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RESUMO

Rego, L.S.M. Associacdo entre gendétipo de risco para Retinopatia Diabética Proliferativa
e disfuncgéo visual precoce. [Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias)]. Sado Paulo: Instituto de
Psicologia, Universidade de Sdo Paulo, 2016.

Alteragfes macro e microvasculares ocorrem no Diabetes Mellitus (DM). A Retinopatia
Diabética (RD) é uma complicacdo bem prevalente do DM e resulta de microangiopatia
generalizada no tecido retiniano que, em diferentes estagios da doenca, se observa como edema
local, exsudatos, formacdo de neovasos e hemorragias, sendo a principal causa de cegueira na
faixa etaria de 20 a 74 anos. Alguns fatores angiogénicos sdo apontados como possiveis
mediadores no desenvolvimento das alteragdes microvasculares no DM. Dentre eles, a
Eritropoietina (EPO), hormonio glicoproteico, possui expressao mediada por alelos especificos
do gene EPO. Determinados perfis genéticos para trés SNPs-single nucleotide polymorphisms
do gene EPO (rs1617640, rs507392, rs551238) encontram-se associados com maiores
concentracbes de EPO no humor vitreo de pacientes diabéticos com RD, o que pode ser
indicativo da relacdo entre determinado gendtipo de risco (TTA) e o desenvolvimento de tal
comorbidade. O presente trabalho pretendeu investigar a associacdo entre o gendtipo
considerado de risco para o desenvolvimento de RD e alteragdes funcionais na visao de cores
de pessoas com diagndéstico de DM. Tal estudo contou com uma amostra de 95 diabéticos (49
mulheres e 46 homens, média de idade: 48,33 anos; DP: 16,90), com um total de 31 DM tipo 1
e 64 tipo 2 e 114 controles (73 mulheres e 41 homens, média de idade: 38,38 anos; DP: 12,81).
Foi realizada avaliacdo através de teste psicofisico (Cambridge Colour Test — CCT), que visou
medir o limiar de discriminacdo nos trés eixos de confusdo de cores e sequenciamento
genético, a partir de amostras de sangue. Para os diabéticos, no eixo de confusdo protan, os
resultados mostraram uma piora de desempenho para o genétipo TTA/GCC (p= 0,048), com
relacdo aos controles. No eixo de confusdo deutan, ndo houve diferenca para qualquer dos
genotipos (p= 0,0207), enquanto que para o eixo tritan, o genotipo TTA/GCC esteve associado
a uma piora de desempenho (p=0,014). Para os controles, ndo houve diferenca entre os
gendtipos. Assim, os resultados mostraram uma piora na visdo de cores de pacientes DM,
associada ao haplotipo TTA/GCC.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus, Retinopatia Diabética, Eritropoietina, Polimorfismo

Geénico, Neurociéncia da Visao.
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ABSTRACT

Rego, L.S.M. Association between risk genotype for Proliferative Diabetic Retinopathy
and early visual dysfunction. [Dissertation (Master in Sciences)]. S&o Paulo: Instituto de
Psicologia, Universidade de Sdo Paulo, 2016.

Diabetic Retinopathy (DR), a prevalent complication of diabetes, is the leading cause of
blindness among those aged 20-74 years. Micro and macrovascular changes occur in
Diabetes Mellitus (DM) with DR being the most common among these vascular
complications, resulting in generalized retinal microgangiopathy. At different stages of the
disease, localized edema, exudates and hemorrhages occur. Several pro-angiogenic factors
have been suggested as possible mediators in the development of these microvascular
changes. Among them is erythropoietin (EPO), a glycoprotein hormone whose expression is
mediated by specific alleles of the EPO gene. Specific genetic profiles for three single
nucleotide polymorphisms (SNPs) in the EPO gene (rs1617640, rs507392, rs551238) are
associated with larger EPO concentrations in the vitreous humor of diabetic patients with
RD. This association indicates a possible relationship between the identified genotypes
(TTA) and the comorbidity’s development. This work aimed to investigate the association
between genotypes considered at risk for the development of DR and functional changes in
color vision among individuals diagnosed with DM. Thus, this study included a sample of
95 diabetic patients (49 women and 46 men, average age: 48.33 years; SD: 16.90), with a
total of 31 DM type 1 and 64 type 2 and 114 controls (73 women and 41 men, average age:
38.38 years; SD: 12.81). Evaluation was performed using a psychophysical test (Cambridge
Colour Test -CCT), to measure the discrimination threshold in three-color confusion axes in
addition to genetic sequencing. In the protan axis of confusion color, performance among
diabetics with the TTA/GCC genotype was significantly lower (p=0.048) than those in the
control group. The results showed a poorer performance among those with the TTA / GCC
genotype (p = 0.048), compared to controls. In deutan axis confusion, there was no
difference among any of the genotypes (p = 0.0207), while for the tritan axis, the TTA /
GCC genotype was associated with a poorer performance (p = 0.014). For the controls, there
was no difference between genotypes. Thus, the results showed a worsening in color vision
among DM patients associated with TTA / GCC haplotype.

Keywords: Diabetes Mellitus, Diabetic Retinopathy, Erythropoietin, Gene Polymorphism,

Visual Neuroscience.
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1. INTRODUCAO



Este trabalho pretende dissertar sobre um aspecto de uma das complicagdes mais
prevalentes no quadro de Diabetes Mellitus (DM): a Retinopatia Diabética. O aumento da
expectativa de vida, aliado a manutencdo de um estilo de vida pouco saudavel, refletiu-se
em um aumento na prevaléncia de diabetes e consequentemente, das comorbidades e
complicacoes a ela ligadas.

O diagndstico de DM esté se tornando cada vez mais frequente. Estima-se que ha
cerca de 382 milhdes de diabéticos, com perspectivas de atingir mais de 400 milhdes em
2035 (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015; ANTONETTI, KLEIN,
GARDNER, 2012). Em 2000, o Brasil encontrava-se na lista dos 10 paises com maior
namero de diabéticos, ocupando a oitava posicdo (WILD, ROGLIC, GREEN, SIGREE,
KING, 2004). O mesmo estudo indicou uma estimativa na qual o Brasil passaria a ocupar a
sexta posicdo do ranking em 2030, com o ndmero absoluto de pacientes diabéticos
passando de 4,6 milhdes para 11,3 milhdes.

Ao mesmo tempo, a RD é uma complicacdo bem prevalente do DM, sendo a
principal causa de cegueira na faixa etaria de 20 a 74 anos (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE DIABETES, 2015). A prevaléncia da RD apresenta numeros notaveis: mais de 90%
entre diabéticos tipo 1 e 60% entre aqueles com o tipo 2 ap6s 20 anos de doenca, sendo que
destes, 30% apresenta a forma grave da doenga (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2015). No entanto, ainda ndo ha estudos nacionais com indicadores exatos,
mas ha estimativas baseadas em estudos internacionais que indicam aproximadamente 2
milhdes de brasileiros com algum grau da doenca (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2015). Por exemplo, em 2000, nos Estados Unidos, a prevaléncia da doenga
foi de 37%, para pacientes acima de 40 anos (THE EYE DISEASES PREVALENCE
RESEARCH GROUP, 2004; CIULLA, AMADOR, ZINMAN, 2003). O risco de cegueira
pela patologia pode ser reduzido a menos de 5% se o diagnostico for realizado
precocemente e o tratamento correto iniciar-se em estagios mais incipientes da doenca
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015). No entanto, apenas a metade dos
cinco milhGes de diabéticos brasileiros que se submetem a tratamento endocrinolégico
recebe devida aten¢do oftalmologica (WHO, 2006).

Além das consequéncias visuais relativas a RD, a presenca da doenga esta
associada a um aumento da mortalidade entre diabéticos, com um risco de
desenvolvimento de outras alteracOes vasculares sistémicas aumentado em duas vezes, em

comparagdo com aqueles sem a patologia (ETDRS, 1999). Isto se deve ao fato da prépria



patologia ter um forte componente vascular. Dentre os principais fatores de crescimento
vascular com possivel atuacdo na RD, a Eritropoietina (EPO) vem ganhando destaque nas
pesquisas mundiais, principalmente no que tange a relacédo entre sua expressao e o os alelos
que a mediam na incidéncia do quadro de RD.

A EPO é tida como um importante fator de crescimento vascular, estimulando a
proliferacdo, migracdo e angiogénese de células vasculares endoteliais expostas a hipdxia
(ABHARY, BURDON, CASSON, GOGGIN, PETROVSKI & CRAIG, 2010). Este
horménio tem sua expressdao mediada por polimorfismos de Unico nucleotideo (SNP-
Single Nucleotide Polymorphisms) em alelos localizados no Cromossomo 7921.15 (TONG
ET AL, 2008). Tong e colaboradores (2008) reportaram que para um destes SNPs
(rs1617640), o alelo T esta associado com maiores concentracdes de EPO post-mortem em
vitreo de humanos e camundongos diabéticos com complicacdes oculares e renais. O
mesmo estudo aponta uma associagdo entre a expressdo aumentada de EPO no vitreo e
determinados SNPs, tidos assim como possiveis influéncias na suscetibilidade do
desenvolvimento da RD (TONG et al, 2008; MOEMEN et al, 2013). Além do supracitado
rs1617640, os que mostraram mais associacdo com o desenvolvimento de RD na literatura
recente foram os SNPs rs507392 e rs551238. No entanto, tais estudos indicam diferentes
alelos para o gendtipo de risco. Uma possivel causa para este achado é o fato de que a
associacdo de um fenétipo com um unico locus pode ser perturbada por efeitos de outros
loci (MOEMEN et al, 2013). Da mesma forma, fatores ambientais podem influenciar a
expressdo de um determinado genotipo, bem como padrdes diferentes de desequilibrio de
ligacdo (linkage disequilibrium) nas diferentes populacGes estudadas podem ser possiveis
causas de tal discordancia entre os estudos. Deste modo, pesquisas que pretendem estudar a
associacao entre os gendtipos de risco e as alteraces decorrentes do aumento de fatores de
crescimento de neovasos podem contribuir para lancar luz sobre esta tematica (LIN,
VANCE, PERICAK-VANCE, MARTIN, 2007).

O debate sobre a participacdo de componentes neurais e de vasculares para a
manifestacdo dos sintomas decorrentes do DM € intenso. As células ganglionares, por
exemplo, degeneram-se antes que alterages vasculares possam estar presentes (KERN,
2014). Da mesma forma, a alta taxa metabolica exigida pelos fotorreceptores pode ser um
fator contribuinte para o desenvolvimento de hipoxia (causando posterior
neovascularizacdo) na retina (KERN, 2014). Assim, trabalhos que pretendam lancar luz e

discorrer acerca destas questdes tém como pano de fundo um cenario ainda pouco



compreendido. Desta forma, h& diversos trabalhos que indicam que as alteragdes neurais na
retina precedem as vasculares (BARBER, NAKAMURA, WOLPERT, REITER, SEIGEL,
ANTONETTI, GARDNER, 2001; BARBER, 2003; ADAMS, BEARSE, 2012), enquanto
outros indicam o oposto (CHEUNG, WONG, 2008; SHEETZ; KING, 2002).

Portanto, o presente trabalho almejou atrelar dados obtidos através do
sequenciamento genético com aqueles adquiridos clinicamente, atraves de medidas
psicofisicas relacionadas a visdo de cores (e, portanto, indicativo de lesdes de fundo
neural). O intuito foi nutrir discussées que ha muito aparecem na literatura especializada,
especialmente em relacdo a duas questdes: a) o papel de cada perfil genético no aumento
da probabilidade de desenvolvimento de RD e b) o debate sobre a precedéncia de

alteracdes neurais versus alteracdes vasculares no inicio do quadro da retinopatia diabética.



2. OBJETIVOS



2.1. Objetivo Geral

O objetivo do trabalho é investigar a associacdo entre o perfil genético para
expressdo de EPO e alteracBes funcionais na visdo de cores de pessoas com diagndstico de
DM.

2.2. Objetivos Especificos

1) Averiguar a presenca de danos na visdo de cores em diabéticos, com e sem
RD, avaliados através de testes psicofisicos,

2) Verificar a frequéncia de haplétipo presente na regido promotora do gene da
EPO, apontado como significativo na etiologia da RD, em amostra de diabéticos e de nédo
diabéticos;

3) Investigar possiveis associagdes entre determinados polimorfismos e danos na
visdo de cores;

4) Contribuir para o esclarecimento sobre o papel do haplétipo formado pelos
SNPs rs1617640, rs507392 e rs551238 como genotipo protetor ou de risco para o
desenvolvimento de RD;
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3.1. Visao Geral

Em termos gerais, o Diabetes Mellitus (DM) é um distarbio metabdlico crénico
caracterizado por alta taxa glicémica no sangue (hiperglicemia) devido a alteragfes em
células pancreéticas. E decorrente de alteragdes na producéo ou secre¢do de insulina pelo
pancreas ou pela diminuicdo da absorcdo sistémica deste horménio. Desde 1997, é
classificada em tipo 1, tipo 2, diabetes gestacional e outros tipos especificos de DM, néo
sendo mais utilizada a classificagdo em insulinodependente e insulinoindependente (apesar
desta denominagédo ainda ser encontrada em literatura ndo especializada) (DRAZNIM,
EPSTEIN, TURNER, WASS, 2011).

Diabetes Mellitus Tipo 1: responde por 5 a 10% dos casos. Derivam da

destrui¢do das células B das Ilhotas de Langherans do pancreas, produtoras de insulina. De
inicio abrupto, ocorre geralmente precocemente; no entanto, pode ocorre em pessoas das
mais diversas idades. Na maioria dos casos, tal processo tem mediacdo autoimune,
ocorrendo de forma mais veloz em criancas. Tal doenca apresenta também intensa
associagdo a genes do sistema antigeno leucocitario humano (HLA), que podem
apresentar-se tanto como fator protetivo quanto de risco (ERLICH, VALDE, NOBLE ET
AL, 2008; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015).

Diabetes Mellitus Tipo 2: mais prevalente na populacéo, respondendo por mais de

90% dos casos. Pode ocorrer tanto pela baixa producdo de insulina pelo pancreas como
secrecdo de um hormonio pouco funcional, sendo mais comum a concomitancia entre 0s
fatores. Assim como o tipo 1, pode ser diagnosticado em qualquer faixa etaria, mas € mais
comum apo6s os 40 anos de idade. O aparecimento da doenca esta relacionado intimamente
com fatores comportamentais como a obesidade, a ma alimentacdo e o sedentarismo.
Costuma apresentar uma sintomatologia mais leve que no tipo 1, ndo sendo necessario o
uso de insulina exdgena, exceto para melhor controle metabolico em casos mais dificeis.
Quando sintomatica, manifesta-se através de sintomas como poliuria, polidipsia, fadiga e
perda abrupta de peso. Ainda ndo ha achados genéticos conclusivos para esse distdrbio
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015). No entanto, sdo conhecidos alguns
fatores ambientais de risco, tais como obesidade, dieta pobre, sedentarismo, histérico
familiar da doenca e etnia.

Diabetes Gestacional: Acontece em 1 a 14% das gestacOes, conforme populacao
estudada (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015). Caracteriza-se pelo




diagndstico de hiperglicemia durante o periodo gravidico, geralmente durante o segundo ou
terceiro trimestre de gestacdo. A acgéo da insulina torna-se bloqueada, provavelmente pela
acdo de hormoénios produzidos pela placenta. E relacionada com o aumento da mortalidade
e morbidade perinatal e aumenta em 10% a 63% o risco de a parturiente vir a desenvolver
DM tipo 2 dentro de 5 a 16 anos ap6s o parto (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2015). Apos o puerpério, a paciente € reavaliada, sendo que na maior parte
dos casos, retorna-se a condi¢do normoglicémica.

Diabetes de Outros Tipos Especificos: Sdo menos comuns e causadas por

patologias e fatores bem delimitados e conhecidos. Estdo inclusos nesta classificacdo
condi¢cbes como pancreatite, doengas do péancreas exdcrino, endocrinopatias, rubéola
congénita, citomegalovirus, inducdo por substancias ou drogas (muitas vezes, utilizadas no
tratamento de HIV ou para controle de rejeicdo em transplante de érgédos) e defeitos na
funcdo das células B de origem genética (gene MODY- Maturity-onset diabetes of the
young).

Cabe ressaltar que nem sempre é possivel estabelecer uma classificacdo clara do
paciente em um dos tipos, ja que os sintomas e a progressdo da doenca costumam variar.
Muitas vezes, 0 tipo 2 permanece assintomatico, em contrapartida do tipo 1, cujos sintomas
ocorrem de maneira acentuada e abrupta. No entanto, é mais comum o desenvolvimento de
cetoacidose diabética em pacientes com o tipo 2.

O diagndstico da doenca € feito principalmente por meio de achados bioguimicos,
baseados nos niveis glicémicos em jejum e p6s prandial. Segundo critérios utilizados pela
Associagdo Americana de Diabetes (ADA) (DRAZNIM ET AL, 2011), os niveis
glicémicos plasmaticos normais em jejum encontram-se < 110 mg/dL, sendo considerado
diabetes ap6s 126 mg/dL (7 mmol/L). Quando os valores estdo entre ambos, o quadro é
denominado tolerancia a glicose diminuida (glicemia em jejum alterada), critério ainda ndo
reconhecido pela OMS (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015). No entanto,
é considerado fator de risco para o aparecimento posterior da hiperglicemia. O diagndstico
de diabetes também é considerado quando a glicemia casual (realizada em qualquer
horario, mesmo pés prandial) atinge um valor maior que 200 mg/dL, juntamente com
sintomas de poliuria e polidipsia ou apds duas horas de sobrecarga de glicose de 75 g.

Em 2010, a ADA propds a utilizacdo da hemoglobina glicada (HbA1C) como
critério diagnostico, com a recomendacdo dos seguintes valores: entre 5,7 e 6,4%: alto
risco para diabetes; > 6,5% (ponto de inflexdo para a prevaléncia de RD): diabetes a ser



confirmada através de outro exame. No entanto, a HbA1C ndo é tdo utilizada quanto a
glicemia plasmatica para a realizagdo de diagndstico.

Com relacdo a prevaléncia da doenca, ha diferencas significativas entre os paises
e seus diversos grupos étnicos. Assim, ha elevadas taxas de diabetes entre os Nauru e 0s
Tokelau, na Oceania e entre os Pima, no Arizona (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2013; SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015). H& também
uma elevada taxa de diabéticos em paises de baixa ou média renda, sendo que 80% dos
acometidos pertencem a estes paises (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION,
2013). De fato, o Pacifico Ocidental possui a maior prevaléncia mundial, com 138 milhdes
de pessoas afetadas (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2013).
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Figura 01- Prevaléncia da DM (em milhdes de pessoas) nos
dez paises com o maior nimero de casos da doenga, entre 20 e
79 anos de idade, em numeros absolutos. Extraido de:
INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2013.

No Brasil, hd& uma grande prevaléncia entre os indios Xavantes (28,2% da
populacéo); de fato, no Brasil, a prevaléncia do diabetes aumentou de 18,3% em 1993 para
34,9% em 2000 (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015). As taxas de
mortalidade por DM foram de 30,1 (por 100 mil habitantes) no ano de 2011, sendo que
geralmente ndo se atribui a doenca a causa principal da morte e sim, as complicacfes
vasculares que acompanham o quadro (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES,
2015). Ao se considerar as causas multiplas do 6bito, a taxa de mortalidade por DM
aumenta até 6,4 vezes (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015; FRANCO,
2004).
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3.2. Complicagdes do Diabetes Mellitus

Altas taxas glicémicas estdo relacionadas com alteragfes cardiovasculares,
oculares, renais, no sistema nervoso e outras, além de aumentar significativamente a
incidéncia de infeccdes nestes pacientes. Em decorréncia disto, pacientes diabéticos
necessitam de monitoramento constante para averiguar o desenvolvimento de alguma
patologia nesses ambitos. Devido a tais prevencdes, a taxa destas complicacbes vem
diminuindo nas ultimas duas décadas no Brasil (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2014). As principais complicagdes relacionadas ao diabetes séo relacionadas a
sequir:

Doencas cardiovasculares: E a principal causa de morte e de morbidades entre
diabéticos (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2013). Inclui quadros de

angina, infarto do miocardio, insuficiéncia cardiaca congestiva, acidentes vasculares

encefalicos e doenca arterial periférica. Tais complicagdes no paciente diabético também
estdo relacionadas com hipertensdo arterial sisttmica (HAS) e com dislipidemia. Portanto,
diabéticos necessitam manter tais valores dentro de indices normais, para evitar as
possiveis complicacBes. As medidas de profilaxia também envolvem a cessacao obrigatéria
do tabagismo, aplicacdo de estatinas e uso continuo de acido acetilsalicilico (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2014).

Existem dois principais escores de risco de desenvolvimento de doencas
vasculares no diabético: aquele desenvolvido pelo grupo de Framingham e do United
Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS) risk engine (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE DIABETES, 2014; D’ AGOSTINO JR, VASAN, PENCINA, WOLF, COBAIN,
MASSARO, 2008; STEVENS, KOTHARI, ADLER, STRATON, HOLMAN, 2001).
Enquanto que o primeiro é um algoritmo de predicdo de eventos cardiovasculares em
populagbes assintomaticas, como amplo uso para os diabéticos, o ultimo utiliza dados
sobre a propria DM (tais como duragédo do quadro e medida de HbAlc).

Doenca renal (nefropatia): Consiste em danos vasculares nos rins, levando-os ao
mau funcionamento ou até a falha completa (INTERNATIONAL DIABETES

FEDERATION, 2013). Acomete cerca de 35% dos pacientes, causando em muitos casos
um aumento da excrecdo urindria de albumina (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2014). Aproximadamente 20% dos pacientes admitidos em programas para
tratamento renal tem diabetes (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2013).
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Inclusive, a taxa de excrecdo urinaria de albumina é utilizada como critério diagndstico
para a diabetes, tendo como ponto de corte um valor maior que 300mg/dia.

A doenca renal esta associada ao aumento no risco de desenvolvimento de
doencas cardiovasculares (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2014). Além
disto, tal diagndstico é considerado com mais frequéncia em pacientes com RD, ja que
alteracbes na vascularizagdo da retina precedem as alteragfes renais (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2014). O tratamento para nefropatia envolve hemodialise
ou transplante renal; no entanto, algumas medidas e medicamentos podem retardar a
progressao da doenca, tais como um melhor controle glicémico e lipidico.

Doenca ocular (retinopatia diabética): Consiste na principal causa de cegueira em

adultos. Esta associada com a formacdo de microaneurismas no tecido retiniano, que
podem desembocar em hemorragias vitreas ou pré-retinianas. A rede de vasos que suprem
tal tecido torna-se entdo bloqueada e danificada, o que pode levar a cegueira. O risco de
cegueira pode ser reduzido a menos de 5%, desde que o diagnostico ocorra em fases
precoces do desenvolvimento da doenca (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES,
2014). O tratamento consiste na fotocoagulacao a laser dos vasos danificados.

Os parametros para diagnostico e tratamento de tal doenca foram postulados por
dois estudos: o Diabetic Retinopathy Study e o ETDRS (Early Treatment Diabetic
Retinopathy), que determinou critérios mais modernos para RD ndo proliferativa. No
entanto, a fim de evitar fragmentacdo na padronizacdo da RD, foi proposta uma
classificagdo baseada na gravidade da doencga, no International Congress of Ophtalmology,
em 2002, levando-se em consideracdo os critérios de ambos os estudos (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2014).

Doenca neural (neuropatia): Alteracdes nos nervos periféricos podem ocorrer em

decorréncia da hiperglicemia combinada a hipertensdo arterial sistémica, podendo levar a
problemas de digestdo, de miccdo ou de erecdo, entre outros (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2013). Acometem mais comumente as extremidades
corporais, especialmente os pés, podendo gerar alodinia e hiperalgesia, formigamento e
perda de sensibilidade. Esta Gltima é particularmente importante, ja que o paciente pode
deixar de notar ferimentos perigosos, tornando-se mais susceptivel ao desenvolvimento de
infeccdes.

