDP foram mais altas do que no grupo sem RD (p < 0,05 nos dois



casos) (YANG et al, 2015). Apesar disso, 0 presente estudo é um dos primeiros a buscar uma
relacdo entre a RD e o polimorfismo rs767649 no gene do miR-155. Em relacdo a frequéncia
do alelo A nos doadores de sangue, encontramos resultados semelhantes a um estudo
realizado com um grupo populacional europeu (0,04)

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=767649).

CONSIDERACOES FINAIS

A andlise dos dados mostrou uma possivel associacdo do alelo A com o
desenvolvimento da RD, sendo observada uma maior frequéncia desse alelo nos pacientes
com essa complicacdo em comparacdo aos pacientes sem RD. Porém, ressaltamos que é
necessaria a genotipagem de mais amostras, bem com a realizacdo de uma analise

multivariada.
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