A prevaléncia da neuropatia pode chegar a 50%, esta associada a um aumento de

mortalidade na populagdo acometida e muitas vezes envolvem casos de triopatia (incluindo
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retinopatia e nefropatia), aumentando assim a morbidade da doenca (INTERNATIONAL
DIABETES FEDERATION, 2013). O acometimento patolégico da complicacdo surge de
duas formas: polineuropatia sensorimotora simétrica e neuropatia autonémica. Esta
altamente associada com a taxa glicémica no diabético; no entanto, outros mediadores
patogénicos das complicagcbes no DM, tais como o AGE (do inglés, Advanced Glycation
End-Products) podem também estar envolvidos (DRAZNIM ET AL, 2011). O tratamento
¢ realizado com medicamentos anticonvulsivantes, correcdo da hiperglicemia e
intervencdes dirigidas aos sintomas.

Outras Complicacgdes: Outras complicacdes podem acometer diabéticos, entre elas:

0 pé diabético, problemas dentais e complicacBes gravidicas. No pé diabético, os danos
neuroldgicos e vasculares podem predispor a infeccdes e Ulceras, em muitos casos,
ocasionando amputacdo. De fato, pessoas com diabetes podem apresentar um risco 25
vezes maior de amputacdo dos membros inferiores (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2013). Em termos de salde bucal, os diabéticos possuem um risco
aumentado de desenvolver gengivite e perda dentaria. Na gravidez, altas taxas glicémicas
podem aumentar o risco de desenvolvimento de anormalidades fetais, de sobrepeso fetal e
de producédo anormal de insulina (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2013).

3.3. Alteracdes Vasculares no DM

Durante o quadro hiperglicémico, diversas mudancas vasculares ocorrem e algumas
teorias visam explicar tais alteracGes fisiopatoldgicas. Como 0s mecanismos metabolicos
da glicemia sdo diversos, as alteracfes que acometem o0s pacientes diabéticos costumam
acometer uma serie de tecidos. Da mesma forma, encontram-se precocemente em pacientes
diabéticos alteracbes hemodinamicas, disfungdes endoteliais, ativagdo de células
inflamatdrias e expressdo de fatores de crescimento vascular e neurotroficos (SHEETZ,
KING, 2002).

As teorias que visam explicar os danos podem ser subdivididas entre aquelas que
enfatizam os efeitos toxicos da hiperglicemia e de seus derivados patologicos, tais como
produtos de glicagédo e oxidantes e as que ressaltam as alteragbes nos mecanismos de
sinalizacdo celular (SHEETZ, KING, 2002). Uma delas diz respeito as modifica¢cOes

irreversiveis em proteinas, causadas por glicidios no decorrer do envelhecimento, processo
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conhecido como Reac¢do de Maillard. Tal reacdo ¢ atribuida & formagao dos denominados
Produtos de Glicacdo Avancada (do inglés, Advanced Glycated End-Products-AGE). As
alteracdes vasculares no DM ocorreriam, portanto, em uma espécie de envelhecimento
celular precoce, por quebra nas ligacGes quimicas e alteraces estruturais causadas pela
hiperglicemia (BARBOSA, OLIVEIRA, SEARA, 2008; SHEETZ, KING, 2002). Além
disto, modifica¢fes em determinadas vias metabolicas podem afetar umas as outras, ja que
metabolitos glicosidicos participam concomitantemente em diversos mecanismos
bioquimicos. Tal multiplicidade bioquimica é considerada critica no desenvolvimento de
novos farmacos e de uma terapéutica considerada efetiva (SHEETZ, KING, 2002).

Os AGEs estdo presentes no tecido retiniano e acredita-se que possam exercer
papel importante na permeabilidade das células endoteliais e aumentam a producdo dos
fatores de crescimento neovasculares (BARBOSA, OLIVEIRA, SEARA, 2008). Os
pericistos possuem receptores para AGE e respondem a este metabdlito aumentando a
transducdo sindptica, o que leva a saturacdo celular (BARBOSA, OLIVEIRA, SEARA,
2008).

Assim, as alteraces vasculares presentes no DM ndo ocorrem meramente por
estresse oxidativo, mas dependem de uma série de fatores moleculares. Além disto, as
alteracOes vasculares no DM estéo intimamente associadas; em pessoas com RD, o risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares aumenta significantemente (FULLER,
STEVENS, WANG, 2001). Alguns trabalhos sugerem inclusive que a RD compartilha
mecanismos genéticos com outras alteracdes vasculares (CHEUNG, WONG, 2008).

Em meados dos anos 40, fatores angiogénicos ja eram contabilizados como fatores
mediadores de crescimento vascular anormal do tecido retiniano no DM (MICHAELSON,
1948, APUD: AIELLO, 2005). Dentre eles, o fator de crescimento endotelial vascular (do
inglés, Vascular Endothelial Growth Factor- VEGF) é tido como um dos principais
mediadores de angiogénese intraocular e de permeabilidade endotelial na RDP, e é também
relacionado ao edema macular diabético, a degeneragdo macular relacionada a idade, a
oclusdo vascular da retina e a retinopatia da prematuridade (MOHAN ET AL, 2012;
AIELLO ET AL, 2005). No tecido retiniano saudavel, ha um equilibrio entre fatores
estimulantes e inibidores de angiogénese; em pacientes com DM, o uso de fatores
inibidores de VEGF néo esta associado a regressao na formacgéo de neovasos, 0 que sugere
que outros fatores de formacéo de vasos possam estar em jogo na hiperglicemia (MOHAN
ET AL, 2012; GARCIA-RAMIREZ & HERNANDEZ, 2006). Estudos mostraram que
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niveis de VEGF no vitreo e no plasma de pacientes com RDP apresentam-se mais elevados
que em controles (MOHAN ET AL, 2012; AIELLO ET AL, 1994, SENGER, GALLI,
DVORAK, PERRUZZI, HARVEY & DVORAK, 1983; KECK, HAUSER, KRIVI,
SANZO, WARREN, FEDER & CONNOLLY, 1989). No entanto, 0 mecanismo que
promove tal aumento ainda permanece incerto; porém, sabe-se que a regulagdo dos niveis
de VEGF ocorre por isquemia local, aumento de AGE e de outros fatores de crescimento,
como o ILGF (do inglés, insulin-like growth factor) (MOHAN ET AL, 2012; PUNGLIA
ET AL, 1997).

Dentre as principais causas de morbidade e mortalidade entre pessoas com DM
estdo as complicacdes cerebrovasculares. Como o tecido retiniano e cerebral possuem a
mesma origem embrioldgica, alteracBes patolégicas na RD podem ser preditivas de
alteracdes microvasculares cerebrais (CHEUNG, WONG, 2008). Ha, inclusive, evidéncias
de que sinais de RD possam estar associados com acidentes vasculares encefélicos (AVE),
independente dos fatores de riscos cerebrovasculares, mesmo em pessoas com DM
subclinico (CHEUNG, WONG, 2008). Desta maneira, pacientes com RD ou com lesdes
encefalicas possuem duas vezes mais chances de sofrer um AVE; porém, ao apresentar
ambos os quadros, o risco de acidente vascular aumenta em mais de 18 vezes (CHEUNG,
WONG, 2008; WONG ET AL, 2002). Assim, apesar do mecanismo que relaciona
alteracdes microvasculares nos tecidos retiniano e cerebral ainda ndo ser totalmente

conhecido, ha evidéncias de que tal associacdo ocorra.

3.4. Alteracbes Visuais no DM

A hiperglicemia acarreta diversas anormalidades biomoleculares, causando
alteracdes funcionais no organismo, inclusive nos olhos e na retina. Foram encontradas
maiores concentracdes de sorbitol que o esperado em lentes de ratos diabéticos, o que pode
estar relacionado a catarata precoce (GABBAY, 1973, APUD: TAYLOR & AGIUS,
1988). A absorcdo de glicose pela retina é insulino-independente e o aumento glicémico
intracelular leva a ativacdo da enzima aldose redutase. A glicose é reduzida a sorbitol por
essa enzima, o que pode explicar o aumento local de tal metabdlito. No entanto, ha um
aumento discreto em comparacao a outros metabdlitos produzidos, o que torna a relacéo
entre esse mecanismo e 0 surgimento de danos neurais ainda ndo totalmente desvendada
(SHEETZ & KING, 2002).
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Nos capilares normais, hd uma relacdo de aproximadamente 1:1 entre pericistos e
células endoteliais, sendo que os primeiros exercem controle na proliferacdo das segundas
(DRAZNIN ET AL, 2012). Assim, eles exercem um papel importante no controle da
proliferacdo vascular. Da mesma forma, o aumento da permeabilidade e o0 espessamento
das membranas basais observados na hiperglicemia podem estar relacionados a danos nos
capilares retinais, frequentemente observados no DM.

Alteracdes visuais presentes no DM variam conforme o tipo da doenca (se tipo 1
ou 2), o tempo de instalacio do quadro, o controle glicémico, a presenca de outras
patologias sistémicas, tais como HAS, gravidez e outros fatores (TSAI, DENNISTON,
MURRAY, HUANG E ALDAD, 2011). Da mesma maneira, outras alteragdes
oftalmoldgicas costumam cursar com RD, tais como olho seco, abrasividade da cdrnea,
uveite anterior, glaucoma neovascular, sindrome ocular isquémica, papilite, rubeose,
xantelasma, infeccdo orbital e paralisia de musculo extraocular-111 ¢/ ou VI pares- (TSAI
ET AL, 2011; SOUZA, RODRIGUES, 1997). Tais pacientes podem também apresentar
catarata precoce, com um desenvolvimento mais avancado que em ndo diabéticos (TSAI
ET AL, 2011). Além disto, 75% dos pacientes com maculopatia possuem DM tipo 2 e,
embora a chance de desenvolver essa doenca seja 10 vezes maior no DM tipo 2 do que no
tipo 1, 14% dos DM 1 que perdem a visdo foram atingidos por tal patologia (DRAZNIM
ET AL, 2011). Trata-se de edema na area macular, que leva a distorcdo da visdo central e a
reducdo do campo visual, podendo cursar com exsudatos e alteracfes isquémicas. A
acuidade visual de pacientes com edema de macula decai consideravelmente, assim como
em casos de catarata precoce (DRAZMIN ET AL, 2011). Altas taxas glicémicas podem
ocasionar miopia, bem como hipoglicemia pode levar a hipermetropia (DRAZMIN ET AL,
2011).

Foram também reportadas perdas de sensibilidade ao contraste e a cores em
pacientes com DM, iniciando-se com aproximadamente dois anos de diagnostico da doenca
(AlZU, OYANAGI, HU E NAKAGAWA, 2002; BANGSTAD, BRINCHIMANN-
HANSEN, HULTGREN, DAHL-JORGENSEN & HANSSEN, 1994; DEAN, ARDEN &
DORNHORST, 1997). Trabalhos utilizando modelos murinos mostraram alteragcdes de
origem neural na retina de camundongos diabéticos, tais como reducdo na espessura da
camada interna da retina, no ndmero de celulas ganglionares e de fibras nervosas,
concomitante a um aumento de células gliais no nervo Gptico e de expressdo de proteina

acida fibrilar glial (GFAP, do inglés, glial fibrillary acidic protein) e apoptose neural na
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retina (Al1ZU ET AL, 2002; BARBER ET AL, 1998; SCOTT, ET AL, 1986; LIETH ET
AL, 1998).

Deficiéncias adquiridas na visdo de cores também tém sido relatadas nos casos
de DM. Rockett e colaboradores encontraram déficits significativos no eixo azul-amarelo
de confusdo de cores, comparando diabéticos e individuos controles (ROCKETT,
ANDERLE, BESMAN, 1987). Além disto, no subgrupo que havia sido submetido a
fotocoagulacdo a laser, o déficit foi ainda maior. Da mesma maneira, Fong e associados
(1999) relataram alteracdes na capacidade de discriminacdo de cores em 50 % dos
pacientes examinados, em uma amostra com 2700 participantes, proveniente do ETDRS.
Hardy e colaboradores (1992) encontraram deficiéncias na discriminagdo cromatica em
diabéticos tipo 1 sem RD, o que sugeriu que tal déficit estivesse mais relacionado a taxa
glicémica que 'as alterac@es vasculares. Gualtieri (2009) encontrou perda de discriminacéo
difusa em pacientes diabéticos tipo 2 e Garcia (2012) referiu valores alterados em 20
diabéticos, em compara¢do com um grupo controle, especialmente no eixo de cores tritan.
Outros trabalhos também indicam perda significativa no eixo tritan (FONG ET AL, 1999,
KURTENBACK ET AL, 1999). Alguns autores consideram que tal perda especifica ocorre
em decorréncia do amarelamento precoce da lente, que pode ter sido causado pelo elevado
nivel glicémico, com consequente glicosilagdo proteica local. No entanto, Gualtieri (2004)
encontrou que, proporcionalmente, as alteragdes no eixo de cores verde vermelho sdo

maiores que as encontradas para o tritan, o que refuta a hipotese de escurecimento da lente.
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4. RETINOPATIA DIABETICA
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4.1. Visao Geral

A retinopatia diabética é a complicagdo mais comum do DM e a principal causa
de cegueira na populacdo adulta de paises desenvolvidos (FIGUEIRA, 2010; DRAZNIM,
ET AL, 2011: SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2014). Nos Estados Unidos,
em 2000, a prevaléncia de RD na populacdo diabética acima de 40 anos de idade foi de
37% (THE EYE DISEASES PREVALENCE RESEARCH GROUP, 2004; CIULLA,
AMADOR, ZINMAN, 2003). No Brasil, ndo ha estudos rigorosos que demonstrem a
prevaléncia da RD, mas alguns trabalhos referem uma variagdo entre 24 e 39%
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015). Ja a prevaléncia global pode variar
desde 10% na Noruega até 61% na Africa do Sul (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2013). De fato, hd uma disparidade entre a incidéncia de RD entre as
diferentes etnias, com as maiores taxas ocorrendo em populacdes ndo caucasianas,
indicando uma possivel influéncia génica no desenvolvimento da doenca (DRAZNIM ET
AL, 2011; INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2013).

A RD aumenta em 10 a 20 vezes a possibilidade de uma pessoa desenvolver
cegueira (DRAZNIM ET AL, 2011). Nos diabéticos tipo 1, a RD costuma ter inicio 3,5
anos apos a puberdade, enquanto que nos de tipo 2, algum grau da doenca ja é encontrado
em 38% dos pacientes a época do diagnéstico da DM (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2015). Sdo apontados alguns fatores como predisponentes para RD,
destacando-se a duracdo da doenca e o nivel glicémico (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
DIABETES, 2015; INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION, 2013). O aumento da
pressdo arterial também ¢ tido como fator de risco para a piora da RD (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2015; INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION,
2013).

Classifica-se a RD basicamente em dois tipos: retinopatia diabética nédo
proliferativa (RDNP) e retinopatia diabética proliferativa (RDP). A classificacdo € baseada
no exame de fundoscopia ou em imageamento da retina. O primeiro achado clinico € a
formacéo de edema e de microaneurismas nos capilares da retina. Com o enfraquecimento
dos vasos, exsudatos duros também passam a ser notados. Quando o dano vascular é
importante o suficiente para que o fluxo sanguineo seja alterado, areas de infarto comegam
a surgir. Neste momento, notam-se através de angiografia por fluoresceina, areas de pouca

perfusdo. Manchas algodonosas, que denotam infarto das fibras nervosas, também
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aparecem nesta fase. Conforme a doenca avanca, ocorre dilatacdo dos microvasos
retinianos como resposta a isquemia. Na fase proliferativa da doenca, hd a formacdo e
evolucdo de neovasos, bem como o surgimento de células gliais, que, tracionados pelo
humor vitreo, podem gerar sangramentos, fibrose e descolamento de retina. Este estagio €
subdivido em inicial, de alto risco e avangado, segundo o grau de comprometimento. Em
alguns casos, a proliferacdo de novos vasos também atinge a porcao anterior dos olhos e a
obstrucdo do fluxo dos fluidos oculares pode gerar glaucoma neovascular- Além do edema
macular, se houver danos extensos de capilares na regido foveal, a acuidade visual pode
diminuir significativamente, devido ao suprimento sanguineo inadequado a regido. A
figura 2 mostra o espessamento da fovea de um paciente com RDP, com surgimento de

cistos e de acumulo de fluido local.

Figura 2- Tomografia de Coeréncia Optica (OCT) de OD de paciente do sexo masculino de 57
anos de idade, com RDP e edema macular. A févea revela espessamento marcado e presenga de
cistos (indicados por C) e fluido sub-retinal (indicado em SRF). Extraido de Antonetti, 2012.

Dentre as comorbidades mais comuns, encontra-se o0 edema macular,
caracterizado pela presenca de espessamento do tecido retiniano, em conjunto com
exsudatos duros no polo posterior. E classificado em leve, moderado ou grave, conforme a
aproximagdo com o centro da fovea. Quanto mais proximo do centro da févea, maior a
gravidade. Tal quadro causa distor¢Ges na visdo central, diminuindo a acuidade visual.
Exsudatos podem levar a hemorragias. Além disto, isquemia de capilares pode estar
presentes; no entanto, nestes casos, a macula pode apresentar-se clinicamente normal, com
danos apenas visiveis atraves de angiografia. Sugere-se que cerca de 95 mil americanos por

ano irdo desenvolver edema de méacula (DRAZMIN ET AL, 2012). Apesar de 0 edema
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macular poder surgir em qualquer fase de desenvolvimento da RD, ¢ mais comum o
aparecimento em estagios mais avangados da doenca, quando ja ha danos vasculares e
neurais (ANTONETTI ET AL, 2012; STITT, CURTIS, CHEN, MEDINA, MCKAY,
JENKINS, GARDINER, LYONS, HAMMES, SIMO, LOIS, 2015). O Quadro 1 traz as
principais caracteristicas e achados clinicos para cada uma destas subdivisdes:

Quadro 1. Principais caracteristicas e achados clinicos para cada fase da RD.

Gravidade da Caracteristicas
doenga
RDNP leve Presenca de microaneurismas, microhemorragias e exsudatos duros

RDNP moderada Achados vasculares em maior quantidade que na RDNP leve, porém
menos abundantes que na forma grave da doenca, presenca de
exsudatos moles

RDNP grave Presenca de um ou mais dos seguintes achados: mais de 20
hemorragias em cada um dos quatro quadrantes, formacao de bolsas
venosas em dois quadrantes, anormalidades microvasculares
intrarretinianas em pelo menos um dos quadrantes,

RDP Presenca de pelo menos um dos seguintes achados: neovascularizacdo
e/ou hemorragia vitrea/pré-retinal.

Para cada um dos achados presentes na RDNP grave (hemorragias, bolsas
venosas e anormalidades microvasculares), ha um aumento no risco de perda total da visao;
assim, se uma das caracteristicas estiver presente, 0 risco de cegueira € de
aproximadamente 15%, mas se houver duas, a chance é de 45% (DRAZMIN ET AL,
2012). No entanto, mesmo as formas graves da doenca podem ser acompanhadas de
sintomas leves, 0 que justifica a recomendacdo de exames oftalmoldgicos anuais para
pacientes diabéticos. A Figura 3 mostra uma fotografia de fundo de olho em um caso de
RDP. Nota-se a presenca de exsudatos, de formacgéo de neovasos e de hemorragias em todo

o tecido retiniano.
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Figura 3- Imagem ilustrando um fundo de olho em um quadro de
RDP. Observa-se 0 nervo Optico a esquerda na imagem (regido
mais iluminada), bem como a f6vea a direita (regido mais escura).
Extraido de: www.institutoderetina.com.br

A RD foi descrita primeiramente no século XIX, sendo que era tratada
anteriormente por meio da ablacdo da pituitaria. No entanto, devido as graves
consequéncias do hipopituarismo, morte inclusive, a fotocoagulacdo panretinal comegou a
ser utilizada. O tratamento de escolha na fase proliferativa da RD é a fotocoagulacdo a
laser, que ndo previne a formacdo de neovasos, mas mitiga as alteragdes presentes no
tecido, necessitando ser empreendida diversas vezes no decorrer do curso da doenga. O
manejo dado e as normas concebidas para a prevencgéo e tratamento da RD tém diminuido
0 risco a incidéncia e a progressdo da doenga de 90% para 50% (ANTONETTI ET AL,
2012). Além disto, a melhora na expectativa da incidéncia de problemas vasculares
relacionados ao DM deveu-se ao surgimento de aparelhos de automonitoramento da
glicose plasmética, da administracdo de insulina, bem como ao desenvolvimento de
medicamentos hipoglicemiantes e de novos procedimentos cirargicos (ex: vitreoctomia)
(ANTONETTI ET AL, 2012; DIABETES CONTROL AND COMPLICATIONS TRIAL,
1993). No entanto, ainda ha um aumento da ocorréncia de episédios hipoglicémicos e de
obesidade em pacientes com DM, chegando ao dobro de casos de sobrepeso que ha 30 anos
(ANTONETTI ET AL, 2012).
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O tratamento da RD envolve, portanto, medidas comportamentais e de
mudanca de estilo de vida, assim como intervengdes cirlrgicas. Desta maneira, 0S
pacientes sdo orientados a monitorar o nivel glicémico, mantendo-o sob controle. Pacientes
monitorados pelo UKPDS durante nove anos e com bom controle glicémico mostraram
uma melhora de 21% na progressdo da RD e uma reducdo de 29% na necessidade de
fotocoagulacdo (DRAZMIN ET AL, 2011). Outros fatores também aumentam o risco de
cegueira no caso de RD. Em estudo realizado nos Estados Unidos (Diabetes Control and
Complications Trial-DCCT), comparou-se pacientes tipo 1 submetidos a terapia insulinica
intensiva com aqueles em insulinoterapia convencional. Observou-se redugdo de 54% no
risco de progressdo da RD; entre aqueles que ndo apresentavam retinopatia, houve redugéo
de 76% no risco de desenvolvimento (DIABETES CONTROL AND COMPLICATIONS
TRIAL, 1993). Da mesma forma, a reducdo em 1% do nivel de hemoglobina glicada leva a
uma diminuicdo em 35% do risco de desenvolvimento de RD e em 39% de progressao
entre aqueles ja com a doenca (DIABETES CONTROL AND COMPLICATIONS TRIAL,
1996).

A pressdo sistémica e os niveis lipidicos também sdo associados com um
melhor progndstico da RD. Foram observadas melhoras em achados clinicos relacionados a
RD em pacientes DM tipo 1 em uso de Enalapril® e de Lisinopril® (medicamentos
utilizados para controle da HAS) (DRAZMIN ET AL, 2011; CHEUNG & WONG, 2008).
Estudos apontam que uma reducdo de 10 mmHg na pressao sistdlica diminui em 13% o
risco de evolugdo de complicagbes microvasculares no DM (UKTDS,1998). O mesmo
estudo acompanhou pacientes durante nove anos e o controle a pressao arterial diminuiu a
progressdo do quadro de RD em 47%.

Com relacdo a hiperlipidemia, ha evidéncias que sugerem que o “colesterol
ruim” (LDL-do inglés, low-density lipoprotein), apds sofrer oxidagdo, possui um efeito
citotoxico para as cé€lulas endoteliais. Uma taxa de colesterol total maior que 270 mg/dL
estd relacionada a uma chance quatro vezes maior de desenvolvimento de RDP em
comparagdo com pacientes que apresentem taxa de 200 mg/dL (DRAZMIN ET AL,
2011). Além disto, também sdo retratados piores resultados para a fotocoagulacdo em
pacientes que possuem hipercolesteromia (DRAZMIN ET AL, 2011). Apesar dos
resultados de pesquisa ainda ndo serem consistentes, algumas medidas vém sendo
indicadas como efetivas na diminuicdo da progressao da doenca. Entre elas, a cessacdo do
tabagismo e do consumo de alcool, o uso de agentes antiplaquetarios e de inibidores de
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proteina kinase-C e de fatores de crescimento vascular (anti-VEGF) estdo sendo ainda
investigados (DRAZMIN ET AL, 2011).

Dentre as medidas cirargicas, a fotocoagulacédo a laser € uma das mais utilizadas.
S&o realizadas, mediante anestesia local, pequenas cauterizagdes de 100 a 500 pum de
didmetro na retina. A energia do laser é absorvida pela coroide e pelo epitélio pigmentar,
atingindo a camada neurosensorial, que € assim também destruida, juntamente com os
capilares. A figura 4, abaixo, mostra uma fotografia de fundo de olho imediatamente ap6s
fotocoagulacdo a laser. O principal objetivo da cirurgia & prevenir perdas visuais mais
severas, especialmente, quando ha maculopatia, reduzindo-as em até 80% (DRAZMIN ET
AL, 2011). No entanto, além de ndo conseguir restaurar perdas ja sofridas, a cirurgia
envolve riscos, como cauterizacdo acidental da fovea, reducdo da visdo noturna e em
alguns casos, a diminuicdo do campo visual, o que altera a capacidade do individuo em
dirigir. Se ha sinais de fibrose, de hemorragia intravitrea ou de opacidade severa, uma
vitreoctomia pode ser indicada, antes do tratamento com laser. Tal procedimento tambem é
indicado quando ha riscos consideraveis de tracdo do tecido da retina. Com relacdo aos
procedimentos cirdrgicos, cerca de 15% de pacientes que sdo submetidos a cirurgia de
catarata sdo diabéticos (DRAZMIN ET AL, 2011).

Figura 4- Imagem ilustrando um fundo de olho imediatamente apds a
realizacdo de fotocoagulacdo a laser. Os pontos mostram os locais de
cauterizacdo e estdo presentes logo apos a cirurgia, desaparecendo
em poucas horas.
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4.2. Fisiopatologia da Retinopatia Diabética

A diminuicdo do numero de p-=ricistos € a alteragdo mais precocemente
observada no quadro de RD e esta perda também é tida como um dos fatores que altera a
permeabilidade da barreira hematorretiniana (CUNHA-VAZ, 2007). A remog¢do do gene
para expressdo do fator B de crescimento derivado de plaquetas (do inglés, platelet-derived
growth factor - PDGF) leva a perda do pericistos e a manifestagdes muito semelhantes as
observadas na RD (PKC-DRS 2 GROUP, 2006; ANTONETTI ET AL, 2012).

Outra modificacdo observada é a proliferacdo endotelial nos capilares e vénulas,
acompanhada de edema e degeneracdo de ramificacdes vasculares de menor calibre
(CUNHA-VAZ, 2007). Todas estas transformacdes resultam em mudancas na barreira
hematorretiniana, gerando acumulo de liquido intrarretiniano, edema macular e formacéo
de exsudatos duros. No tecido retiniano, a absor¢do da glicose é mediada pelos
transportadores GLUTL. Ou seja, além de ser uma doenca de aspecto vascular, ha também
um componente fisiolégico importante, ja que diversas alteracdes neste campo podem ser
observadas antes do surgimento da RD. Séo apontadas entre elas: apoptose de células
ganglionares, de células de Muller e amécrinas, aumento de reatividade das células gliais e
da microglia, alteracdo do metabolismo do glutamato e da expressdo proteica ativada em
mecanismos compensatorios durante o estresse metabdlico (FLETCHER, PHIPPS,
WARD, PUTHUSSERY, WILKINSON-BERKA, 2007; HAMMES, FEDEROFF &
BROWNLEE, 1995; GASTINGER, SINGH & BARBER, 2006; WANG, WU, JIANG,
WANG, WANG, CHAO & TONG, 2007).

O edema macular é a alteracdo clinica mais frequentemente relacionada a perda
de visdo na DM e caracteriza-se pelo espessamento da area foveal central. O tratamento
desta complicacdo com fatores anti-VEGF (Aflibercept®, Ranibizumab® e
Bevacizumab®) mostrou-se promissor (ANTONETTI ET AL, 2012). Além disto, 0 VEGF
altera as proteinas de jung@es (tight-junctions) nas células vasculares endoteliais na retina,
além de aumentar a permeabilidade vascular (MOHAN ET AL, 2012). No entanto, apesar
da inibicdo de VEGF reduzir a neovascularizacdo no tecido retiniano, ndo é capaz de inibir
a formacdo de neovasos em casos de isquemia, 0 que aponta que talvez haja outros fatores
envolvidos na relacdo VEGF e neovascularizagcdo (AIELLO ET AL, 1995; ANTONETTI
ET AL, 1999). Além disto, foi indicada uma relacdo entre a diminuicdo do Fator derivado

do Epitélio Pigmentar (do inglés, Pigment epithelium-derived factor, PEDF) e o aumento
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da expressdo de VEGF. A producdo de PEDF, tido como um conhecido fator de
angiogénese, é diminuida em casos de hipoxia; além disto, altas taxas glicémicas também
podem diminuir a expressdo de PEDF no tecido retiniano (DAWSON ET AL, 1999). Em
estudo envolvendo a medicdo dos niveis de VEGF, de EPO e de PEDF no vitreo e no
plasma de pacientes com RDP, Mohan e colaboradores (2012) encontraram niveis elevados
dos dois primeiros fatores, bem como uma diminui¢do do terceiro. Além disto, os autores
do estudo também encontraram que a expressao de EPO e de VEGF também apresentaram
indices mais elevados em pacientes diabéticos sem complicacBes que nos controles. Da
mesma forma, a expressdo de PEDF foi menor nos diabéticos sem retinopatia que nos
sujeitos controles. Além da RD, o VEGF é tido como mediador em casos de edema
macular, de degeneracdo macular relacionada a idade, de oclusdo vascular na retina e de
retinopatia da prematuridade (AIELLO ET AL, 1994; AIELLO, 2005).

Fatores Finais de Glicagdo Avancada (AGE) acumulam-se sob condigdes
hipoglicémicas, agindo na inducdo de ligacbes cruzadas em proteinas de longa vida,
promovendo assim rigidez muscular, alterando estruturas e funcGes vasculares, além de
induzir estresse oxidativo e aumento de resposta inflamatéria (SHARMA ET AL, 2012).
Receptores para AGE (RAGE) estdo espalhados por diversas células presentes no tecido
retiniano, e quando ligados ao AGE, levam a ativacdo de vias de sinalizagdo pro-
inflamatdrias e pré-oxidantes; da mesma maneira, tais receptores podem estar diretamente
relacionados a neurodegeneracdo, as respostas inflamatorias e a disfuncdo microvascular
na retina de pacientes com RD (ZONG, WARD, STITT, 2011). A acumulagdo de tais
fatores de glicacdo no subendotélio levam a migracdo dos mondcitos através da camada
endotelial, o que ativa o fator nuclear NF-kB, também ligado a funcGes inflamatdrias
(WAN ET AL, 2015).

Ja Liu e colaboradores (2010) coletaram lagrimas de diabéticos com e sem
diagndstico de RD e comparam-nas com pacientes controles. As lagrimas de diabéticos
apresentaram niveis elevados de citocinas pré angiogénicas que anti angiogénicas,
comparados aos controles. Além disto, tais mudancas bioquimicas foram observadas tanto
em diabéticos com RD quanto naqueles sem RD; ou seja, as condi¢cBes encontradas
estiveram relacionadas ao diagnostico de DM e mesmo sem apresentar complicagdes
oculares, a resposta inflamatoria ja estava alta. Os autores do supracitado trabalho sugerem

que reacOes inflamatorias crénicas podem ocorrer na superficie ocular de diabéticos e que,
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portanto, intervencOes baseadas na supressdo de certas citocinas podem auxiliar na
prevencéo de complicacdes na DM.

No DM, ha também um aumento de leucostase ocular, afetando a funcgéo
endotelial no tecido retiniano e levando a ndo perfusdo capilar, danos as células e
enfraquecimento dos microvasos na retina (MIYAMOTO & OGURA, 1999; CIULLA,
AMADOR, ZINMAN, 2003). Os leuctcitos sdo células que possuem alta rigidez
citoplasmatica e, com o quadro de DM, tendem a se tornar menos elasticas; além disto, tais
células produzem radicais toxicos e enzimas proteoliticas (MIYAMOTO & OGURA,
1999; CIULLA, AMADOR, ZINMAN, 2003). H& muitos capilares que sofrem oclusdo
pelos leucocitos, que apresentam grande tamanho e angiografia por fluoresceina pode
mostrar que ha leucocitos presos em area de perfusdo e com diminuicdo da microcirculagédo
(MIYAMOTO & OGURA, 1999). No entanto, ndo apenas leucdcitos, mas também células
sanguineas como um todo parecem exercer um papel importante em tais alteracoes.

Espécies reativas ao oxigénio (do inglés, Reactive Oxygen Species- ROS)
encontram-se aumentadas em quadros de hiperglicemia, resultando em metabolismo
anormal, que por sua vez, também podem produzir ROS; além disto, o tecido da retina €
rico em &cidos graxos, com alto consumo de glicose e de oxigénio, deixando-o0 mais
vulneravel ao estresse oxidativo (KOWLURU & MISHRA, 2015). Um sistema eficiente
para antioxidacdo deve estar ativo para desintoxicar tais produtos; no entanto, em quadros
onde ocorre um desbalanco entre a quantidade de ROS produzida e a destruida, pode haver
danos significativos nos tecidos. A exposi¢do anormal a tais espécies pode levar a danos ao
DNA mitocondrial e levar a danos no transporte de elétron (KOWLURU & MISHRA,
2015).

A hiperglicemia também pode ativar da Proteina kinase C (PKC), que estéa ligada
com um aumento da permeabilidade vascular, alteracbes no fluxo sanguineo, na
estimulacdo da formacdo de neovasos, na aceleracdo de apoptose nas células capilares
(KOWLURU & MISHRA, 2015; GERALDES ET AL, 2009). A ativacdo de PKC também
estimula a formacdo de diacilglicerol (DAG), alem de inibir a expressdo de sintase do 6xido
nitrico nas células endoteliais (WAN ET AL, 2015). Tais fatores levam a um aumento do
estresse oxidativo, desembocando em um aumento de producdo de ROS. A Figura 5,
abaixo, mostra um esquema representando uma retina normal e uma com RDP. Desta
forma, é possivel notar o aumento de VEGF e de receptores para tal, bem como o aumento
de ROS, desembocando na formagéo de neovasos.
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Figura 5- Esquema anatémico de uma retina normal e com RDP. Nota-se 0 aumento de
VEGF, de ROS (Reactive Oxygen Species), bem como a formacéo de neovasos. Extraido
de: FRANK, 2004.

Atualmente, o debate acerca das causas neurais versus vasculares para 0s prejuizos
visuais decorrentes do DM é intenso (KERN, 2014). Alguns trabalhos mostram que
alteracdes neurais na retina precedem as vasculares (BARBER, NAKAMURA, WOLPERT,
REITER, SEIGEL, ANTONETTI, GARDNER, 2001; BARBER, 2003; ADAMS,
BEARSE, 2012) No entanto, ha outros trabalhos que apontam o oposto (CHEUNG,
WONG, 2008; SHEETZ; KING, 2002). Apesar de ser uma doenca essencialmente vascular,
processos neurodegenerativos ja se apresentam na retina antes de quaisquer anormalidades
microvasculares surgirem e sdo apontados inclusive como participantes ativos nos
processos de neovascularizagdo (BARBER, 2003; VILLAROEL ET AL, 2010). Niveis
elevados de glutamato e uma expressdo aumentada no sistema renina-angiotensina possuem
um papel fundamental no processo de neurodegeneracdo que ocorre na retina nos casos de
RD (VILLAROEL ET AL, 2010). Tanto apoptose neural quanto ativagédo glial ocorrem na
retina antes que alteracBes vasculares possam ser vistas; as células ganglionares séo as tidas
como as primeiras e as que mais sofrem apoptose (VILLAROEL ET AL, 2010). Danos

neurorretinais levam a anormalidades funcionais, tais como perda de discriminacdo
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cromética, sensibilidade ao contraste e de adaptacdo ao escuro (VILLAROEL ET AL,
2010). Além disto, ligados a perda de discriminacdo cromatica, os fotorreceptores sdo
associados com danos vasculares na RD; sdo células que possuem um uma alta taxa
metabolica, especialmente no escuro, quando os bastonetes atingem o maximo de seu
metabolismo (KERN & BERKOWITZ, 2015). As maiores taxas de aumento de estresse
oxidativo parecem ser encontradas nos fotorreceptores, pois eles contém o maior nimero de
mitocondrias no tecido retiniano e tal organela produz alta concentracdo de oxigénio reativo
(KERN & BERKOWITZ, 2015).

Aizu e colegas (2002) pesquisaram ratos diabéticos por inducdo com
streptozotocina (STZ) foram investigados por microscopia e por eletrorretinografia. Apés
um més de inicio da DM, tanto a camada plexiforme interna quanto os fotorreceptores ja se
encontravam diminuidos. Da mesma forma, a equipe encontrou invaginacdes nas camadas
basais do epitélio pigmentar dos ratos apdés um més de inducdo da doenga e grandes
concavidades no citoplasma das células da mesma camada apos seis meses de DM. Os
autores ainda relevam que com relacdo ao eletrorretinograma, foram registradas reducdes
nas amplitudes das ondas o e B e no potencial oscilatorio apés um més de doenca.
Considerando que ondas o sdo provenientes principalmente dos fotorreceptores e que as
ondas B refletem as atividades principalmente das células bipolares, pode-se sugerir que
disfungdes na neurorretina ja se encontram presentes mesmo em estagios iniciais da doenca.
A figura 6 mostra as retinas dos ratos do estudo supracitado, ap6s um e seis meses de
doenga, comparados com controles; nota-se a diminuicdo de fotorreceptores, em

comparagdo com os controles.
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Figura 06- Imunohistoquimica com Peanut agglutinin (PNA) em retinas de ratos diabéticos e controles. As
fotomicrografias mostram a diminuicdo do nimero de fotorreceptores apds um (b) e seis meses (d) de doenca
em ratos, em comparacdo com sujeitos controles. Legenda: ONL- Camada Nuclear Externa; PSL: Camada de
fotorreceptores; RPE: Epitélio Pigmentar. A barra a direita representam 40um em escala. Extraido de: AlZU
ET AL (2002).

Em estudo com pacientes diabéticos tipo 1, Garcia (2012) encontrou diminuicao
de amplitude e aumento do tempo implicito no resultado do eletrorretinograma multifocal,
em comparagdo com sujeitos controles. Da mesma forma, o mesmo estudo mostrou
reducdo na discriminacdo cromatica destes mesmos pacientes. Gualtieri (2008) também
encontrou perdas difusas (nos trés eixos de confusdo de cores) na discriminagdo cromatica
de pacientes diabéticos tipo 2, bem como aumento de laténcia e redugdo de amplitude em
resultados do eletrorretinograma multifocal. Tais estudos encontraram alteragbes mesmo
em pacientes que ndo apresentavam RD. Ou seja, tais resultados vdo ao encontro do
trabalho de Aizu e colaboradores (2002), no que se refere a achados clinicos que coadunam
com o0s encontrados nos ratos diabéticos por streptozotocina.

Células ganglionares sdo as mais vulneraveis para sofrer apoptose na retina; as
células gliais parecem possuir um papel importante na inducdo de apoptose nas células
ganglionares (EL-ASRAR ET AL, 2004). A hiperglicemia parece ter um efeito de inducéo
a apoptose nas células da retina; mas este efeito ndo parece atingir a glia e do epitélio
pigmentar, o que por sua vez, leva a uma maior inducdo de morte em outras células
neurorretinais (EL-ASRAR ET AL, 2004). A figura 7, abaixo, mostra a ativacdo das
células da glia em ratos com quatro semanas de diabetes induzida. Os astrocitos também
diminuem a expressdo de proteina &cida fibrilar glial (GFAP, do inglés, glial fibrillary

acidic protein), que esta diretamente relacionada com o estado funcional da prépria célula
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(GARDNER ET AL, 2002). Injec6es de insulina podem reverter tal quadro, se ha pouco
tempo de instalacdo da doenca, o que reforca a hipdtese de que os astrocitos sao fortemente
influenciados pela taxa glicémica (GARDNER ET AL, 2002).

d
.

Normal Diabetes

Figura 07- Ativacdo de células da glia em rato com quatro semanas de
diabetes induzida. Nota-se 0 escurecimento da regido, bem como
projecdes (vilosidades) na camada de células ganglionares. Aumento
original de 600 X. Extraido de: GARDNER ET AL, 2002.

4.3 O Papel da Eritropoietina no Desenvolvimento da RD

Um dos fatores cuja associagdo com a RD vem sendo estudada é a
Eritropoietina (EPO). A descoberta de que tal hormdnio glicoproteico possui receptores em
outros tecidos que ndo os do sistema hematopoiético levou ao estudo e a compreensdo de
outras func@es fisiologicas dessa substancia (MAIESE, LI & CHONG, 2005). Durante o
desenvolvimento fetal, tal proteina é produzida no figado; ap6s o nascimento, ela passa a ser
produzida pelos rins (JELKMANN, 1992). A EPO previne a apoptose de células
precursoras eritroides, bem como atua na proliferacdo e diferenciacdo das mesmas em
normoblastos; desta forma, a eritropoiese aumenta ao suprimento de oxigénio disponivel
para o tecido (JELKMANN, 1992). A figura 08, abaixo, mostra o processo de eritropoiese.
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Figura 08- Diagrama de regulagao de erltrop0|ese por feedback. Nota-se que a
hipoxia leva a sintese de eritropoietina, que por sua vez, atua no mecanismo de

proliferacdo e diferenciacdo de eritrécitos. O papel da regulagdo hormonal na
eritropoiese ainda ndo é totalmente conhecido. Extraido de: JELKMANN, 2011.

A EPO possui expressdo mediada por um gene presente no cromossomo 7, em
uma regido de 5,4 kb e que codifica um polipeptideo que contém 193 aminoacidos
(MAIESE, LI & CHONG, 2005). Possui quatro cadeias glicosiladas, necessarias para
prevenir possiveis danos por radicais livres. No sistema nervoso, limita a produgdo de
moléculas nocivas aos tecidos, tais como oxigénio reativo e glutamato, bem como estimula
a angiogénese e atenuacdo dos processos de apoptose (GENC ET AL, 2004). Embrides de
camundongos knock-out que possuem receptores de EPO (EPOR, do inglés EPO
receptors) defeituosos ou ndo funcionais morrem ap6s alguns dias, em decorréncia de
diversas anormalidades, tais como hipoplasia ventricular e apoptose aumentada no figado,
coracdo e cérebro (GENC ET AL, 2004). A expressdo de EPO é regulada pelo fator de
induzido por hipoxia (HIF-1, do inglés, hypoxia-inducible factor-1) (GENC ET AL, 2004).
Além disto, disturbios metabdlicos, tais como hipoglicemia ou a geracdo de espécies
mitocondriais reativas ao oxigénio, podem aumentar a expressdio de EPO; em
camundongos, estresse anémico induz a expressdo do gene para receptores de EPO no
tecido hematopoiético e no cérebro, assim como insulina pode estimular a expressdo de
RNAm para EPO em cultura de astrécitos (GENC ET AL, 2004). Tais achados sugerem
que a expressao de EPO pode encontrar-se aumentada na hiperglicemia inerente a DM.

Com relacdo ao sistema vascular, a EPO preserva a integridade das células
endoteliais e promove a angiogénese, bem como mantém a permeabilidade da barreira

hematoencefalica e a manutencdo das juncdes celulares (MAIESE ET AL, 2005). No
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entanto, em estagios mais avangados da doenca, niveis elevados de EPO poderiam
potencializar os efeitos de outros fatores de neovascularizacdo, tal como VEGF, levando
assim a um agravamento do quadro de RD (VILLAROEL ET AL, 2015; CHEN ET AL,
2008).

Além do rim, do figado e do Utero, outros tecidos também a secretam, tais
como aqueles formados por células endoteliais periféricas, células vasculares, produtoras
de insulina, musculos lisos, além do sistema nervoso e vascular (CHONG, KANG &
MAIESE, 2002; MAIESE, LI & CHONG, 2005). No encéfalo, a maior producdo de EPO
concentra-se no hipocampo, no cortex, no mesencéfalo, nas células endoteliais cerebrais e
nos astrécitos (GENC ET AL, 2004). Além disto, receptores de EPO estdo presentes em
neurdnios, em células da microglia, nos astrocitos, bem como na bainha de mielina de
nervos periféricos (MAIESE, LI & CHONG, 2005); no entanto, em baixas concentracfes
em humanos (GENC ET AL, 2004). A concentracdo de RNA mensageiro para receptores
de EPO é maior no epitélio pigmentar que na neurorretina; niveis intravitreos de EPO sdo
3,5 maior no tecido retiniano que no plasma sanguineo (GARCIA-RAMIREZ ET AL,
2008; VILLAROEL ET AL, 2015). Tais dados sugerem que EPO pode ser produzido
endogenamente como um fator neuroprotetivo e por isto mesmo, tem sua expressdo
aumentada em casos de isquemia local (SHAH ET AL, 2009).

Comparados com o VEGF, a EPO esta mais fortemente associada com RDP
(ZHANG ET AL, 2008; SHAH ET AL, 2009). Da mesma forma, inibicdo na producéo de
EPO sistémico foi observada na nefropatia diabética, bem como quadros de anemia foram
associados com uma piora no curso da RD (COTRONEO ET AL, 2000). O estudo que traz
tal conclusdo avaliou 13 pacientes DM Tipo 1 com anemia, encontrando menor
concentra¢do de EPO cursando com neuropatia diabética em dez deles (COTRONEO ET
AL, 2000). Ha relatos de melhora de sinais clinicos associados a RD em pacientes com
anemia tratados com EPO (SHAH ET AL, 2009). Em estudo post-mortem em retinas de
nove pacientes diabéticos sem RD, foram identificados niveis maiores de EPO tanto na
neurorretina quanto no epitélio pigmentar em comparacdo com os controles (GARCIA-
RAMIREZ ET AL, 2008). Além disto, tais autores encontraram alteragdes nas células de
Muller; de fato, eles apontam que ativacdo das células gliais e neurodegeneracdo sao
modificacBes que podem preceder as alteracbes vasculares do quadro de RD (GARCIA-
RAMIREZ ET AL, 2008, BARBER, 2003). Outro achado do supracitado estudo foi que a
regulacdo de EPO ndo havia sido induzida por eventos isquémicos, ja que 0s niveis de
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fatores indutores de EPO por hipoxia foram similares em diabéticos e controles. Assim, é
provavel que em estagios iniciais, a isquemia nao seja fator determinante no aumento do
nivel de EPO na retina de pacientes com DM. No entanto, Katsura e colegas (2005), ao
estudar a concentracdo de fatores de inducéo de angiogénese em 59 pacientes com RD, nédo
encontraram diferencgas na concentracdo de EPO em pacientes anémicos e ndo anémicos.
Ou seja, novamente, a hipdxia induzida pela anemia ndo foi considerada um fator
determinante para a expressao de EPO.

Shah e colaboradores (2009) estudaram post-mortem o tecido retiniano de um
paciente com RDP, com o intuito de indicar a localizacdo dos receptores de EPO e
revelaram que esses sd0 expressos primariamente na camada de células ganglionares,
sendo que, em condic¢des normais, ndo ha expressao nos fotorreceptores. Os pesquisadores
ainda sugerem haver expressdao de EPO nos fotorreceptores durante a RD, em decorréncia
da alta taxa metabolica de tais células, o que as deixariam mais suscetiveis & hipoxia.

Asensio-Sanchez e colegas (2008) determinaram a concentragdo de EPO no
vitreo de pacientes com RDP e compararam com niveis em pacientes nao diabéticos. No
grupo caso, 0s niveis encontrados foram de 512 mU/mL contra 25,1 mU/mL para
controles. Ilgualmente, Hernandéz e colaboradores (2006) encontraram concentracdes
vitreas de EPO 30 vezes maiores que no plasma sanguineo. Watanabe e colegas (2005)
obtiveram valores semelhantes: 464 mu/mL para concentracdo de EPO no vitreo de
pacientes com RDP, em contraposicdo a 36,5 mu/mL em ndo diabéticos. Da mesma
maneira, alguns estudos indicam que a proliferacdo de células endoteliais na retina de
pacientes com RDP ocorre relacionada & EPO de maneira dose-dependente (CHOW ET
AL, 2001; ASENSIO-SANCHEZ ET AL, 2008).

Diversos trabalhos apontam que apesar do papel do VEGF na angiogénese, a
inibicdo de fator ndo é suficiente para mitigar a formagdo de neovasos, 0 que sugere,
portanto, que haja outros reguladores locais modulando a acdo deste fator. Watanabe e
colaboradores (2005) procuraram medir o nivel de EPO e de VEGF em pacientes com
RDP, mostrando que ambos se encontravam elevados no vitreo de pacientes com RDP. No
entanto, tais fatores estavam associados de maneira independente com a RD, sendo a EPO
mostrou uma maior relagdo com a RD que o VEGF. Cabe ressaltar que os autores de tal
estudo referiram ndo encontraram correlagdo entre a concentragdo vitrea e o nivel
plasmatico da substancia estudada, propondo entdo que o aumento de EPO ocorra apenas
localmente. Além disto, o estudo citado também encontrou que o blogueio da expressao de
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EPO levou a inibicdo de neovascularizacdo e de proliferacdo das células endoteliais na
retina, tanto in vivo quanto in vitro, o que corrobora a hipdtese de que a EPO esta
relacionada ao processo angiogénico na RDP.

Grimm e colegas (2002) mostraram que quando camundongos sdo deixados em
ambiente com baixa concentragdo de oxigénio durante seis horas, a morfologia e a funcéo
dos fotorreceptores permanecem preservadas mesmo ap0s serem expostos a iluminacao
intensa (0 que causa degeneracdo de tais células). Desta forma, sugere-se que a hipoxia
inibiu a expressdo enzimatica de caspase-1, tida como uma proteina basica para o
desencadeamento do processo de apoptose. Hipdxia induz a expressdo do fator 1a, que por
sua vez, desencadeia a transcricdo de genes envolvidos com a adaptacdo a menor
quantidade de oxigénio, entre eles, o gene EPO. Além disto, nestas condicdes, a expressao
de EPO aumenta na retina e experimentos imunohistoquimicos dos segmentos internos dos
fotorreceptores mostraram resultados compativeis com a hipdtese de acdo neuroprotetora
atribuida a tal horménio (BECERRA, 2002). Apesar do possivel efeito neuroprotetivo
atribuido a EPO, assim como a associacdo entre este horménio e a RD, ainda ndo se
conhecem 0s mecanismos bioquimicos que controlam a expressdo proteica e o possivel
dano causado na morfologia das células de pacientes diabéticos. Assim, a expressao
aumentada de fatores de crescimento vascular que possivelmente possuem efeito protetor
sobre as células da retina podem estar relacionada a mecanismos bioguimicos que visam,
inclusive, prevenir a apoptose e morte dos componentes mais importantes locais.

Gholamhossein e colaboradores (2014) compararam niveis plasmaticos de EPO
em 180 pacientes em varios estadgios de DM e de RD e encontraram associagdo entre a
concentracdo de EPO e a gravidade da doenca, sugerindo entdo haver uma relacdo entre
tais niveis e o desenvolvimento de RDP. Estes autores também indicaram que a correcdo
do nivel plasméatico de EPO em pacientes com RD pode reduzir o risco da forma
proliferativa da doenca para até 1,17%. No entanto, tais autores também discutem que tais
resultados contrariam outros trabalhos da area, como os de Watanabe e colegas (2005), que
mostraram que a associacao entre alta concentracdo de EPO e RDP ocorre relacionada a
concentrag¢do no vitreo e ndo no plasma, ja que ha uma davida se este hormdnio, com 40
kB, seria capaz de atravessar a barreira hematoretiniana. No entanto, ha trabalhos que
indicam que a EPO recombinante é capaz de atravessar a barreira hematoencefalica, em
casos nos quais ha danos cerebrais (BRINES ET AL, 2000).
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Shen e colegas (2014) estudaram os efeitos da EPO em ratos com retinopatia,
injetando o hormonio intraperitonealmente em animais com e sem disfungOes vasculares
durante um més. Os animais mostraram regressdo dos capilares formados e estabilizacéo
vascular, acompanhada de gliose na retina. Além disto, os autores também citaram a
inibicdo de lesdes vasculares focais, estimulacdo da producdo de VEGF e diminuicdo da
apoptose de fotorreceptores. Tal estudo apontou, portanto, um possivel efeito terapéutico
da EPO na RD. No entanto, reiteram que a expressao aumentada tanto de EPO quanto de
VEGF local pode aumentar ainda mais as complicacdes inerentes a doenca. Ou seja, a
questdo ndo seria 0 aumento em si de hormonio circulante, mas sim a quantidade alta deste
na retina. Da mesma forma, tais mecanismos protetivos seriam regulados por uma série de

mecanismos, ainda ndo de todos desvendados.

4.4. SNPs para Expressdo de EPO e sua Rela¢do com RD

A expressdo de EPO é influenciada por polimorfismos de Unico nucleotideo
(SNPs-do inglés, Single Nucleotide Polymorphisms) localizados no Cromossomo 7¢21.
Estudos indicam que hd uma associacdo entre a expressdo aumentada de EPO e
determinados SNPs, que sdo tidos como possiveis influéncias na suscetibilidade para o
desenvolvimento da RD (TONG ET AL, 2008; MOEMEN ET AL, 2013). Entre estes
candidatos, 0s que mostraram maior associacdo com RD na literatura recente foram
rs1617640, rs507392 e rs551238, com maior significancia apontada para o primeiro deles.
O alelo T para 0 SNP rs1617640 ¢é associado com maiores concentracdes de EPO em olhos
de diabéticos, sendo apontado como um fator de risco para o desenvolvimento de RDP
(TONG ET AL, 2008).

No entanto, a relacdo entre determinados SNPs e a susceptibilidade a certas
doencas ainda permanece incerta. Kankova e colaboradores (2007) investigaram potenciais
associacOes entre 45 SNPs em 20 genes candidatos para nefropatia diabética (ND). Para
tanto, tal estudo contou com 647 participantes, sendo 235 com nefropatia diabética e 184
diabéticos sem a doenga. Apenas um SNP, presente no gene codificador para AGE mostrou
significancia para a analise de locus unico; porém, na analise de locus multiplos, seis SNPs
dos cromossomos 6 e 7 mostraram-se associados com ND. A nefropatia diabética € uma
microvasculopatia do DM e apresenta alta correlagdo com RD (TONG ET AL, 2008).
Assim, Tong e colaboradores genotiparam 19 SNPs em 11 genes relacionados a fatores
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angiogénicos em 374 pacientes com diagnostico de RD e ND. De todos os SNPs
envolvidos, os autores encontraram associacdo para o rs1617640. Da mesma forma, em
associacdo com este SNP, os autores encontraram associados os polimorfismos rs507392 e
rs551238, formando os trés SNPs o haplotipo TTA como gendtipo de risco. O mesmo
artigo também traz que 0s SNPs rs734908 e rs4729607 também se encontraram associados
com maior incidéncia das doengas investigadas. Tal estudo foi replicado pelos autores em
duas coortes de diabeticos tipo 1 (1244 pacientes com e sem ND e 715 diabéticos sem
complicacdes), e foram encontrados os mesmos resultados.

Ja Moemen e colegas (2013) investigaram 100 diabéticos, sendo 60 com RDP e 40
com RDNP e encontraram associacdo entre RDP e os trés SNPs citados pela equipe de
Tong (rs1617640, rs507392 e rs551238). No entanto, diferentemente de Tong, tais autores
encontraram o hapl6tipo GCC como fator de risco para RD, independente da duracdo da
DM, bem como do controle glicémico. Estes resultados discrepantes na literatura sao
chamados de fenomeno de “flip-flop” e podem ocorrer quando apenas um locus é
associado com a doenca, mas sob a presenca de efeitos de diversos outros loci, 0 que pode
gerar confusdes (LI ET AL, 2004). Além disto, Moemen e colegas também consideram a
variacdo entre as amostras que compdem tais estudos, j& que se trata de diferentes etnias e,
portanto, a distribuicdo dos padrdes de linkage disequilibrium sdo diferentes, podendo
influenciar os resultados.

Abhary e colaboradores (2010) genotiparam 518 diabéticos, sendo 173 com o
tipo 1 da doenca e 345 com o tipo 2. Dentre a amostra, 155 participantes apresentavam
RDNP e 126, RDP. Da mesma forma, os autores encontraram o hapl6tipo GCC associado
com maior incidéncia de RD, especialmente entre os DM tipo 2. Tong e colegas
investigaram amostras de diabéticos tipo 1, diferentemente de Abhary e colaboradores.
Além disto, no estudo da equipe de Tong (2008), foram incluidos pacientes com ND em
estagio terminal e embora os processos patogénicos da RD e da ND sejam semelhantes,
pode ser que haja diferentes fatores genéticos envolvidos no desenvolvimento destas
doencas (MOEMEN ET AL, 2010). Por isto, é possivel que cada um dos trabalhos
identificou variacBes do gene EPO responsaveis apenas por uma ou outra doenca, 0 que
causou tal diferenca entre os estudos (MOEMEN ET AL, 2008). Alem disto, os trabalhos
que associaram a concentracdo de EPO com a RD mostraram associa¢cdo com 0 aumento
local do hormdnio. Portanto, ainda ndo é totalmente compreendida a participagdo génica na
incidéncia de tal patologia.
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Outro estudo realizado com 500 pacientes DM tipo 2, sendo 216 com RD,
procurou avaliar associagdo entre 26 SNPs de 18 genes candidatos para RD (YANG ET
AL, 2014). Assim, tais resultados obtidos mostraram associacdo entre quatro SNPs
(rs699947, rs833061, rs13207351 e rs2146323) para o gene VEGF e um para o gene KDR
(do inglés, Kinase Insert Domain Receptor), também chamado de receptor para VEGF
(rs2071559). Além disto, tal grupo de pesquisadores também avaliou os polimorfismos
rs1617640, rs507392 e rs551238 do gene EPO, ndo encontrando associacdo entre oS
mesmos e o diagnostico de RD. Interessantemente, tal associacdo mostrada em outros
estudos ndo se confirmou no trabalho supracitado, o que pode denotar uma ainda néo
conhecida relacdo da expressao génica com fatores ambientais ou até mesmo com outros
genes.

Em trabalho de Hoisseini e colaboradores (2014), foi realizada uma meta-analise
para comparar a associacdo entre sinais prévios de RD e ND e genes candidatos. Tal
trabalho levou em consideracdo dados de estudos de associagdo para genoma amplo
(GWAS, do inglés, Genome-Wide Association Studies). Neste tipo de analise, SNPs do
genoma inteiro sdo testados, visando uma possivel associacdo com determinada doenca. Os
SNPs rs1571942 e rs12219125 mostraram significativa relagdo com RDNP. J& o SNP
rs1617640 ndo foi associado com a progressdo da RD, resultado que vai de encontro
aqueles encontrados em outras pesquisas. Contrariando os resultados de Tong e
colaboradores (2008), tal SNP ndo foi associado também com o diagnéstico de ND sem
RD. Os autores tentam explicar tal discrepancia explicando que alguns destes trabalhos
levaram em consideracdo apenas pacientes com o tipo 1 de DM, enquanto outros
estudaram diabéticos tipo 2. Apesar de ndo haverem diferencas na patofisiologia de ambos
0s quadros, pode ser que algum tipo de associagdo ocorra entre o genotipo e cada um dos
tipos da doenca. Outras variantes genéticas ainda ndo totalmente conhecidas podem ainda
se relacionar com a RD, 0 que causaria tais discrepancias nos estudos realizados. Da
mesma forma, Balasubbu e colaboradores (2010) examinaram nove genes candidatos
(RAGE, PEDF, AKR1B1, EPO, HTRA1, ICAM, CFH, ARMS2 e HFE) para associacao
com RD. Para tanto, genotiparam 345 pacientes diabéticos sem RD e 356 pacientes com
RD. Desses genes, apenas 0 SNP rs2070600 mostrou associacdo com RD. Novamente, ndo
foram encontradas associacfes entre o SNP rs1617640 e a presenca de Retinopatia
Diabética. Em estudo multicéntrico, Sobrin e colegas (2011) avaliaram 2691 diabéticos

para 2000 genes candidatos. Os autores encontraram associacdo para 0 SNP rs551238, com
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dados consistentes aqueles obtidos por Tong e colaboradores (2008). No entanto, tal
associacdo ndo se manteve pelo método de Bonferroni e por isto, ndo foi considerada
significativa.

Tendo em vista tais discrepancias, Cho e Sobrin (2014) procuraram realizar uma
sintese dos achados dos diversos trabalhos que versaram sobre a base genética para RD.
Assim, as autoras escrevem que apesar da rapida expansao das pesquisas sobre as variantes
génicas da Retinopatia Diabética nos ultimos 20 anos, os dados ainda sdo discrepantes.
Trazem como possiveis explicacdes para este fato desde discrepancias no que séo
considerados sinais de RD e diferentes consideracfes acerca da duracdo da DM, até
tamanhos inadequados de amostras. O papel de fatores genéticos na susceptibilidade para
RD é amplamente aceito gracgas a estudos que mostram que irmaos e parentes de pacientes
com RD possuem um risco de duas a trés vezes maior de desenvolver a doenca (THE
DIABETES CONTROL AND COMPLICATIONS TRIAL RESEARCH GROUP, 1997).
Os trabalhos iniciais nesse campo procuravam examinar a base genética dos tracos
patoldgicos através da analise de ligacdo (linkage analysis) entre familiares; tal estratégia
procura mapear regides gendmicas com um numero maior de alelos compartilhados entre
os diversos membros afetados de uma mesma familia (CHO & SOBRIN, 2014). Tais
estudos mostraram resultados inconsistentes, ja que ndo possui um desenho adequado para
pesquisas que envolvem doencas poligénicas, tais como a RD (CHO & SOBRIN, 2014).

A maior parte dos estudos relacionados a RD sdo estudos de associacdo entre genes
candidatos, que comparam a frequéncia de variantes genéticas entre participantes com e
sem a doenca estudada. Assim, genes que poderiam estar relacionados a fatores
angiogeénicos relacionados a DR, tais como VEGF, aldose redutase, AGE e EPO sdo
investigados; no entanto, ainda ndo foram encontradas associag0es consistentes com estes
estudos (CHO & SOBRIN, 2014). Para tanto, Cho e Sobrin (2014) apontam que o estudo
de Tong e colaboradores (2008) contou com uma grande amostra de pacientes com RDP
(relacionada com maior herdabilidade genética), além de uma rigorosa avaliagdo do grupo
controle, considerando pacientes com pelo menos 15 anos de DM sem RD, apesar dos
resultados serem discrepantes daqueles encontrados por Abhary e colegas (2010). Sé&o
apontadas como possiveis razdes para tais achados: tamanhos insuficientes de amostra para
detectar efeitos mais modestos, falta de uma cobertura mais abrangente acerca dos genes
envolvidos, bem como hipéteses errbneas sobre o papel de determinados fatores no

desenvolvimento da doenca. A farmacogenética é apontada como um campo promissor na
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descoberta de tais associacOes, ja que trazem correlacfes entre as variaveis clinicas e 0s
diversos fatores angiogénicos.

Ja em estudo empreendido por Song e colegas (2015), 792 diabéticos tipo 2 foram
genotipados para 0s SNPs rs1617640, rs507392 e rs551238, sendo 448 participantes com
RD (220 com a forma proliferativa da doenga). Apesar de n&do ter sido encontrada
associacdo com relacdo ao primeiro SNP, os alelos CC para os outros dois foram
associados com uma menor incidéncia de RD, o que corrobora os dados de Tong (2008). O
SNP rs551238 esta localizado no locus 3’-HRE (elemento respondente a hipdxia-do inglés,
hypoxia-responsive element), proximo a locais promotores de expressdo de fatores de
hipoxia, sendo entdo, um importante SNP no que se refere a regulagdo de respostas a baixa
concentracdo de oxigénio. Porém, ndo foram encontradas associacfes relacionadas ao
rs1617640, regido promotora do Gene EPO e apontada em outros trabalhos.

Thorsen e colegas (2015) genotiparam 130 pacientes para 20 diferentes SNPs. Os
autores encontraram a variante alélica C para 0 SNP CTSH/rs3825932 associada a um risco
reduzido de progressdo de RDP. Ja a variante G para 0 SNP ERBB3/rs2292239 foi associada
a um risco aumentado de progressdo da doenca. Estudos indicam que o gene CTSH possui um
papel importante no desenvolvimento da DM tipo 1 e esta diretamente relacionado a proteinas
expressas nas células § das ilhotas pancreaticas (THORSEN ET AL, 2015). O gene ERBB3
também é associado com o desenvolvimento de DM tipo 1, sendo que menores niveis de
RNA mensageiro para ele foi relacionado a um maior risco para o desenvolvimento da
doenca.

O rs1617640 também foi associado com outras condi¢des clinicas. Amanzada e
colegas (2014) investigaram a associacdo entre o genOtipo para tal SNP e a concentracdo
plasmatica de EPO antes e durante a terapia antirretroviral em pacientes com hepatite crénica.
Um dos possiveis efeitos da terapia com Interferon e Ribavirina no tratamento de Hepatite C
crénica € a diminuicdo na producdo de hemoglobina. No trabalho supracitado, os autores
dosaram o nivel plasmatico de EPO, relacionando-o com o gendtipo para o SNP rs1617640,
em 348 pacientes em tratamento com estes medicamentos. Os homozigotos G mostraram
menores concentracGes de EPO plasmatico que os de alelo T, além disto, mostraram-se mais
propensos a necessidade de reduzir a dose do medicamento ou de ter que dar inicio a terapia

de suplementacdo com EPO
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5. VISAO DE CORES
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5.1. Visao Geral

Na espécie humana, as ondas eletromagnéticas sdo visiveis a olho nu, em
forma de luz, na faixa compreendida entre 380 e 760 nm. Newton (1643-1727), ao estudar
a natureza das ondas que compdem o espectro visivel, decompds a luz branca em sete
diferentes cores fundamentais (vermelho, laranja, amarelo, verde, azul, anil e violeta),
sendo que a mistura destes diferentes elementos espectrais é que seria responsavel por criar
o0 mundo com seus diversos matizes (Figura 09). Aristoteles ja postulava a existéncia de
cores fundamentais (vermelho, amarelo, verde, azul, branco e preto), no entanto, acreditava
que a coloracdo fosse uma caracteristica inerente ao préprio objeto. No Renascimento, esta

ideia foi refutada, aceitando-se na época a nocéo de que a cor é uma propriedade da luz.

Figura 09- Experimento de Newton
demonstrando a decomposi¢do da luz
solar no espectro de cores fundamentais.
Fonte: The Illustrated London News, 04
de Junho de 1870. Extraido de
http://www.biografiaisaacnewton.com.br/
2013/12/Experimentos-de-lsaac-Newton-
estudos-com-a-Optica.html.

Atualmente, a luz é vista como tendo uma natureza dual: a0 mesmo tempo em
gue é uma onda eletromagnética, também se comporta como particula, como um pacote de
energia denominado foton. Usualmente, quando se avalia a sensibilidade do sistema visual
a luz como um todo, ela é tida como uma particula. No entanto, ao se avaliar a percepcéao

de cores, leva-se em consideracdo a natureza ondulatoria da luz, com o vermelho na faixa
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de comprimento de onda longo e o azul na faixa de comprimento de onda curto (TOVEE,
2008; vide Figura 10). A percepcao de cor inicia-se na retina, através da absorcao de luz
pelos fotorreceptores. Desta forma, acreditava-se a época que haviam na retina cones
respondentes para cada uma das cores vistas, cada um delas codificando certo
comprimento de onda. No entanto, descartou-se tal teoria justamente pelo fato de que
existem milhares de cores percebidas pelo ser humano e, portanto, seria invidvel que

houvessem tantos tipos diferentes de cone na retina.

Raios Gama Raiosx  Ultra- Infravermelho Ondas de Radio
N Radar TV EM AM
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Luz
Visivel

Espectro visivel da luz

_
| |
400 nm 500 nm 600 nm 700 nm

Figura 10- Espectro Visivel da luz. Fonte:
http://www.aprenderdesign.com/2015/09/estudo-da-teoria-das-cores-
entendendo-as-cores.html

Em 1802, Thomas Young propds que a deteccdo de diversas cores € possivel
porque o olho humano possui trés tipos de fotorreceptores, com diferentes sensibilidades
espectrais. Tal teoria foi denominada de tricromatica. Assim, as cores visiveis seriam
reproduzidas por diferentes proporcdes de trés cores basicas (vermelho, verde e azul). No
entanto, a teoria de Young ndo era capaz de explicar fendBmenos Opticos, tais como
contraste simultdneo, e nem como 0 amarelo € visto também como cor priméria, e nao
como uma mistura de outras cores. Complementando as ideias de Young, Ewald Hering
propbs que a discriminacdo de cores acontece através de canais de oponéncia, através dos
quais as respostas dos diferentes tipos de cone sdo comparadas entre si. Desta forma, uma
pessoa que possuisse apenas um dos cones nao seria capaz de visualizar qualquer cor, pois
ndo teria como existir comparagéo entre elas. Assim, ha uma atividade relativa de canais
de oponéncia entre as cores vermelho-verde, azul-amarelo, bem como de brilho relativo
(SCHWARTZ, 2004).

Atualmente, tanto a teoria de Young quanto a de Hering sdo aceitas para
explicar a maior parte dos fendbmenos que acontecem na viséo de cores, ou seja, trabalha-se
com a nogdo de que a visdo é tricromatica e que 0 processamento processual acontece tanto
na retina quanto no cortex cerebral (nGcleo geniculado lateral). Tal antagonismo, que gera

0s canais de oponéncia, inicia-se nas células bipolares. Necessita-se, portanto, de pelo
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menos dois tipos de cones para que cor seja percebida, bem como de um substrato neural
que compare 0s sinais emitidos por tais células. Ou seja, enquanto que a teoria de Young
relaciona-se com os fotorreceptores, é na teoria de Hering que a interpretacdo da visao pds
receptoral ira apoiar-se (BONCI, 2011).

Cada molécula de fotopigmento consiste em um croméforo e uma opsina. O
cromdforo (retinal) é um aldeido derivado do retinol e é ele quem absorve os fotons, dando
inicio a cascata de eventos que culminam na visdao humana. A opsina, que é uma cadeia de
aminoacidosinterligada as membranas do segmento externo da retina, determina as
caracteristicas de absorcdo da luz de cada fotorreceptor, sendo, portanto, diferente para
cada classe de cones. Os cones séo divididos em trés tipos, conforme o tipo de opsina
presente. A rodopsina, presente nos bastonetes, & sensivel a faixa espectral de
aproximadamente 500 nm, o que corresponde a cor azul. O que difere cada tipo delas € a
variacdo na sequéncia dos aminoécidos que a compdem. As opsinas sdo determinadas
geneticamente, sendo que as opsinas dos cones-L (na faixa espectral do vermelho) e dos
cones-M (na faixa do verde) sdo determinadas por genes encontrados no cromossomo X. Ja
aquelas presentes nos cones-S (faixa do azul) sdo expressas por um gene no cromossomo 7
e as rodopsinas (pigmentos dos bastonetes) sdo codificadas por um gene do cromossomo 3.

A figura 11 mostra cones e bastonetes presentes na retina murina.

ey Y). fl
: | il g AR
Figura 11- Cones (em azul) e bastonetes (em verde)
presentes em retina murina. Coloracdo retocada por
software. .Extraido de: www.newscientist.com, Retinal
cone cells transplanted into blind mice. Acesso em 22
de Setembro de 2010.

Na retina, existem dois tipos de fotorreceptores: os cones, responsaveis pela
visdo fotdpica ou diurna (em condic¢Bes de boa iluminagdo) e os bastonetes, responsaveis

pela visdo escotdpica ou noturna (em condi¢cdes de penumbra). Enquanto que 0s bastonetes

44


http://www.newscientist.com/

possuem alta capacidade de absor¢do de fétons, mas baixa acuidade visual, 0os cones
possuem excelente acuidade visual, mas com menor sensibilidade a luz. Na retina humana,
ambas os tipos de células distribuem-se de maneira desigual, sendo que a fovea possui a
maior concentracdo de cones, ndo tendo bastonetes em sua regido. A figura 12 mostra a
densidade de cones e bastonetes na retina humana, em relagdo a distancia da févea, local de
maior acuidade visual. A retina também possui um ndmero desigual dos dois tipos de

célula: ha cerca de 125 milhGes de bastonetes e apenas oito milhdes de cones.
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Figura 12- Densidade (milhGes por m?) de cones e
bastonetes em relacdo a distancia da févea. Extraido
de: www.hyperphysics.phy-astr.gsu.edu

A luz, ao atingir a retina, estimula os fotopigmentos dos cones e dos bastonetes.
Cada disco no segmento externo do bastonete possui milhares de moléculas de rodopsina,
que traduzem a energia luminosa em quimica. A rodopsina sofre uma isomerizacao ao ser
atingida pelo foton, passando de sua forma 11-cis para a forma ativa trans-retinal. A
cascata bioquimica de eventos que ocorre a partir deste momento leva a hiperpolarizacdo
da membrana. Desta forma, a “corrente escura” que libera glutamato na fenda sinéptica,
impedindo a célula de responder é cessada, 0 que leva as respostas elétricas das células
bipolares e ganglionares. Essas, por sua vez, possuem a atividade mediada pelas camadas
de células horizontais e amacrinas. A transducdo do sinal luminoso nas opsinas dos cones
ainda ndo e totalmente compreendida; no entanto, postula-se que ocorra de maneira
semelhante que na rodopsina, jd& que possuem configuracdo proteica semelhante
(HISATOMI ET AL, 2002).
Os axodnios das células ganglionares formam o nervo éptico, que se dirige para o
Nucleo Geniculado Lateral, no talamo. De 14, duas vias de processamento neural sdo
possiveis: a camada magnocelular, responsavel pela deteccdo de movimento e a camada
parvocelular, através da qual é possivel obter informac6es sobre o contraste cromético em
alta resolucdo (LIVINGSTONE & HUBEL, 1984). Tais vias fazem conex&o com o cortex
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visual priméario, que envia suas projecOes para cOrtex visual extraestriado e para outras
areas corticais superiores.

A maioria dos mamiferos sdo dicromatas; no entanto, primatas do novo mundo e
humanos, sdo tricomatas. Ou seja, possuem um tipo de bastonete e trés tipos de cones,
com picos de sensibilidade espectral que variam em aproximadamente 560 nm para o
cone-L, em ~ 530 nm para o cone-M e ~ 420 nm para o cone-S. A Figura 13 mostra a

curva de absorcdo espectral para as quatro classes de fotopigmentos em humanos

tricromatas.
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Figura 13- Curva de absor¢do espectral para os trés tipos de cone €
para os bastonetes encontrados na retina de humanos tricromatas. O
comprimento de onda de maxima absorcéo em 419 nm corresponde
ao cone-S, bem como em 531 nm refere-se ao cone-M e em 559
nm, ao cone L. Extraido de:
http://webvision.med.utah.edu/book/part-ii-anatomy-and-
physiology-of-the-retina/photoreceptors/).

5.2 . Espaco de Cores

A visdo de cores envolve ndo apenas mecanismos discriminatérios fisioldgicos, mas
também componentes que permitem a nomeacédo e o reconhecimento das diferentes cores.
Dentre as diferentes cores, ha diferencas de tonalidade e de brilho que tornam possiveis as
diferentes combinagbes que compdem o universo de cores. Desta forma, ao se trabalhar
com aspectos que envolvem a classificacdo de cor, é importante fazé-lo dentro de um
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sistema que permita descrevé-las de maneira mais sistematica. O Sistema de Aparéncia de
cor de Munsell permite, por exemplo, distinguir as cores através de trés diferentes
dimens@es: matiz, cromaticidade e brilho. A matiz refere-se ao comprimento de onda
emitido pelo estimulo, enquanto que a cromaticidade estad relacionada a pureza e a
saturacdo da cor, ou seja, quanto mais saturada, mais pura a cor. J& o brilho quantifica a
refletdncia do comprimento de onda do objeto. Desta forma, o sistema de Munsell ¢é
composto de um cilindro contendo diversas amostras de cor (Figura 14), arranjadas de
forma a mostra as matizes possiveis ao longo do perimetro do cilindro, a saturacdo medida

a partir do centro pelo raio e o brilho partindo do ponto mais baixo das ordenadas.

Value Munsell Color System
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Figura 14- Diagrama de Cores de Munsell.. O matiz esta
representado no perimetro do cilindro. J& a saturacdo é
medida a partir do centro, tendo valores compreendidos
entre 0 e 12. O brilho é representado como uma dimenséo
vertical, podendo variar entre 0 e 10. Extraido de:
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_de_cores_de_Munsel
l.

Porém, no estudo da visdo de cores, o sistema mais utilizado é o Diagrama de
Cromaticidade CIE, que se baseia na premissa de que a cor é especificada por quantias
relativas de cada uma das trés fontes primarias. Desta forma, tal sistema é uma
representacdo matematica (nédo real) das quantias de cada cor presentes em um estimulo
visto. Desta forma, a partir de estimulos ideais, evitam-se valores negativos para qualquer
um dos matizes primarios. Os comprimentos de onda das cores tidas como primarias sao
645 nm para o vermelho, 526 nm para o verde e 444nm para o azul (SCHWARTZ, 2004).
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Tal sistema de cores é conhecido como RGB (do inglés, red-green-blue). O estimulo é
considerado em comparagdo com as trés cores primérias, cujas quantidades sdo ajustadas
até a obtencdo de um pareamento completo entre a mistura de cores e o estimulo real. A
quantidade de cada cor primaria necessaria para formar a matiz de um estimulo é
denominada como valor triestimulo.

Através de calculos de &lgebra linear, tais fungdes no sistema RGB sdo
transformadas para o eixo das coordenadas triortogonais (abscissa, ordenada e altura,
respectivamente). Desta maneira, o diagrama mostra a quantidade relativa de cores
primarias necessarias para representar uma determinada cor. Assim, o valor triestimulo é
convertido em unidades relativas, denominadas coordenadas de cromaticidade. A figura 15
mostra o Diagrama CIE, com as cores distribuidas entre os trés eixos de cores. O eixo das

ordenadas é representado por v’, enquanto que o eixo das abscissas ¢ mostrado em u’.

g W W
06 . A - I—

0 0.1 02 * , 03 0.4 0.5 06

Figura 15- Representacdo do diagrama CIE (Commission
Internationale de Ecléirage) de 1976. Notam-se as cores primarias,
distribuidas nos vértices dos eixos. Fonte da imagem:
www.wikipedia.com.
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5.3. Deficiéncias na Visdo de Cores

Aproximadamente 4,5% da populacdo apresenta algum tipo de anomalia na viséo de
cores (POKORN, SMITH & JONHSTON, 1979). A maior parte delas, porém, sdo
deficiéncias congénitas que ndo apresentam ameaca a visdo, bem como costumam manter-
se estabilizadas por toda a vida do individuo. No entanto, o uso de determinadas drogas,
bem como certas doencas, podem afetar sobremaneira a visdo de individuos, levando-os,
de maneira progressiva, a um quadro de deficiéncia na visdo de cores (SCHWARTZ,
2010). Em geral, as deficiéncias na visdo de cores sdo divididas em duas categorias: a
dicromacia e a tricromacia andmala. Na dicromacia, um dos cones responséveis pela
absorcdo de determinada faixa de comprimento de onda esta ausente. Sendo assim, quando
a deficiéncia ocorre em funcdo da falta de cone L, é chamado de protanopia; ja o defeito
pela auséncia de cones M é conhecido por deuteranopia. A tritanopia é o defeito que
acomete individuos nos quais hé a auséncia de cones S e é uma condigdo mais raramente
observada (RUSHTON, 1963). No caso de protanopia, 0os cones L sdo substituidos por
cones M; o contrario se da na deuteranopia (SCHWARTZ, 2010). No entanto, tal
substituicdo ndo é observada na tritanopia. Ja na tricromacia anémala, os trés pigmentos
estdo presentes; no entanto, o espectro de absor¢cdo de um dos cones é deslocado de forma
anormal. Assim, na tricromacia andmala denominada deuteranomalia, 0 espectro de
absorcédo desloca-se para comprimentos de onda mais longos. Na protanomalia, 0 espectro
encontra-se desviado para comprimentos de onda mais curtos. Na tritanomalia, séo
encontradas alteracdes nos comprimentos de onda curtos. Quanto maior o nimero de
fotopigmentos deslocados no espectro de absor¢éo de luz, mais grave o defeito na viséo de
cores.

Tais defeitos na visdo de cores sdo classificados como deficiéncias de eixo protan
(protanopia e protanomalia), de eixo deutan (deuteranopia e deuteranomalia) e de eixo
tritan (tritanopia e tritanomalia). Individuos com defeitos no eixo protan possuem
problemas relacionados a visdo de cores mais proximas do comprimento de onda curtos
(correspondentes a regido do vermelho). Ja individuos deutan encontram dificuldades para
comprimentos de onda médios (cores esverdeadas) e para os tritans, a deficiéncia esta
relacionada a comprimentos de onda curtos (cores azuis e amarelas). Em geral, os

individuos tritan possuem deficiéncias adquiridas.
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O desempenho na visdo cromatica, ou seja, a discriminacdo de um individuo entre
duas cores, pode ser plotado em eixos de confuséo no Diagrama CIE. Todas as cores que
permanecem dentro de uma mesma linha de confusdo sdo indistinguiveis para este
individuo. Linhas de confusdo para os tricromatas andmalos sdo semelhantes as
encontradas para dicromatas. A Figura 16 mostra os trés eixos de confuséo de cores
inseridos no diagrama CIE 1976. Quanto mais proximo do eixo a direita, pior a
discriminacdo de cores para o vermelho, caracterizando-se, portanto, uma protanopia.
Quanto mais proximo do eixo de confusao do verde-amarelo, pior a discriminacéo de cores
para esta faixa do espectro, assinalando-se uma deutanopia Quanto mais abaixo, em
direcdo ao eixo de confusdo de cores do azul, pior a discriminacdo de cores para esta faixa

de comprimento de onda, caracterizando-se como uma tritanopia.

A
96 ~ Deuteranopic

LR o

Tritanopic
1 1 1 1 1 1
0 o 0.2 ¢ 03 04 05 06
u
n o

Figura 16- Os trés eixos de confusdo de cores do protocolo
Trivector, distribuidos nas coordenadas do Diagrama CIE.
Extraido de: COSTA ET AL, 2016.

No entanto, ha diferencas no que se refere a lateralidade das anomalias
cromaticas, em relacdo a defeitos congénitos ou adquiridos. Enquanto que nos primeiros
individuos ha uma simetria entre o desempenho nos diferentes testes de visao de cores, as
tricromacias andmalas costumam afetar cada olho diferentemente, levando a necessidade
de testagem monocular nos testes que procuram avaliar o desempenho cromaético do
individuo (SCHWARTZ, 2010).
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Além disto, hd também diferencas relacionadas as diversas causas que levam a
anomalia cromética. De acordo com o a regra de Kollner, alteragdes na retina externa
resultam em deficiéncias no eixo tritan, enquanto que doencas na retina interna, no nervo
ptico ou nas vias visuais levam a deficiéncias no eixo vermelho-verde (KOLLNER, 1912,
APUD: SCHWARTZ, 2010). Assim, de acordo com a regra proposta por Kollner, tendo
em vista que o DM é tido como uma doenca que afeta diversas células da camada mais
externa da retina, alterando a bioquimica local, diabéticos podem apresentar maior indice
de trinanomalia. De fato, Rockett Anderle e Bessman (1987) relataram aumento de
deficiéncias de tipo tritan em pacientes diabéticos com mais diferentes graus de RD,
comparando-os com controles. Do mesmo modo, tais pesquisadores averiguaram pior
desempenho nos testes de visdo de cores no eixo tritan mesmo em diabéticos sem RD,
encontrando-se 0s piores resultados entre aqueles com RDP que se submeteram a
fotocoagulacdo a laser. Portanto, tais dados séo sugestivos de que tal deficiéncia esteja
relacionada a propria hiperglicemia e ndo apenas ao quadro patolégico no DM. No entanto,
ndo é incomum que tritanopias em estagios iniciais tornem-se defeitos na visado de cores na
faixa de absorcdo do verde-vermelho ou vice-versa (SCHWARTZ, 2010). Portanto,
trabalhos que mostram deficiéncias na viséo de cores de pacientes DM no eixo protan e/ou
deutan ndo contrariam necessariamente o principio de Kollner.

Deficiéncias adquiridas podem ser significativas, considerando-se a ocupa¢éao
do individuo. No que se refere aos diabéticos, aparelhos que trabalhnam com diferencas
sutis de cores para mostrar diferentes niveis glicémicos podem oferecer uma dificuldade
maior para pacientes com danos na visdo de cores. Assim, mesmo que perdas discretas
possam passar despercebidas mesmo para 0s proprios pacientes, é importante levar em
consideracdo que deficiéncias na visdo de cores em geral sdo concomitantes 8 DM e podem

trazer pequenos prejuizos para aqueles acometidos por esta patologia.
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6. MATERIAIS E METODOS
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6.1. Aspectos Eticos

O presente projeto seguiu as diretrizes e normas estabelecidas na Resolucéo
196/96 do Conselho Nacional de Salde que regulamentam estudos envolvendo humanos.
Também foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do
Instituto de Psicologia da Universidade de Sdo Paulo (IPUSP), sob o nimero 615.954 e do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
(HCFMUSP) (documentos em anexo- ANEXO A).

Os procedimentos adotados na pesquisa foram esclarecidos para 0s
participantes, assim como 0s possiveis riscos envolvendo a salde deles. Foi obtido o
Consentimento por escrito da pessoa ou do responsavel legal do mesmo, através do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO B), redigido conforme a
Resolucdo CNS 466/12.

A coleta de sangue para posterior extracdo de DNA foi realizada por
Enfermeira devidamente qualificada. Os principais riscos envolvendo puncdo venosa sao:
dor, formacdo de hematoma local, infeccdo, puncdo acidental de artéria e lesdo de nervo
proximo ao local da puncdo (SOCIEDADE BRASILEIRA DE PATOLOGIA CLINICA,
2010). No entanto, foram tomadas as devidas precauces para minimizar o risco de
ocorréncia de quaisquer dos incidentes descritos. As amostras de sangue ndo utilizadas
foram propriamente descartadas.

A avaliacdo oftalmologica foi inteiramente realizada por médicos
oftalmologistas colaboradores deste projeto ou obtida através de prontuério do paciente no
Sistema de Informacdo e Gestdo Hospitalar (SIGH) do HCFMUSP, mediante
consentimento do proprio paciente e do médico endocrinologista responsavel. A avaliacéo
psicofisica foi realizada pela propria pesquisadora e para alguns dados, por colaboradores

do projeto, todos devidamente treinados e qualificados.

6.2. Participantes

Desenho do Estudo: Para o presente estudo, utilizou-se dados de pacientes que

apresentavam tanto o tipo 1 quanto o tipo 2 da doenca. Tal escolha deve-se ao fato que a

RD acomete ambos os tipos da doenca. A Unica diferenca reside no fato de que o
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diagndstico de RD em diabéticos tipo 1 ocorre predominante apds 5 anos de diagnostico de
DM, sendo que apenas em 8% dos casos 0 paciente apresentard alguma manifestacao
clinica da doenca antes deste periodo (DRAZNIM ET AL, 2011). No entanto, as alteracdes
visuais investigadas através dos testes psicofisicos utilizados neste estudo surgem bem
antes das manifestagdes clinicas da doenca e, portanto, o tempo de diagndstico também néo
se tornou um critério decisivo de exclusdo do estudo.

Com relacdo a idade dos participantes do estudo, as primeiras manifestacdes
de RD estdo relacionadas com o tempo de DM, sendo que ap6s 20 anos de doenca, mais de
90% dos diabéticos tipo 1 e 60% dos tipo 2 apresentardo algum grau de dano ocular
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015). Porém, as alteracfes investigadas
ocorrem incipientemente as manifestaces clinicas da doenca, sendo, portanto, possivel
encontra-las nas mais precoces faixas etarias.

A respeito dos pacientes com manifestagdes clinicas de RD, optou-se por
excluir da amostra aqueles com RD proliferativa, j& que os danos causados tanto pela
doenca quanto por tratamentos anteriores por fotocoagulacdo a laser prejudicariam a
obtencdo dos dados referentes a avaliacdo visual. Da mesma forma, pessoas com glaucoma
ou catarata (em qualquer grau da doenga) ou quaisquer outras doencas (oftalmoldgicas ou
ndo) que pudessem atrapalhar a obtencdo de resultados confiaveis foram excluidas do
estudo.

Para algumas analises mais detalhadas, tais como aquelas que buscaram
relacionar a visdo de cores e 0 genétipo com diversos aspectos do DM (presenga de RD,
tempo de diagnostico de DM, tipo de DM e Glicemia) ou com antecedentes familiares do
DM em controles, foram utilizados os resultados do protocolo mais simples do teste
utilizado. Tal escolha se deveu pelo fato da versdo Trivector do teste de visdo de cores
apresentar varidveis em numeros naturais, facilitando assim a manipulagdo e a
apresentacdo dos dados. Também néo foram encontradas discrepancias entre os resultados
de cada participante para cada uma das versdes utilizadas. De fato, o proprio manual do
teste cita o Trivector como um instrumento confiavel para mapeamento da visdo de cores
(MOLLON, REFFIN, 2000; VENTURA, SILVEIRA, RODRIGUES, SOUZA,
GUALTIERI, BONCI & COSTA, 2003).
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Caracteristicas da Amostra e Tamanho Amostral: O estudo foi multicéntrico e a

amostra definida por conveniéncia. Foram recrutados participantes de um Centro de
estudo de importancia nacional, o que contribuiu para que a amostra fosse 0 mais
heterogénea possivel. O tamanho amostral foi definido a partir dos dados quantitativos,
levando-se em consideragdo um intervalo de confianga de 95% (o de 0,05 ¢ Za's de 1,96),
através da formula:

N = [(ZaY.0)/E]?

sendo N, o tamanho amostral, o, o desvio padrdo ¢ E ,0 erro maximo padrdo. Para a
variavel idade, o N minimo calculado através da formula foi de 44 participantes (43, 89).
No entanto, esta variavel foi apenas uma das que foram analisadas, e por isto, a amostra
precisou ser aumentada para que resultados significativos pudessem ser obtidos. No
entanto, a fim de evitar o superdimensionamento amostral, o que poderia reduzir os
intervalos de confianca e permitir diferengas clinicamente ndo relevantes entre os
subgrupos (MIOT, 2011), os resultados no teste de visdo de cores ndo foram considerados
nos calculos de tamanho amostral. Os resultados no CCT possuem uma grande amplitude,

o0 que dificultaria a obtencdo de valores aplicaveis no calculo do N.

6.2.1. Grupo Diabéticos

Dados Demograficos: Participaram do estudo 95 diabéticos, de ambos o0s sexos (49

mulheres e 46 homens) e com idades entre 16 e 87 anos (média= 48,33 anos; desvio
padrdo= 16,9). Os dados brutos referentes a cada participante encontram-se em anexo
(ANEXO C).

Critérios de Inclusdo: Foram incluidos no grupo experimental de participantes de

ambos 0s sexos, a partir de 16 anos de idade, de qualquer nivel escolar, desde que
atendessem os seguintes critérios:

e Diagndstico de DM tipo 1 ou DM tipo 2, estabelecido segundo critérios diagnosticos
da Organizacdo Mundial de Saude;

¢ Acuidade Visual minima de 20/40 ( logMAR 0,3) com correc¢&o;

o Consentimento na participacdo na pesquisa, pelo préprio sujeito, bem como pelo seu

responsavel legal (se cabivel).
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Critérios de Exclusdo: Foram excluidos da amostra participantes que apresentassem

pelo menos uma das condic¢oes listadas abaixo:

e Presenca de patologia que prejudicasse o entendimento ou a execuc¢do do teste

(Ex: retardo mental moderado, sequelas graves de Acidentes Vasculares

Encefalicos (AVES), surdez);

e Opacidade dos meios dpticos, catarata ou glaucoma;

¢ Daltonismo;

e Contato prolongado com produtos quimicos e/ou solventes, com vapor de
mercUrio ou com metais pesados;

e Uso prolongado de cloroquina.

Recrutamento dos Participantes: Os participantes foram recrutados

principalmente através de duas formas. Foram convidados a participar, mediante contato
telefénico, pacientes de estudos anteriores realizados no Laboratorio da Visao do IPUSP,
cujos dados estavam arquivados no Banco de Dados da referida Instituicdo. Além disto, a
maioria dos participantes foi recrutada através da Liga de Controle do Diabetes do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (HCFMUSP),
mediante contato telefonico ou pela abordagem direta do paciente em dia de consulta. Tais
estratégias mostraram-se extremamente satisfatdrias, ja que os pacientes puderam ser pré-
selecionados através de dados coletados em pesquisa ou em consultas clinicas, 0 que
garante poucas perdas por exclusdo posterior.

Diabéticos que se interessaram em participar, mas que ndo estavam incluidos em
uma das formas de recrutamento descritas acima foram incluidos na amostra, desde que

fossem avaliados por médicos e/ou enfermeiros colaboradores do estudo.

6.2.2. Grupo Controle

Dados Demogréficos: Participaram do estudo 114 controles, de ambos os sexos

(73 mulheres e 41 homens), com idades entre 17 e 69 anos (média= 38,38 anos; desvio
padrdo= 12,81). Em anexo (ANEXO D), encontram-se os dados brutos referentes a cada

participante. A maior propor¢do de mulheres no grupo controle, comparado ao de
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diabéticos, ndo foi considerada relevante, ja que os aspectos estudados ndo sdo género
dependentes.

Critérios de Inclusdo: Foram elegiveis para o grupo controle pessoas de ambos

0s sexos, a partir de 16 anos de idade, de qualquer nivel escolar, que obedecessem aos
seguintes critérios:

e Acuidade Visual minima de 20/40 (logMAR 0,3) com corre¢éo;

e Consentimento na participacdo na pesquisa, pelo proprio sujeito, bem como

pelo seu responsavel legal (se cabivel).

Critérios de Exclusdo: Os participantes que apresentassem uma ou mais das

condigdes listadas abaixo foram excluidos do grupo controle.

e Diagnostico de DM tipo 1 ou DM tipo 2, estabelecido segundo critérios
diagnosticos da Organizacdo Mundial de Saude;

e Presenca de patologia que prejudicasse o entendimento ou a execugdo do
teste (Ex: retardo mental moderado, sequelas graves de Acidentes Vasculares
Encefalicos (AVES), surdez);

e Opacidade dos meios Opticos, catarata ou glaucoma;

¢ Daltonismo;

e Contato prolongado com produtos quimicos e/ou solventes, com vapor de
mercdrio ou com metais pesados;

e Uso prolongado de cloroquina.

Recrutamento dos Participantes: Os participantes controles foram recrutados de

diversas maneiras. Convidaram-se, mediante contato telefonico, pessoas que ja haviam
tomado parte de estudos anteriores no Laboratorio da Visdo do IPUSP. Também foi
utilizada a estratégia “bola de neve”, nos quais parentes e conhecidos da pesquisadora
foram convidados pessoalmente a participar do estudo, bem como a divulga-lo, por sua
vez, a parentes e conhecidos.

Outra estratégia utilizada consistiu na afixacdo de cartazes nos edificios do
Instituto de Psicologia da Universidade de S&o Paulo e no Sindicato dos Trabalhadores da

Universidade de Séo Paulo (SINTUSP), bem como na divulgacdo da pesquisa atraves das
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redes sociais. Os contatos da pesquisadora foram disponibilizados e caso houvesse
interesse, o participante entraria em contato.

Apesar de tais taticas terem garantido um grande numero de interessados, ja
que atingiu ou pessoas ligadas a pesquisadora ou que frequentavam as proximidades do
local de coleta de dados (o que facilitaria a participa¢do), muitos sujeitos foram excluidos
posteriormente. Alguns foram diagnosticados com doencas oftalmolégicas no decorrer da
avaliacdo e foram orientados quanto as medidas a serem tomadas e encaminhados para

tratamento.

6.3. Procedimentos Experimentais

6.3.1. Anamnese e Avaliacdo Oftalmologica

Os participantes foram submetidos a Avaliacdo Oftalmoldgica, a fim de detectar
possiveis doencgas oftalmolédgicas que pudessem prejudicar a obtencdo dos dados. Os
pacientes que realizam tratamento na Liga de Controle do Diabetes, do HCFMUSP e que
participaram deste estudo, ndo foram submetidos a tal avaliacdo, ja que esses dados
estavam disponiveis e atualizados em prontuarios eletrénicos.

Para o grupo controle, a avaliacdo possuiu um carater mais rigoroso para aqueles
com mais de 30 anos, j& que doencas oftalmoldgicas consideradas como critérios de
exclusdo sdo mais comuns nesta faixa etaria. Assim, para estes participantes, a auséncia de
um ou mais dos exames descritos levaram a excluséo da pessoa da amostra analisada. Os
exames realizados foram: verificagdo da acuidade visual (AV) (com e sem corre¢éo),
biomicroscopia e fundoscopia com lampada de fenda (para avaliacdo das estruturas do
segmento anterior, do nervo Optico e da retina central) e refracdo. Observou-se um periodo
de, no maximo, seis meses entre a avaliacdo oftalmologica e o teste de visdo de cores.

Da mesma forma, todos os diabéticos foram oftalmologicamente avaliados.
Foram realizados 0s mesmos exames que nos controles. Para os pacientes atendidos na
Liga de Controle do Diabetes, os dados averiguados eram referentes aos mesmos exames

realizados para todos 0s outros participantes.
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Todos os participantes foram submetidos a uma anamnese sobre o seu estado geral
de saude. A anamnese incluiu dados sobre habitos (etilismo, tabagismo, consumo de
drogas recreacionais), historico pessoal de DM, de hipertensdo arterial sistémica, de
doencas oftalmoldgicas, reumatoldgicas e neuroldgicas, histérico familiar de doencas,
traumatismos cranianos e/ou tratamentos neurolégicos e contato anterior com produtos
quimicos (instrumento em ANEXO E). Este instrumento permitiu avaliar as condi¢des do
individuo de atender aos critérios de elegibilidade para o estudo, bem como obter dados

sobre possiveis influéncias no desempenho do sujeito nos testes psicofisicos.

6.3.2. Avaliacdo Psicofisica

Equipamento Utilizado: O Cambridge Colour Test (CCT) é um instrumento

computadorizado para a determinacdo do limiar de discriminagdo de cores, utilizado para
avaliacdo da visdo de cores. O teste € uma combinacdo do Principio de Chilbret (1877),
que quantifica a variacdo da diferenca cromatica entre a figura e o fundo através de
diferentes direcBes no espaco cromético e de Stilling (1877), que defende a variacdo de
tamanho e de luminancia entre a figura e fundo para evitar ruido (HASROD, RUBIN,
2015). Assim, o CCT consiste na apresentacdo sucessiva de placas pseudo-isocromaticas,
contendo como estimulo um “C” de Landolt, que difere do fundo em termos de
cromaticidade. O estimulo e o fundo sdo formados por pequenos circulos de tamanhos
variados, com valores de luminancia variando entre 7 e 15 cd. m?, cuja distribuicdo se da
de maneira aleatéria, seguindo principios de ruido de forma e luminéncia Os estimulos
possuem 5,4° de didmetro interno e a abertura possui 1,25° de abertura, equivalente a 1° de

angulo visual (Figura 17).
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Figura 17- Exemplo de Estimulo
empregado no CCT. Neste caso, a abertura
do “C” encontra-se voltada para a direita e
o \_/ermelho encontra-se na saturacdo
maxima.
O “C” é apresentado na tela com sua abertura aleatoriamente voltada para uma
de quatro direcdes distintas (superior, inferior, direita e esquerda), durante 03 segundos. A
tarefa do sujeito é indicar a direcdo na qual a abertura da letra pressionando um dos quatro
botGes em uma caixa de resposta (CT- Cambridge Research Instruments, Rochester, UK).
O participante ndo € capaz de predizer o estimulo a ndo ser pela percepcdo de
cromaticidade, ja que sugestfes de contorno e de luminancia ndo estdo disponiveis.
No inicio do teste, a cor do “C” de Landolt ¢ apresentada com méxima
saturacdo. Entdo, ajustando dinamicamente as diferencas de cromaticidade entre a figura e
o fundo, segundo a performance do sujeito (método psicofisico das escadas), obtém-se uma
medida exata para aquele participante.
Na versdo mais basica do teste, denominada “Trivector”, a figura diferencia-se
do fundo ao longo de trés eixos de confusdo dentro do espaco de cores, correspondentes a
sensibilidade a ondas de comprimento longo (eixo protan), médio (eixo deutan) e curto
(eixo tritan). Ja na versdao mais longa do teste, sdo geradas elipses de discriminacdo de
MacAdam, através de vetores distribuidos em coordenadas especificas no diagrama CIE.
Dados normativos foram avaliados em pesquisa multicéntrica, que apontou a
confiabilidade das medidas adquiridas através do CCT (VENTURA ET AL, 2003;
HASROD, RUBIN, 2015). Com relacéo a interpretacdo dos resultados, o0 manual do teste
sugere adotar como pontos de corte os seguintes resultados para o Trivector: < 100 para o
eixo protan, < 100 para o eixo deutan e < 150 para o eixo tritan (MOLLON, REFFIN,
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2000). Ou seja, quanto menor o resultado, melhor a discriminacdo de cores do sujeito. Ja
para a Elipse, quanto menor a elipse formada, melhor a discriminagéo, sendo que o manual
sugere que o raio do eixo maior ndo deve ultrapassar 2,0 unidades (MOLLON, REFFIN,
2000).

Para a presente pesquisa, foi utilizada a versdo 2.0 do Cambridge Colour Test
(CRS™_ Kent, UK), instalada em microcomputador Dell ((Dell Dimension XTC-T600),
com placa gréfica instalada VSG 2/5, resolucdo de 15 bits (Cambridge Research
Instruments, Rochester, UK). Os estimulos foram apresentados em monitores coloridos de
21”’, com resolugao de 800X600 pixels (Sony FD Triniton, Modelo GDM-F500T9 e Sony
G420 Triniton, Multiscan).

6.3.3. Sequenciamento Genético

Aquisicdo de Dados: Todos os participantes foram submetidos a avaliacdo de sua

capacidade de discriminacdo cromatica atraves do CCT. Antes da execucdo do teste, a
acuidade visual (com correcdo) dos participantes foi mensurada, mesmo para aqueles que
ja haviam realizado a avaliacdo oftalmolégica. Como ha uma variacdo significativa dos
valores da AV entre diabéticos, optou-se por medi-la no momento imediatamente anterior
ao teste.

Os sujeitos realizaram o teste individualmente nas instalacdes do Laboratério da
Viséo, no Centro Escola do Instituto de Psicologia da Universidade de Sdo Paulo (CEIP-
IPUSP). O teste aconteceu em uma sala totalmente escura e os participantes sentaram-se a
uma distancia de 2,92 m de distancia da tela. Nesta distancia, a abertura do “C”
corresponde a 1°de angulo visual. O teste foi realizado monocularmente.

A escolha do olho examinado ocorreu de forma aleatoria, exceto quando havia
alguma restricdo em um dos olhos, tais como doencas oculares. Foram aplicadas ambas as
versoes do teste, sendo que para o protocolo da Elipse, foi utilizada apenas a elipse central
(gerada em torno da mesma cromaticidade de fundo do Trivector). Primeiramente, aplicou-
se a versdo Trivector e, em seguida a Elipse. Os resultados foram salvos em imagens, para

posterior analise.
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Extracdo de Material Genético: Foram coletadas, para cada participante, duas

amostras de sangue (~3 mL cada), através de puncdo venosa. As mesmas foram
armazenadas em tubos contendo citrato de sédio (NasCe¢HsO7 ) 0,2% e mantidas sob
refrigeracdo por, no maximo, 5 dias, até o inicio da extracdo de DNA. A extracdo de
material genético foi realizada para cada uma das amostras colhidas.

Para a extracdo de material genético, utilizou-se o Kit Gentra Puregene® DNA
Blood Kit (Gentra Systems), empregando o protocolo de extracdo através de amostra
completa de sangue (Whole Blood), descrito no Manual do Fabricante (Gentra®
Puregene® Handbook- Applied Biosystems, disponivel em: www.giagen.com). A extracdo
foi realizada a partir de duas amostras de sangue para cada participante.

Apbs a devida extracdo do material genético, as amostras foram quantificadas (em
termos de quantidade de acido nucléico e presenca de contaminacao) em espectrofotdmetro
de massa (Nano Drop 2000c, Thermo Scientific). Em seguida, foram armazenadas em
tubos de 1,5 mL e mantidas congeladas (-18° C) até serem utilizadas.

Amplificacdo de DNA por PCR (Polymerase Chain Reaction) - A fim de preparar

0 material para posterior sequenciamento, a amplificacdo dos segmentos dos genes
estudados foi realizada através da técnica de PCR. Para o presente estudo, foram avaliados
trés SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) no gene EPO: rs1617640, rs507392 e
rs551238. Para cada um dos SNPs, foi realizada uma PCR, obedecendo a protocolos
previamente estabelecidos (TONG ET AL, 2008).

Para tanto, utilizou-se um dos seguintes kits para PCR: TagMan® PCR Core
Reagents® Kit, Platinum Taqg® DNA Polymerase (Invitrogen, USA) ou AmpliTag Gold®
DNA Polymerase® Kit (Applied Biosystems). Adicionou-se a um microtubo de 0.2mL.:
37,75 pL de agua bidestilada (Mili-Q), 5 pL de 10X (ou 3X) buffer, 1 pL de deoxi-
nucleotideos trifosfatos (ANTPs), 1,5 uL de cada primer (um para a sequéncia senso (Fw),
outro para a sequéncia reversa (Rv)), 2 uL de MgCl, ou de Mg(AC)Cl,, 0,25 pL de enzima
(AmpliTag Gold, Tag Platinum ou Taq Recombinante) e 1 pL de amostra. As reagdes
foram realizadas no termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler, da Applied Biosystems.

As sequéncias de nucleotideos dos primers utilizados, o tamanho dos fragmentos
gerados pela PCR, bem como as condicdes para a reacdo para cada um deles encontram-se
na Tabela 1.
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Tabela 1-Descricdo dos primers utilizados e condi¢Bes para a realizacdo da PCR, para cada um dos polimorfismos

pesquisados.

SNP Identificagdo  Sequéncia de nucleotideos do Tamanho do  Condigdes para PCR
do primer primer Amplicon
rs1617640 EPO16  Fw:5 GTCCATTGTGCAGGACACACA3 369 pb -95'C: 9 min;
-94°C:15s:

Rv: 5’ AACTCCTGGGCTCAAAGGAT3’

-TA-> 60°:15s (35X);

-72:30s;
-72: 7 min;

rs507392 EPO50  Fw: 5'TCACTGTCCCAGACACCAAA3Z’ 425 pb -95'C: 9 min;

94'C:15s:
Rv: 5’ AGCTCACTGCAGCCTCAAAT3’

-TA-> 62 (35X): 15s;

-72:30s;
-72: 7 min;

rs551238 EPO55  Fw:5'CCTGTTTTCGCACCTACCAT3’ 585 pb 94°C: 1 min;

94'C:15s:
Rv: 5’TAGCGAGGATGTGCATTGG3’

-TA-> 60 (37X): 30s;

-72:30s;
-72°: 7 min;

SNP: Single Nucleotide Polymorphisms; PCR: Polymerase Chain Reaction; Fw: Forward; Rv: Reverse; pb: pares

de base; TA: temperatura de anelamento do primer ao DNA para a sequéncia a ser amplificada.

Eletroforese em Gel de Agarose: ApoOs a reacdo descrita no item anterior, 0s

produtos obtidos na PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 10%, com o
intuito de averiguar o sucesso do procedimento prévio. Uma amostra de cada um dos
produtos amplificados e um marcador de peso molecular (100 bp DNA Ladder®,
Invitrogen, CA, USA) foram corados com Blue/Red Dye, para permitir posterior
visualizagdo. O corante Blue/Red Dye foi obtido através da mistura de 10X Blue Juice-Gel
Loading Buffer ®com Gel Red Loading Buffer®, ambos da Invitrogen (CA, USA) e de agua
bidestilada (Mili-Q).

O gel de agarose foi mergulhado em uma cuba de eletroforese contendo tampao
de corrida TAE 1X, obtido através da diluicdo do tampdo TAE 50X. O TAE 50X é uma
mistura de TRIS Base, Acido Acético Glacial e EDTA 0,5 M. A cuba entdo foi conectada a

eletrodos para permitir a corrida das amostras.
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Os produtos amplificados formam uma banda especifica, visivel sob lampada de
radiacdo ultravioleta (UV), correspondente a posicdo no gel do fragmento contendo a
sequéncia amplificada. Este procedimento possibilita, portanto, saber se o fragmento foi
propriamente amplificado. Foi obtida entdo uma fotografia do gel de agarose contendo as

amostras coradas, para posterior consulta (Figura 18).

Figura 18- Gel de agarose 10%, fotografado sob iluminagdo ultravioleta. As
amostras amplificadas aparecem como bandas especificas. A esquerda
encontra-se 0 marcador de peso molecular, amplificado a cada 100 pares de
base.

Purificacdo das Amostras: Os produtos de PCR contendo os fragmentos

devidamente amplificados foram devidamente purificados, a fim de garantir a pureza do
fragmento de DNA a ser sequenciado. A purificacdo foi feita utilizando-se um dos
seguintes Kits: /llustra™ GFX™ PCR DNA ou Gel Band Purification Kit (GE Healthcare).
As amostras foram entdo acondicionadas em tubos de 1,5 mL e mantidas a temperatura de -
18°C até o sequenciamento.

Os procedimentos para extracdo de DNA, PCR e purificacdo foram inteiramente
realizados no laboratério de genética do Laboratério da Visdo do Instituto de Psicologia da
Universidade de S&o Paulo (LABVIS-IPUSP).

Sequenciamento Genético: Para a realizagdo do sequenciamento, é necessaria

uma segunda PCR, seguindo protocolo previamente estabelecido. Nesta reacdo, foi
utilizado o kit DYEnamic ET Dye Terminator® (MegaBACE™, GE Healthcare). Foram
adicionados a um microtubo de 0,2 mL os seguintes materiais: 4,2 uL de agua bidestilada
(Mili-Q), 1 uL de Big Dye, 1,5 puL de 5X Big Dye Buffer, 0,8 uL de primer (sequéncia
Fw) e 2,5 pL do produto de PCR purificado. A reagdo de PCR foi realizada sob as
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seguintes condig¢des: 1 minuto a 96 C, 10 segundos a 96 C, temperatura de anelamento: 50°
C por 5 segundos (40 ciclos) e 60°C por 2 minutos.

A purificacdo desta PCR foi realizada utilizando-se os seguintes reagentes: SAM
Reagent® e Xterminator Solution® (PreMIX-GE Healthcare). O sequenciamento seguiu a
esta etapa e foi realizado em Sequenciador de Modelo 3500 XL Genetic Analyzer, da
Applied Biosystems/Hitachi. O resultado do sequenciamento foi entdo gravado em CD para
posterior analise.

As etapas aqui descritas foram realizadas inteiramente no Instituto de Ensino e

Pesquisa (IIEP) do Hospital Israelita Albert Einstein.

Analise das Sequéncias: A analise foi realizada através do Programa BioEdit

(disponivel para download no sitio: http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html). O
arquivo foi aberto e identificou-se o polimorfismo procurado, utilizando-se para tanto a
sequéncia de nucleotideos anterior e posterior ao SNP procurado. A série de nucleotideos
utilizada para a localizacdo de cada um dos SNPs, bem como os alelos procurados,

encontra-se descritos na Tabela 2.

Tabela 2- Sequéncia de nucleotideos utilizada para localizagdo do SNP procurado e o alelo alvo.

Identificagdo do Sequéncia de nucleotideos utilizada Alelo Alvo
SNP
EPO 16 Fw: CCCTGAGCCAGA*GAGTG TouG
Rv: CACTC*TCTGGCTCAGGG AouC
EPO 50 Fw: GGTGA*GTGGTGTGTGGTGG TouC
Rv: TACCACCATGCACCAC*TCACC AouG
EPO 55 Fw: AATGGAG*CACCTTATTGA AouC
Rv: TCAATAAGGTG*CTCCATT TouG

SNP: Single Nucleotide Polymorphisms; Fw: Forward, Rv: Reverse; *: alelo procurado
Os haplétipos possiveis dos SNPs investigados (rs1617640, rs507392 e rs551238)
sdo, portanto, TTA ou GCC para homozigotos e TTA/GCC para heterozigotos. Assim, com
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a identificacdo dos nucleotideos de cada um dos SNPs construiu-se uma tabela em Excel
contendo o hapl6tipo de cada participante da pesquisa.

6.4. Analise Estatistica

Os resultados obtidos estdo apresentados em termos de média e desvio padréo.
Os resultados foram apresentados em termos de idade, género, tipo de DM, glicemia,
acuidade visual com correcdo, tempo de diagnostico do DM e diagndstico de RD para o
grupo dos casos e idade, género, acuidade visual com corre¢do e antecedentes familiares
para os Controles.

A analise estatistica foi feita com uso do programa SPSS versdo 15.0 (Chicago,
Illinois). Os resultados foram considerados significantes para p < 0,05. As variaveis
continuas foram testadas pelo teste de Shapiro-Wilk, para detectar distribuicdo normal.
Para os parametros genéticos, foram utilizados o teste-T nas amostras independentes e o de
Mann-Whitney e Kruskal-Wallis para as variaveis dependentes. Assim, foram avaliadas,
separadamente, possiveis correlaces entre o haplétipo e o tipo de DM, a taxa glicémica, a
presenca de RD e os resultados no Protocolo Trivector do CCT. Da mesma forma,
procedeu-se a avaliacdo entre os antecedentes familiares de DM e os resultados obtidos
para cada genotipo para os participantes controles.

Os testes ndo paramétricos (distribuicdo livre) sdo os mais adequados quando nao
se conhece a distribuicdo de dados em uma dada populacdo, quando a distribuicdo é
assimétrica e a transformacéo de dados ndo é indicada ou quando os dados convergem para
uma gaussiana para determinados valores e mostram-se assimétricos para outros. O teste de
Kruskal-Wallis € utilizado quando h& mais de dois grupos a serem comparados e o de
Mann-Whitney € indicado para comparacéo de duas amostras independentes.

As associagOes entre os resultados no Teste Trivector com o tempo de doencga, com
o tipo de DM e com a taxa glicémica foram feitas através do teste de Mann-Whitney. As
demais variaveis foram avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis. Além disto, diversos
parametros (Tipo de doenga X presenca de RD; tempo de DM X RD e Glicemia X RD)
foram comparados através do teste do qui-quadrado (y?), utilizado para averiguar a
associacao entre duas varaveis qualitativas. Os polimorfismos estudados foram submetidos

ao teste de probabilidade de aderéncia ao Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), também
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através do y2, visando averiguar a distribui¢ao dos dados e compara-la a um valor esperado
em uma dada populacéo.

Ja com relacdo ao protocolo das Elipses, foram utilizadas as médias dos grupos
DM e Controles, para gerar uma elipse de discriminacdo que mostrasse 0 desempenho de
cada grupo. Também se calculou as elipses de discriminacdo do grupo DM, com relacdo a
cada um dos haplétipos. Tais resultados foram também expressos em termos de
comprimento, de semieixos, de angulo e de area. No entanto, para a analise estatistica
utilizaram-se os resultados do protocolo Trivector, ja que este fornece resultados em
variaveis discretas, sendo, portanto, mais faceis de manipular e mais confiaveis em analises
que envolvem comparages.

Em trabalho de Hosseini e colegas (2014), o SNP rs1617640 ndo foi associado
com a progressdao da RD, resultado que vai de encontro aqueles encontrados em outras
pesquisas. Para explicar tal discrepancia, os autores colocam que 0s estudos prévios
realizados geralmente ndo levam em consideracdo fatores conhecidos de risco para RD
(tais como duracdo da doenca ou controle glicémico). Em decorréncia disto, escolhemos

relacionar tais dados com o hapl6tipo e ndo meramente entre si.
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7. RESULTADOS
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7.1. Participantes

As caracteristicas referentes aos participantes diabéticos (idade, género, tipo de
DM, glicemia, acuidade visual com correcdo, tempo de diagnéstico do DM e diagndstico
de RD) estdo apresentados na Tabela 3. Os dados brutos obtidos para cada participante

diabético encontram-se em anexo (ANEXO C).

Tabela 3- Caracteristicas dos diabéticos participantes do estudo (Idade, Género, Tipo de
Diabetes, Glicemia, Acuidade Visual, Tempo de Diagnéstico e Presenga de RD).

Idade (anos)

Menor valor: 16 anos;

Maior valor: 87 anos; Média: 48,33 DP: 16,90
Género, n (%) Mulheres: 49 (52%) Homens: 46 (48%)
Tipo de Diabetes, n (%)  Tipo 1: 31 (33%) Tipo 2: 64 (66%)
Glicemia (mg/dL)

Menor valor: 60 mg/dL

Maior valor: 442mg/dL ~ Média: 164,23 DP: 70

AVcc (em logMAR) Pior resultado: 0,3 Melhor resultado: -0.3

TD (em anos)

Menor valor: 1 més

Maior valor: 44 anos Média: 14,04 DP: 9,01
RD, n (%) RDNP: 12 (13%) Sem RD: 83 (87%)
Olho Testado, n (%) OD: 49 (52%) OE: 46 (48%)

RD: Retinopatia Diabética; DP: Desvio padrdo; AV: Acuidade Visual com correcdo; TD:
Tempo de Diagndstico de DM; RD: Retinopatia Diabética; RDNP: Retinopatia Diabética
N3o Proliferativa; OD: Olho Direito; OE: Olho Esquerdo.

Com relacdo a populagdo aqui estudada, entre os diabéticos com RD o tempo
de diagndstico de DM variou entre 2,5 e 35 anos (média= 18,81 anos; desvio padrdo=8,14).
Ja no grupo sem RD, o tempo de diagnéstico esteve entre um més e 44 anos (média= 12,91
anos; desvio padrdo= 8,96) (Grafico 1). O tempo de diagndstico de DM € uma influéncia
significativa para o desenvolvimento da RD (p=0,035). O tempo de diagndstico é um dos

fatores de conhecida influéncia no desenvolvimento da RD.
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Gréfico 1- Diagnostico de retinopatia diabética em fungdo do tempo de diagndstico de
diabetes (em anos). As linhas representam o desvio padrdo da média. Legenda: RDNP:
Retinopatia diabética ndo proliferativa. A #ndica significancia.

Quanto ao tipo de DM em relacdo ao diagnostico de RD, dos 31 diabéticos tipo
1, trés apresentavam RDNP (10%), enquanto que para os diabéticos tipo 2, nove
apresentavam RD, ou seja, 14%. O indice geral para todos os diabéticos foi de 12 casos
(13% do total).

Tipo de DM X Presenca de RD (em %)

100

80
60
RDNP
40 M sem RD
20
0
DM 1 DM 2

Gréfico 2- Diagndstico de retinopatia diabética em funcdo do tempo
do tipo de diabetes (em frequéncia). Legenda: RDNP: Retinopatia
diabética ndo proliferativa.
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Em relacdo ao indice glicémico, a populacdo de diabéticos estudada
apresentou uma média de 164,2 mg/dL (desvio padrdo=70). Entre aqueles com RD, a
média foi de 199,7 mg/dL (desvio padrdo=108,1), variacdo entre 86 e 442 mg/dL, enquanto
que entre 0s que ndo apresentam a complicacdo, a taxa glicémica variou entre 60 e 407
mg/dL, com média de 159,6 mg/dL (desvio padrdo=61,9). Apesar do grupo com RD
apresentar uma taxa glicémica relativamente maior que o grupo sem a patologia, a glicemia
ndo esta associada, nesta amostra, com a presenca de RD (p= 0,094). No entanto, a
literatura associa tal fator ao aparecimento de RD. O fato de haver temporalmente uma
variacdo tdo grande na taxa glicémica, bem como o numero pequeno de pacientes com RD,

podem explicar tal discrepancia.

250
200
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200

160
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VALOR DE GLICEMIA (MG/DL)

SEM RD RDNP
PRESENCA DERD

Grafico 3- Diagndstico de retinopatia diabética em funcédo da taxa glicémica (mg/dL).
As linhas representam o desvio padrdo da média. Legenda: RDNP: Retinopatia
diabética ndo proliferativa.

Os dados demograficos relacionados aos participantes do grupo controle estdo
dispostos na Tabela 4 (idade, género, acuidade visual com correcdo e antecedentes
familiares). Os dados brutos obtidos para cada participante do grupo controle encontram-se
em anexo (ANEXO D).
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Tabela 4- Caracteristicas dos participantes controles do estudo (ldade, Género,
Acuidade Visual e Antecedentes Familiares de DM).

Idade (anos)

Menor valor: 17 anos;

Maior valor: 69 anos; Média: 38,38 DP: 12,81
Género, n (%) Mulheres: 73 (64%) Homens: 41 (36%)
AVcc (em logMAR) Pior resultado: 0,3 Melhor resultado: -0.3
AF, n (%) -N&do: 50 (44%)

Sim: 58 (51%) -NA": 6 (5%)
Olho Testado, n (%) OD: 63 (55%) OE: 51 (45%)

DP: Desvio padrao; AVcc: Acuidade Visual com correcdo; AF: Antecedentes Familiares
de DM: 'NA: Participantes que ndo informaram ou ndo souberam responde; OD: Olho
Direito; OE: Olho Esquerdo.

7.2. Visdo de Cores

Os dados expostos a seguir referem-se ao desempenho (valores de limiar) dos
participantes no primeiro protocolo do CCT, o Trivector. Quanto menor o valor obtido,
melhor a discriminacdo de cores naquele eixo de confusdo. No grupo controle, os
resultados variaram entre 22 e 128 no eixo protan, entre 22 e 165 no eixo deutan e entre 26
e 224 no tritan. J& para os diabéticos, 0s resultados variaram entre 23 e 1100 para 0 €ixo
protan, entre 20 e 928 para 0 eixo deutan e 27 e 762 para 0 eixo tritan.

Os resultados sdo apresentados em relacdo aos valores de limiar para trés
eixos de confusdo de cores (protan, deutan e tritan) e leva em consideracdo a média de

desempenho em cada eixo para cada um dos grupos examinados (controles e diabéticos).
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Gréfico 4- Valores de limiar no CCT para cada um dos eixos de confusdo de cores, para cada um dos
grupos avaliados. As linhas representam o desvio padrdo da média. Os valores de média encontram-se
nas barras. A indica significancia.

O desempenho dos controles no Trivector foi significativamente maior que o dos
diabéticos (p= 0,001 para o eixo protan; p=0,001 para o eixo deutan e p=0,000 para 0 eixo
tritan).

Com relacdo ao diagnostico de RD na populacdo diabética, os pacientes que
apresentaram tal complicacdo obtiveram um desempenho que variou entre 29 e 1100 para o
eixo protan, entre 33 e 1000 para o eixo deutan e entre 66 e 1100 para o eixo protan. As médias

para cada grupo sdo mostradas no gréafico 5.
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Gréafico 5- Valores de limiar no CCT em funcdo da presenca de retinopatia
diabética. As linhas representam o desvio padrdo da média. Os valores de
média encontram-se nas barras. X indica significancia. RDNP: retinopatia
diabética nédo proliferativa.
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A presenca de RD ndo foi significativa para os resultados dos participantes
diabéticos, exceto para o eixo deutan (Protan: p=0, 241, Deutan: p=0,03 e Tritan: p=0,08). O
desvio padrédo foi grande, pois h4 uma variacdo considerdvel no resultado do CCT dentro do
grupo com RDNP.

Com relacdo ao tempo de diagnostico de diabetes, os maiores resultados nos
limiares de visdo de cores encontraram-se aproximadamente entre 20 e 25 anos de
diagndstico. Os valores encontram-se expostos no Gréfico 6.

Uma hipdtese a ser levantada aqui € que ha maior possibilidade de desenvolvimento
de RD dentro de 20 anos de diagndstico, sendo que com este tempo de diagnostico, cerca de
60 % dos diabéticos tipo 2 apresentam a doenca (SOCIEDADE BRAISLEIRA DE
DIABETES). Desta forma, é esperado um maior dano na visdo daqueles com maior tempo de
doenca. Outro fator é que ha poucos pacientes com mais de 25 anos de diagndstico (10
participantes). Assim, os dados referentes ao tempo de doenca podem mostrar este viés da

propria amostra.
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Gréfico 6- Valores de limiar no CCT em funcdo do tempo de diagnostico de diabetes (em anos).
As linhas representam a tendéncia linear para cada um dos eixos de confusdo de cor.
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Em termos dos limiares no eixo de confusdo de cores em relagdo ao tipo de
diabetes apresentado, os resultados variaram, para DM tipo 1, entre 26 e 128 para 0 eixo
protan, entre 20 e 140 para o eixo deutan e entre 32 e 372 para 0 eixo tritan. Para DM tipo
2, 0s resultados variaram entre 23 e 1100 para o protan, entre 26 e 1100 para o deutan e
entre 27 e 1100 para o tritan. As médias para cada grupo encontram-se no grafico 7,
abaixo:

Trivector X Tipo de Diabetes

EDM1 ®mDM2
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Tipo de DM

Gréfico 7- Valores de limiar no CCT em funcdo do tipo de diabetes. As linhas
representam o desvio padrdo da média. Os valores de média encontram-se nas barvas. A
indica significancia. DM: Diabetes Mellitus.

O tipo da doenca foi significante para um pior resultado no eixo de confusdo
de cores (Protan: p=0,016; Deutan: p=0,030; Tritan: p=0,002). Os diabéticos do tipo 2,
portanto, apresentaram uma viséo de cores pior que aqueles do tipo 1. Este resultado vai de
encontro com os dados que mostram uma prevaléncia maior de RD entre 0s pacientes com
DM tipo 1. Houve uma variagdo ampla entre o tempo de diagndstico entre ambos 0s tipos
de DM (entre um e 35 anos para DM tipo 1 e entre um més e 44 anos para DM tipo 2), o
que poderia explicar este resultado. No entanto, a amostra do presente estudo nédo é grande
o suficiente para se obter dados epidemioldgicos, o que pode vir a ser uma restricdo para
alguns resultados, mas foi suficiente para mostrar resultados entre os grupos. Além disto,
0s pacientes tipo 1 que participaram do estudo sao relativamente mais jovens que o0s tipo 2,

fator que pode ter influenciado tal resultado.
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Com relagdo a taxa glicémica, ndo houve correlacdo com os resultados do
Trivector, para os trés eixos de confuséo de cor. Assim, 0os maiores resultados nos limiares
de confusdo de cores ndo foram encontrados entre aqueles com maior taxa glicémica, como
mostra o grafico 8. A média para os trés eixos de confusdo de cores para 0s pacientes com
taxa glicémica acima de 200 mg/dL (n=20) foi de 72 no eixo protan (desvio padrdo= 47),
de 62 no eixo deutan (desvio padrdo= 44) e de 141 (desvio padrédo= 128) para o eixo tritan.
Este resultado esta de acordo com o esperado, pois ndo foi apontada na literatura alguma

associacdo entre a taxa glicémica e uma possivel piora na visao de cores.
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Gréfico 8- Valores de limiar no CCT em func&o da taxa glicémica (em mg/dL).

Com relacdo ao protocolo das Elipses, os resultados (comprimento, semieixos,
angulo e area) obtidos pelos participantes controles encontram-se na tabela 5, abaixo. Ja
para os participantes DM, os dados obtidos encontram-se na Tabela 6. Os valores para a
Elipse de discriminacdo de cores para os diabéticos foram maiores que para os controles,

sendo sugestivo de uma pior discriminagao de cores no caso dos DM.
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Tabela 5- Média para os valores de Comprimento, semi-eixos, angulo e area para
Elipse de Discriminacéo de cores gerada para participantes CTRL.

Elipse 1 Média DP

Comprimento 0,01748 0,0099
Semi-eixo maior 0,00874 0,0050
Semi-eixo menor 0,00495 0,0073
Angulo 85,91504 25,0854
Area x 10° 135,79554| 113,2232

OBS: Em unidades u'v'

Tabela 6- Média para os valores de Comprimento, semi-eixos, angulo e area para
Elipse de Discriminacdo de cores gerada para participantes DM.

Elipse 1 Média DP
Comprimento 0,16832 1,0199
Semi-eixo maior 0,08416 0,4876
Semi-eixo menor 0,01001 0,0164
Angulo 83,50000 26,8108
Area x 106 5277,21898 | 27974,0035

OBS: Em unidades u'v'

As elipses de discriminacdo geradas para pacientes e controles encontram-se

nos

Gréaficos 9 e 10, abaixo. Nota-se que a area da elipse de discriminacdo de cores dos

pacientes diabéticos é maior para os DM, o que indica uma pior discriminacdo de cores

neste grupo. No entanto, para as associacfes com a presenca de RD, tempo de DM, tipo de

DM e glicemia na data do teste, preferiu-se trabalhar com os dados obtidos através do

protocolo Trivector, por este apresentar valores inteiros e por permitir um melhor manuseio

estatistico dos dados. Porém, a elipse ajuda a visualizar a diferenca de desempenho entre o0s

dois grupos.
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Gréfico 9- Elipse de discriminacédo de cores para controles, em unidades u’v’.
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Gréfico 10- Elipse de discriminacdo de cores para pacientes diabéticos, em
unidades u’v’.

7.3. Gendtipo

Os dados expostos a seguir referem-se aos diversos parametros avaliados
(valores de limiar para Teste Trivector, presenca de RD, tipo de DM, glicemia e
antecedentes familiares de DM em Controles), em relacdo ao haplotipo apresentado. O
tempo de diagnostico de DM néo sera relacionado com o gendtipo, ja que o haplétipo nao

se modifica no decorrer da vida do individuo. Os valores obtidos referentes ao limiar de

78



confusdo protan para cada hapl6tipo no grupo controle variaram entre 26 e 106 para o
TTA, entre 23 e 117 para 0 GCC e entre 26 e 128 para 0 heterozigoto. Ja para 0s
diabéticos, no mesmo eixo, 0s valores estiveram entre 29 e 456 para o TTA, entre 23 e 157
para 0 GCC e entre 26 e 1100 para o heterozigoto. A média dos resultados tanto para o

grupo controle quanto para os diabéticos estdo no grafico 11, abaixo:
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Gréfico 11- Valores de limiar para o eixo protan em funcdo do haplétipo. As linhas
representam o desvio padrdo da média. Os valores de média encontram-se nas barras. %
A indica significAncia. CTRL: Controles; DM: Diabetes Mellitus.

Os resultados obtidos para o eixo protan indicaram significancia (p= 0,048). Ou
seja, os diabéticos com haplotipo TTA/GCC tiveram um pior desempenho, se comparados
com os controles. O melhor resultado correspondeu ao gendtipo GCC, porém, sem
significancia (P= 0,222). Ja para os controles, ndo houve diferenga entre os diferentes
haplotipos.

Para o eixo deutan, os valores de limiar para o grupo controle ficaram em torno de
26 e 165 para aqueles com haplétipo TTA, de 30 a 79 para os GCC e de 23 a 101 para 0s
heterozigotos. No caso dos diabéticos, os resultados para 0 mesmo eixo se encontram entre
20 a 194 para o haplotipo TTA, 26 e 100 para 0 GCC e entre 26 e 1100 para aquele com
gendtipo TTA/GCC. Os resultados (média para 0s grupos) estdo expostos abaixo (Gréafico
12):
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Gréfico 12- Valores de limiar para o eixo deutan em funcéo do haplétipo. As linhas
representam o desvio padrdo da média. Os valores de média encontram-se nas barras. %
A indica significAncia. CTRL: Controles; DM: Diabetes Mellitus.

N&o houve diferenca entre os grupos para o eixo deutan (p= 0,207). No entanto,
0 maior valor obtido foi com relacdo ao hapl6tipo TTA/GCC, assim como este grupo
apresentou 0 maior desvio padréo.

Para o eixo tritan, os valores obtidos pelos participantes controles estavam entre
26 e 224 para o haplétipo TTA, entre 33 e 99 para 0 GCC e entre 26 e 147 para o hapl6tipo
TTA/GCC. Ja para os diabéticos, os valores ficaram entre 32 e 530 para o hapl6tipo TTA,

entre 61 e 232 para 0 GCC e entre 27 e 1100 para o heterozigoto. As médias de cada grupo
encontram-se no Grafico 13 (abaixo):
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Gréfico 13- Valores de limiar para o eixo tritan em funcéo do hapl6tipo. As linhas
representam o desvio padrdo da média. Os valores de média encontram-se nas
barras A indica significancia. CTRL: Controles; DM: Diabetes Mellitus.

Para o eixo tritan, portanto, houve diferenca entre os haplotipos (p= 0,014), sendo o
heterozigoto aquele com pior desempenho. Assim, ndo houve diferenca para os outros dois
grupos (p=0,164). Para os controles, ndo houve diferenca tampouco.

Sendo assim, para os diabéticos, o hapl6tipo TTA/GCC esta associado a uma piora
no desempenho do Teste Trivector, para 0s eixos protan e tritan. Para os controles, ndo houve
diferenca entre os genotipos.

Para o grupo de diabéticos sem o diagnéstico de RD, os valores variaram entre 29 e
456 para o eixo protan, entre 20 e 194 para o eixo deutan e entre 32 e 530 para 0 eixo tritan,
considerando o haplétipo TTA. Ja para o haplétipo GCC, os valores ficaram entre 23 e 157
para 0 eixo protan, entre 26 e 100 para o eixo deutan e entre 61 e 232 para o tritan. Para o
heterozigoto, os valores foram entre 26 e 809 para o eixo protan, entre 26 e 928 para 0 eixo
deutan e entre 27 e 762 para 0 eixo tritan.

O grupo com RD obteve os seguintes valores: entre 29 e 67 para 0 eixo protan, entre
33 e 74 para o eixo deutan e entre 97 e 153 para o tritan, para o haplotipo TTA; para o GCC,
0 unico individuo obteve 47 no eixo protan, 73 no eixo deutan e 220 no eixo tritan. Para o
heterozigoto, os resultados foram: entre 36 e 1100 para o eixo protan, entre 58 e 1100 para o

eixo deutan e entre 66 e 1100 para o eixo tritan. As médias dos valores de limiar em cada eixo
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de confuséo para o0s grupos com e sem RD, com relagdo ao genotipo, encontram-se no gréafico

14, a sequir.
Resultados do CCT em Func¢do do Haplétipo X RD
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Gréfico 14- Valores de limiar para o teste CCT em funcdo do hapldtipo e da presenca de RD. Os valores
de média encontram-se nas barras e nas linhas. CTRL: Controles; DM: Diabetes Mellitus: RD:
Retinopatia Diabética; RDNP: Retinopatia Diabética N&o Proliferativa.

O grupo com RD apresentou o pior valor, no entanto, os resultados néo
indicaram que tal diferenca seja significativa (p= 0,344). No entanto, ha um aumento nos
resultados para o grupo com RD. A falta de diferenca pode refletir, nesta amostra, uma
queda de desempenho ja nos sujeitos sem RD, que pode significa uma perda precoce de
funcdo antes do estabelecimento das alteragdes morfoldgicas e vasculares que assinala o
diagnostico da retinopatia.

Os diabéticos tipo 1 e tipo 2 também apresentaram limiares diversos para o CCT.
Para os de tipo 1, os resultados variaram entre 29 e 128 no eixo protan, entre 20 e 140 para
0 eixo deutan e entre 32 e 199 para o eixo tritan, considerando o haplotipo TTA. Ja para o0s
heterozigotos tipo 1, os resultados variariam entre 26 e 80 para o eixo protan, entre 40 e 70
para o deutan e entre 51 e 372 para o eixo tritan. Ndo houveram diabéticos tipo 1 com o
haplotipo GCC.

Para os diabeéticos tipo 2, os limiares de visdo de cores variaram entre 33 e 456
para o eixo protan, entre 36 e 194 para o deutan e entre 39 e 530 para o tritan, com relacéo
ao TTA. Para os individuos de haplétipo GCC, os resultados variaram entre 23 e 157 para
0 eixo protan, entre 26 e 100 para o eixo deutan e entre 61 e 232 para o tritan. Os

heterozigotos obtiveram um limiar entre 36 e 1100 para o eixo protan, entre 26 e 1100 para
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o0 deutan e entre 0 27 e 0 1100 para o tritan. O grafico 15 mostra os valores médios obtidos
no CCT, para cada haplétipo, em funcdo do Tipo de DM.

Resultados do CCT em Func¢do do Haplétipo X Tipo de
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Gréfico 15- Valores de limiar para o teste CCT em funcdo do haplétipo e do tipo de Diabetes Mellitus.
Os valores de média encontram-se nas barras e nas linhas. CTRL: Controles; DM: Diabetes Mellitus: RD:
Retinopatia Diabética; RDNP: Retinopatia Diabética N&o Proliferativa. A ¥ indica significancia.

Houve diferenca entre os diversos genotipos relacionados ao Tipo de DM (p=
0,012). Igualmente, o genétipo TTA/GCC esta associado a uma piora maior na visdo de
cores de diabéticos Tipo 2. A partir deste resultado, pode-se questionar se o genoétipo afeta
de uma forma mais incisiva aqueles com o diabetes Tipo 2. Sendo assim, o perfil genético
estaria sobremaneira relacionado a um dano na visdo de cores, seja por interagdo com
outros genes relacionados a DM tipo 2 ou por caracteristicas inerentes a propria patologia,
como idade mais avangada a época do diagndstico.

Com relagdo a taxa glicémica, os valores variaram entre 65 e 442 para o haplotipo
TTA, entre 120 e 278 para o haplotipo GCC e entre 60 e 407 para o TTA/GCC. A média
para cada um deles é exibida no gréafico 16.
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Gréfico 16- Média da taxa glicémica (em mg/dL) para cada um dos haplétipos.

A taxa glicémica ndo varia com o gendétipo (p= 0,528). Este resultado esta de
acordo com o esperado, ja que ndo houve indicacdo na literatura que pudesse basear uma
possivel relacdo entre a expressao de EPO e a glicemia.

Para os controles, foi realizacdo uma avaliacdo dos antecedentes familiares de DM
para cada um dos hapl6tipos. Procedeu-se desta maneira pela maior probabilidade de
desenvolvimento de diabetes entre aqueles que possuem familiares com a doencga. Ou seja,
apesar do sujeito ndo apresentar hiperglicemia no momento da coleta de dados, haveria
uma chance aumentada de apresentar DM no futuro. A média dos limiares para cada um

dos haplotipos em relacdo aos antecedentes familiares encontra-se no grafico 17.
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Grafico 17: Valores de limiar para o teste CCT em funcéo do haplétipo e dos antecedentes familiares de
DM. Os valores de média encontram-se nas barras e nas linhas. As linhas verticais representam o desvio
padrdo da média. AF: Antecedentes Familiares.
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Os antecedentes familiares ndo influenciaram os resultados obtidos no CCT
(p=0,90). De fato, a influéncia do gendtipo no desempenho no teste de visdo de cores ndo
acontece até a instalagdo do quadro de DM, ja que a partir de entdo, danos visuais passam a
acontecer, inclusive entre os fotorreceptores (KERN, BERKOWITZ, 2015).

As Elipses de discriminacdo para os participantes DM, de acordo com o genotipo
(haplotipo TTA, TTA/GCC e GCC, respectivamente) estdo expostas nos graficos 18, 19 e

20, abaixo.
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Gréfico 18- Elipse de discriminacdo de cores para pacientes diabéticos, com
haplotipo TTA, em unidades u’v’.
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Gréafico 19- Elipse de discriminacdo de cores para pacientes diabéticos, com
haplotipo TTA/ GCC, em unidades u’v’.
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Gréfico 20- Elipse de discriminagdo de cores para pacientes diabéticos, com
haplotipo GCC, em unidades u’v’.

Nota-se que a maior elipse de discriminacdao de cores refere-se aos diabéticos com
gendtipo TTA/GCC, ou seja, tal grupo possui uma pior discriminacéo de cores, avaliando-
se cada haplétipo. Os melhores resultados foram obtidos pelo grupo com haplétipo GCC,
cuja elipse assemelha-se aquela obtida pelos controles e exibida no Grafico 9. Tais dados
sugerem que o genotipo GCC pode associar-se com resultados mais semelhantes que 0s
obtidos pelos controles, o que pode ser indicativo de que tal haplétipo seja o genotipo

protetivo, considerando a vis@o de cores de pacientes com DM.
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8. DISCUSSAO
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O objetivo deste trabalho foi investigar a associacdo entre o perfil genético para
expressdo de EPO e altera¢Ges funcionais na visdo de cores de pessoas com diagnostico de DM,
averiguadas através de teste psicofisico. Dentre a populacdo de diabéticos, o haplotipo
TTA/GCC esteve associado a uma piora no desempenho do Teste Trivector, para 0S €ixos
protan e tritan. Para os controles, ndo houve diferenca entre os genotipos, nem mesmo para
aqueles com antecedentes familiares de DM. Os melhores resultados foram obtidos entre
aqueles com o gendtipo GCC.

O debate acerca da contribuicdo neuronal do desenvolvimento das alteracdes
vasculares é intenso. Fotorreceptores foram identificados como um dos possiveis
contribuintes no processo de angiogénese, pois sdo células que possuem grande demanda
energética e, por isto, sdo mais suscetiveis a hipoxia (KERN, 2014). Apesar de trabalhos
(KATSURA ET AL, 2005; GARCIA-RAMIREZ ET AL, 2008) indicarem que inicialmente,
fatores angiogénicos induzidos por hipoxia ndo afetam a producdo local de EPO, em longo
prazo, a hipdxia leva ao aumento da formagdo de neovasos, até mesmo como uma medida
bioquimica de protecdo neuronal (GARCIA-RAMIREZ ET AL, 2008). Mesmo entre 0s
pacientes sem diagnostico de RD, houve uma piora na visdo de cores, em relacdo aos
participantes controles, conforme averiguado pelo CCT. Tal achado pode ser sugestivo de que
os fotorreceptores ja mostram alteracdes significativas antes mesmo que transformacGes
vasculares estejam presentes, o que estd de acordo com as hipoteses aventadas na literatura.
Assim sendo, os dados aqui apresentados podem ir ao encontro destes trabalhos anteriores,
consistindo em mais uma evidéncia do papel dos fotorreceptores no surgimento da RD.

Para Barber (2003), o proprio quadro de DM gera efeitos diretos no metabolismo
da retina, 0 que, consequentemente, leva ao aumento na apoptose de células neurais e a
alteracbes na permeabilidade vascular. As alteracdes de fundo neural que levam & morte
celular sdo irreversiveis. Além disto, ndo sdo detectaveis prontamente pelo paciente e nem em
exames de rotina. Portanto, se para 0s componentes vasculares o tratamento pode mitigar os
sintomas, com relacdo aos danos neurais, € necessario que a deteccdo de fatores
potencialmente prejudiciais possa ser efetuada, poupando assim tais células da morte precoce.
A possibilidade de encontrar variantes genéticas que possam aumentar a chance de
desenvolvimento de tais alteracGes pode permitir a deteccdo precoce daqueles individuos que
possam vir a apresentar alteracdes neurais de maneira mais contundente. O uso de fatores
antiangiogénicos para evitar 0os danos neurais na retina ainda nao é totalmente difundido, pois
0s mecanismos bioquimicos envolvidos ainda ndo séo plenamente conhecidos. Assim, estudos
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que visam compreender os mecanismos de acdo dos diversos fatores envolvidos sé&o
fundamentais para que novas formas de tratamento possam atuar na diminuicdo dos danos
verificados.

O presente estudo visou a associacdo entre alteracGes sugestivas de danos na
visdo de cores de pacientes com DM e determinado gendtipo para expressdo de EPO. Sendo
assim, diversos trabalhos que visaram averiguar a relacdo entre danos neurais e a expressao de
EPO o fizeram através de estudos bioquimicos e eletrofisiologicos. No entanto, este estudo
buscou associacdes genotipo-fenotipo utilizando para tanto dados psicofisicos, que séo
sugestivos de danos neurais. Desta maneira, as alteracdes detectadas lancam luz sobre a
influéncia do gen6tipo nas alteragdes precoces vistas no DM, mas também mostram possiveis
dificuldades que os pacientes apresentam em decorréncia de tais modificacdes.

Os resultados obtidos neste trabalho em associacdo com o perfil genético diferem
daqueles encontrados na literatura. Tong e colaboradores (2008) indicaram o alelo TT para o
EPO 16 como gendtipo de risco para o desenvolvimento de complicagfes microvasculares na
DM, bem como o alelo GG como gen6tipo protetivo. O trabalho citado também mostrou,
baseado em trabalhos realizados in vitro, que o alelo TT tem um maior efeito na regido
promotora da EPO para a transcricdo de RNA mensageiro. Os autores, no entanto, ressaltaram
que o desenho do estudo in vivo envolveu tdo somente a populacdo caucasiana e que, apesar
da frequéncia génica do alelo ndo se alterar nas mais diversas etnias, isto poderia constituir-se
uma limitacdo aos resultados obtidos.

Ja Moemen e colaboradores (2013) encontraram o haplétipo GCC (para 0s SNPs
rs1617640, rs507392 e rs551238) como gendtipo de risco para desenvolvimento da RD
proliferativa em pacientes com DM tipo 2. Um dos motivos levantados pelos autores para tal
discrepancia diz respeito a ndo inclusdo de pacientes com DM tipo 1 na amostra estudada,
além do menor tempo de doenca apresentado pelos participantes, em comparagdo com o
estudo de Tong e colaboradores.

Além disto, Moemen e colegas (2013) postulam que o estudo conduzido por Tong
levou em consideracdo também vasculopatias renais em diabéticos e que a EPO pode
apresentar variagdes que atuam primordialmente em um tipo ou outro de tecido. De fato,
niveis plasmaticos de EPO ndo estdo associados com niveis locais da proteina (WATANABE
ET AL, 2005), o que pode corroborar o postulado desses autores.

Outros pesquisadores (ABHARY ET AL, 2010) também encontraram o haplétipo
GCC como gendtipo de risco para a RD. Da mesma forma que a equipe de Moemen, tal
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estudo também ndo incluiu em sua amostra pacientes com nefropatia diabética, pois apesar de
compartilharem mecanismos vasculares semelhantes, diferentes genes podem estar
envolvidos na etiologia de ambas as doencas.

Portanto, ndo ha ainda consenso na literatura sobre o gendtipo de risco para RD.
Assim, estudos mostram associagdo entre determinado haplotipo para expressdo de EPO e o
risco de desenvolvimento de RD (TONG ET AL, 2008; ABHARY ET AL, 2010; MOEMEN,
2013), para trés SNPs estudados. No entanto, ndo h& concordancia entre as pesquisas
realizadas acerca de qual o gendtipo de risco para RD.

O presente estudo averiguou associacao entre o haplétipo heterozigoto e uma piora
na visdo de cores, indicativa de danos difusos e funcionais na visdo. Os diabéticos
apresentaram piores resultados no teste de visdo de cores, em compara¢do ao grupo controle.
Assim sendo, o resultado obtido foi discrepante daqueles trazidos na literatura especializada.
Novamente, um alelo oposto aqueles indicados em pesquisas anteriores foi associado com a
mesma manifestagdo patoldgica.

Com relagdo a amostra, um dos principais entraves levantados com relacdo a pesquisa
conduzida por Tong e colaboradores (2008) foi a pouca variedade étnica da amostra estudada.
No presente trabalho, tal fator pode ter tido pouca influéncia nos resultados, ja que a amostra
contou com participantes das mais variadas etnias. A coleta de dados foi realizada
primordialmente na cidade de S&o Paulo, local que congrega uma ampla gama de variantes
genéticas. Por ter sido no passado (a ainda ser) um amplo polo imigratério e migratério, a
cidade conta com sujeitos cujo genétipo apresenta maior heterogeneidade em comparagédo
com os locais onde foram conduzidos o0s estudos citados.

O desenho amostral deste estudo abrangeu tanto DM tipo 1 quanto tipo 2. Os
diabéticos tipo 2 apresentaram tanto piores resultados para o teste de visdo de cores quanto
uma maior associacao entre o genétipo TTA/GCC e o pior desempenho na avaliacdo na visdo
de cores. No entanto, o fato da populacdo de DM tipo 1 ter sido pequena na amostra pode ter
influenciado tal resultado. Porém, Abhary e colegas (2010) também ndo encontraram
associacao entre o hapldtipo e o desenvolvimento de RD proliferativa entre pacientes com
DM tipo 1.

Assim, uma das hipoteses que pode explicar este achado esta relacionada com uma
possivel variabilidade na EPO, ou na expressdo da mesma, entre os tipos de DM. Apesar de
compartilharem mecanismos biogquimicos relacionados a hiperglicemia, ambos os tipos de
DM podem apresentar diferentes expressbes de EPO no tecido retiniano. Tong e
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colaboradores (2008) encontraram que a concentragdio de EPO no humor vitreo de
participantes com o alelo de risco TT foi 7,5 vezes maior que entre aqueles com o alelo GG.
No entanto, a associacdo realizada pelos autores levou em consideracdo apenas a variante
genética, sem considerar dados do estudo in vitro. Watanabe e colaboradores (2005)
encontraram niveis significantemente aumentados de EPO no humor vitreo de diabéticos na
presenca de RD, em comparagdo aqueles sem a doenca. Além disto, também demonstraram
que os niveis de VEGF estavam aumentados concomitantemente a RD. Porém, os autores nao
consideraram o tipo de diabetes, apenas a presenca ou nao de retinopatia diabética. Assim
sendo, ndo ha dados que possam corroborar ou refutar uma possivel diferenca nos
mecanismos bioquimicos da EPO em ambos os tipos de DM.

Além disto, divergéncias sobre quais alelos do mesmo SNP sdo associados com o
perfil de risco da mesma doenca ja foram reportados. Assim, Li e colaboradores (2004) e Lin
e colegas (2006) chegaram a alelos distintos para 0 SNP rs3741916 como gendtipo de risco.
Tal SNP pertence ao gene gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase, associado a uma maior
incidéncia de doenca de Alzheimer na populacdo caucasiana (LI ET AL, 2004). Este
fendmeno, caracterizado pela discrepancia de resultados em pesquisas que visam delimitar
um alelo de risco para o desenvolvimento de uma patologia, é conhecido como flip-flop. Pode
ocorrer quando uma associacgao de locus Unico é encontrada, mas em consonancia com efeitos
de multiplos loci, que pode ser confundido como o efeito do locus Unico. Entre os estudos,
também ha variacdes, nas quais a magnitude de associacao entre determinado alelo e a chance
de desenvolver uma patologia varia entre diferentes populagGes. Um Gltimo fator diz respeito
a relacdo entre determinado alelo e o fendtipo, que em muitos casos, sofre interferéncia de
fatores externos, inclusive os ambientais (LIN ET AL, 2006).

Em relacdo ao presente trabalho, a associacdo entre a RD e 0 gendtipo ocorre com
respeito ao SNP rs1617640, cujos efeitos sdo mediados por outros SNPs na mesma regido
alélica, especialmente os SNPs rs507392 e rs551238. Assim, é uma limitacdo deste tipo de
estudo encontrar resultados diferentes para a mesma patologia pesquisada.

A variagdo na expressdo génica entre alelos é ocorre com bastante frequéncia e
frequentemente esta relacionada com susceptibilidade a diversas doengas (HOOGENDOORN
ET AL, 2003). Tong e colaboradores (2008) encontraram uma concentracdo de EPO 7,5
vezes mais elevada no vitreo de ndo diabéticos com genotipo TT, em compara¢do com o
haplétipo GG. Além disto, o0 alelo T causou um aumento na atividade promotora para EPO,
ndo observada quando tal SNP foi eliminado via delecdo ou substituicdo de T por outras
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bases. A substituicdo de T por G levou a uma menor expressao do que a delegéo, o que pode
ser indicativo de que o G possua um papel protetivo para a expresséo de EPO.

Na pesquisa por nos conduzida, ndo foi apontada diferenca entre os genétipos com
relacdo ao desempenho no teste de visdo de cores. Desta forma, 0 aumento de EPO néo esta
relacionado a processos degenerativos na retina de pessoas sem DM. De fato, o aumento de
tal hormonio pode representar uma vantagem, especialmente para atletas. Sendo promotor
para a expressao proteica que leva a angiogénese, o gene EPO € um polimorfismo de melhora
de desempenho (PEP- do inglés, performance enhancing polymorphism), j& que aumenta a
capacidade oxigenativa nos tecidos. Tanto que a utilizacdo da EPO no esporte foi proibida em
1987, sendo considerada a partir de entéo, doping (BENTO ET AL, 2003; RIBEIRO, 2013).
Em estudo realizado com 123 atletas corredores da cidade de Brasilia, Ribeiro (2013)
encontrou que heterozigotos para o SNP rs1617640 obtiveram uma vantagem aerobica,
enquanto que o gendtipo GG possui desvantagem neste quesito. Além disto, 0 mesmo
trabalho encontrou maior resposta ao 6leo de pequi, um poderoso oxidante, naqueles atletas
com o genotipo TT para diversos marcadores sanguineos. Ja no plaquetograma, tal pesquisa
encontrou valores de respostas significativos apenas entre os individuos com genotipo TT ou
TG. Os dados da pesquisa citada sdo compativeis com nossas observacbes, pois 0
heterozigoto obteve o pior desempenho entre os grupos. Ou seja, enquanto o perfil
heterozigoto para o gene EPO é um fator potencialmente patogénico na DM, com relacdo a
individuos sem a doenca, € uma vantagem.

Tanto Moemen e colegas (2013) quanto Tong e pesquisadores (2008) referiram-se
primordialmente aos homozigotos para os SNPs estudados. Ou seja, ao se estudar o haplétipo
ao invés do SNP, pudemos obter um perfil global de associacdo entre o gene EPO e danos
neurais avaliados em teste de visdo de cores. Sendo assim, 0 genotipo heterozigoto pode nao
ter sido parte do recorte dado por tais trabalhos, que visavam encontrar qual o alelo de risco
para as complicacgdes relacionadas & RDP. Da mesma forma, Abhary e colaboradores (2010)
referiram-se especificamente ao alelo de risco. Desta maneira, pode-se considerar que sujeitos
heterozigotos possuem tanto o alelo de risco indicado na pesquisa conduzida por Tong
(2008), quanto o alelo indicado nas outras pesquisas.

Outro achado que corrobora a hipotese de que a alta expressao de EPO apenas se
torna patogénica na ocorréncia de DM relaciona-se com o fato de que ndo houve diferenca
entre o resultado dos controles, mesmo quando considerado os antecedentes familiares para
DM. Ou seja, apenas apo6s a instalagdo do quadro hiperglicémico é que alteracfes na visdo de
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cores podem ser vistas, ja que é de se supor que dentre uma amostra de 58 controles com
antecedentes familiares de até segundo grau, uma parcela ira desenvolver DM no futuro.
Sendo assim, pode haver uma correlacdo entre a hiperglicemia e a modulacéo da EPO na RD,
0 que sugere um papel epigenético e ambiental importante na expressao do genotipo de risco
para tal patologia. Faz-se necessério entdo a continuidade dos estudos que visem elucidar a
relacdo entre fatores bioquimicos patoldgicos e a genética no desenvolvimento das
complicacdes relacionadas a DM.
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9. CONCLUSOES
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Desta forma, conclui-se que dentre a populacdo de diabéticos, o haplétipo
TTA/GCC esteve associado a uma piora no desempenho do Teste Trivector, para 0s €ixos
protan e tritan. Os melhores resultados foram obtidos entre aqueles com o genétipo GCC, o
que pode sugeri-lo como gendtipo protetivo. Assim, na amostra estudada, o haplétipo
heterozigoto é associado com uma piora no desempenho dos testes de visdo de cores,
enguanto que o haplotipo GCC € tido como fator protetivo da viséo.

Além disso, para os controles, ndo houve diferenca entre os gendtipos, nem

mesmo para aqueles com antecedentes familiares de DM.
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ANEXO A-

INSTITUTO DE PSICOLOGIA g
DA UNIVERSIDADE DE SAO
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Associacdo enftre gendtipo de rsco para Retinopatia Diabética Prolferativa e disfungdo
wisual precoce
Pesquisador: Livia Soledade de Moraes Rego

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genéfica Humana que nio necessita de anslise
£tica por parte da COMER;);

Versao: 2
CAAE: 25275613.1.0D00.5561
Instituigdo Proponente: UNINVERSIDADE DE SAQ PAULD

Patrocinador Principal: FUNDACAD DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAD PAULD
MINISTERID DA EDUCACAD
MINISTERKD DA CIENCIA, TECHOLOGIA E INOVACAD

DADDS DO PARECER

Mumero do Parecer: 615,054
Data da Relatoria: 1410£/2014

Apresentagdo do Projeto:

Projeto de mestrado, & uma pesquisa envolvendo Genética Humana, tem apoio financeiro da FUNDACAD
DE AMPARD A PESQUISA , DO ESTADD DE SA0 PAULD, MINISTERIO DA EDUCAZAD & MINISTERIO
DA CIENCIA, TECHOLOGIA E INOVACAD cusio da pesquisa RE 20.000.56. A Retinopatia Diabetica (RD) &
a complicagio mais comum do Diabetes Mellitus (DM) e uma das principais causas mundiais de cegueira
em adultos, com alguns trabalhos indicando incidéncia em 50% dos pacientes com 15 anos de diagnastico
de diabetes. O presente projeto busca verificar a associagio entre determinados gendtipes apontados como
sendo de risco para o desenwolimento da RD e lesdes da fungdo neural, verficadas atraves de alteragbes
na visao de cores, em pacientes com Diabetes Mellitus Tipo 2. Mumero de participantes 100; divididos da
seguinte forma: Grupo Controle 40; Diabétices com Retinopatia Diabética (DMCRD)30 & Diabéticos sem
Retinopatia Diabética (DMSRD)30.

Critério de Inclus3o:

Para participagae no grupo expenmental de Diabéticos sem RD: concondancia com o Termo de
Consentimento Livre & Esclarecido apresentado; auséncia de opacidade dos meios dplicos.auséncia

Enidamsga:  Av. Prof. Melo Moraes, 1721 - Bl "G" sala 27

Balrro: Cidade UnhversEsris CEP: ps.spe-a3o
UF: o3P Munlsiplo: SAQ FAULG
Telefome:  [19)3091-4182 E-mall: c=ph.ingusp.br

Piigira 74 ds 04
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7" Plaboforma MINISTERIO DA SAUDE - Conselho Nacional de Sade - Comissao Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP

}k J
YA Grasil FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
1. Projeto de Pesquisa: 2. Nimero de Participantes da Pesquisa:
Associagao entre gendtipo de risco para Retinopatia Diabética Proliferativa e disfungao visual 100
recoce

3. Area Temética:
Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de andlise ética por parte da CONEP;)

4. Area do Conhecimento:
Grande Area 4. Ciéncias da Satde

PESQUISADOR RESPONSAVEL

5. Nome:

Livia Soledade de Moraes Rego

6. CPF: 7. Enderego (Rua, n.°):

315.268.728-11 PROFESSOR MELLO DE MORAIS, 1235 BUTANTA Bloco D, apto 305 SAO PAULO SAO PAULO
05508030

8. Nacionalidade: 9. Telefone: 10. Outro Telefone: 11. Email:

BRASILEIRO (11)3091-1914 livia.rego@usp.br

12. Cargo:

Termo de Compromisso: Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Resolugdo CNS 466/12 e suas complementares, Comprometo-me a
utilizar os materiais e dados coletados exclusivamente para os fins previstos no protocolo e a publicar os resultados sejam eles favoraveis ou ndo.

) ”
pata:_ |4 s 12 /Wém ;XJ:)(—-hldi

Assinatura
INSTITUICAO PROPONENTE
13. Nome: 14. CNPJ; 15. Unidade/Orgao:
UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO 63.025.530/0010-03 UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

16. Telefone: 17. Outro Telefone:

Termo de Compromisso (do responsavel pela instituigao ): Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Resolugdo CNS 466/12 e suas
Complementares e como esta instituigdo tem condigdes para o desenvolvimento deste projeto, autorizo sua execugao.

Responsavel: M ’( <& é—/m////?/ CPF: AZ)ZZ’ 703‘ BKJLN (fq
Cargo/Fungao: (/-’/{/?74 p’é’ sbﬁ/ﬂ*/f% /7/’17///’

Data: /., 7 / / °d / /3 %
/ «/ Assinfatura

PATROCINADOR PRINCIPAL




18. Nome: 19. Telefone; 20. Outro Telefone:
5560 FUNDACAQ DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO
DE SAQ PAULO

Termo de Compromisso: Declaro que conhego e cumprirei 0s requisitos da Resolugdo CNS 466/12 e suas complementares. Comprometo-me a
utilizar os materiais e dados coletados exclusivaments para os fins previstos no nrotacaln e a nuhblicar ne rasiltadss sejam &les favordveis ou ndo.
Aceilto as responsabilidades pela condug&o cientifica do projeto acima.

/

Nome: y G Q& | J A ‘ CPF:

Cargo/Fungéo: \ \ Email;

Data: ’18 TN 7 12013




ANEXO B-

E 5 Universidade de Sao Paulo

Instituto de Psicologia
Departamento de Psicologia Experimental

Setor de Eletrofisiologia e Psicofisica Visual Clinica

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ASSOCIACAO ENTRE GENOTIPO DE RISCO PARA RETINOPATIA DIABETICA
PROLIFERATIVA E DISFUNGCAO VISUAL PRECOCE

Pesquisadores: Livia Soledade de Moraes Rego, Mariana Fernandes Yamamoto,
Valéria Duarte Garcia, Liga de Controle do Diabetes do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S3o Paulo, Prof2 Dr2 Daniela M. O. Bonci,
Prof2 Dr2 Mirella Gualtieri, Prof2 Dr2 Dora Selma Fix Ventura.

Vocé estd sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa que tem como objetivo
identificar possiveis predisposicbes genéticas ao desenvolvimento da retinopatia diabética. Em
primeiro lugar, vocé passara por um exame computadorizado de visdo de cores. Depois, faremos a
coleta de uma pequena amostra de sangue (3 ml), realizada por enfermeira graduada e habilitada.
Nés cuidaremos para que todos os procedimentos de seguranca e higiene sejam cuidadosamente
efetuados. A amostra de sangue sera totalmente utilizada (ndo haverd descarte de sangue), para
extracdo e andlise de DNA. Os riscos que envolvem a coleta de sangue venoso (das veias) sdo:
formacao de hematoma local, pungado acidental de artéria, infeccao, dor e lesdo de nervo préximo
ao local de puncdo. Seu nome ou qualquer outra informagao que possam identifica-lo ndo serao
revelados publicamente.

Vocé podera deixar de participar desta pesquisa a qualquer momento se assim o desejar,
sem que isso acarrete qualquer prejuizo. Também terd acesso a qualquer momento as informacgdes
de

Sua participacdo ndo serd remunerada e é totalmente voluntdria. Este termo deverad ser
impresso e assinado em duas vias: uma ficard com vocé e a outra serd anexada ao projeto, como
comprovacao documental. Nos casos de duvidas estaremos disponiveis nos telefones abaixo:

e Livia Soledade de Moraes Rego: (11) 97485-9671. E-mail: livia.rego@usp.br;

e Profa. Dra. Mirella Gualtieri (Orientadora do Projeto): (11) 3091-8611. E-mail: mirellag@usp.br

e Silvia A. Sochiarelli (CEP-IP-USP): (11) 3091-4182. E-mail: ceph.ip@usp.br;
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L J Ap0s ter lido as informacgdes acima (ou alguém ter lido para vocé):

Estou ciente de todos os procedimentos a que serei submetido e autorizo a utilizacao de meus

resultados para a pesquisa.

Termo de Consentimento Pds-Esclarecido

TN ,
Declaro que, ap6s convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi

explicado, consinto em participar do presente Projeto de Pesquisa.

Sao Paulo, ..... de ... de 201....

Assinatura da participante da pesquisa

Prof2 DraMirella Gualtieri

Livia Soledade de Moraes Rego
Orientadora — IP -USP

Pesquisadora
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ll J Universidade de Sdo Paulo

Instituto de Psicologia
Departamento de Psicologia Experimental
Setor de Psicofisica e Eletrofisiologia Visual Clinica

FICHA:

GRUPO:

DATA:

DADOS PESSOAIS:

NOME:

IDADE: |:| ANOS

ENCAMINHAM

ENTO:

DATA DE NASCIMENTO: /

SEXO[ ¢ | [ wm

ENDERECO:

BAIRRO:

CEP:

TELEFONE:

PROFISSAO:

CIDADE:

()

ceL: ()

| PROFISSAO ANTERIOR: |

EMAIL:

AVALIACAO IN

ICIAL

AV

FO

BIO

RX

HISTORICO DE SAUDE

1.ETILISMO:

SIM

FREQUENCIA:

TIPO:

HA QUANTO TEMPO?

ias/Meses/Anos

2.TABAGISMO:

SIM

NAO | HA QUANTO TEMPQ?

FREQUENCIA:

TIPO:

3. DIABETTES:

SIM

ias/Meses/Anos

TIPO:

HA
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INSULINO DEPENDENTE?

SIM NAO

MEDICAGOES EM USO:

COMPLICAGOES RELACIONADAS:

HISTORICO FAMILIAR?

SIM

NAO

PARENTESCO:

GLICOSE DIA TESTE:

mg/d| GLICOSE PRONT. HC:

HBAlc: MC:

mg/dI

4. HIPERTENSAO? | SIM

MEDICACOES EM USO:

HISTORICO FAMILIAR:

SIM

PARENTESCO:

5. SINDROMES REUMATOLOGICAS?

SIM NAO QUAL?

MEDICACOES EM USO:

6. DOENGA NEUROLOGICA? TRAUMA CRANIANO? | SIM NAO

TRATAMENTO NEUROLOGICO? | SIM

HA

NAO | HA

7. CONTATO COM PRODUTOS QUIMICOS? | sim NAO

PERIODO

OBSERVACOES:

EXAMINADOR:

DATA DE EXAME:
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