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RESUMO

OBJETIVO: Investigar o efeito de polimorfismos dos genes CFH, LOC387715 e
VEGF na resposta ao tratamento da degeneragdo macular relacionada a idade

(DMRI) exsudativa com os antiangiogénicos bevacizumabe e ranibizumabe.

METODO: Foram avaliadas a acuidade visual (AV) e a espessura macular central
(EMC) de pacientes com DMRI exsudativa antes e um, trés e seis meses apds o
inicio do tratamento com trés injegdes consecutivas, e com intervalo mensal, de
bevacizumabe ou ranibizumabe. A genotipagem foi realizada através da técnica de
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real para determinacdo dos seguintes
polimorfismos: rs1061170 (CFH), rs10490924 (LOC387715) e rs1413711 (VEGF).

RESULTADOS: Um total de 95 olhos de 95 pacientes foi incluido. Para os
polimorfismos rs7061170 do gene CFH e rs10490924 do gene LOC387715, nao
houve diferenga, em nenhuma das visitas, quando a melhora média da AV e da
EMC foi comparada entre os genotipos (p>0,05). Para estes dois genes, ndo houve
diferenga entre os gendtipos quando a melhora da AV 2 trés linhas foi avaliada
(p>0,05). Para o polimorfismo rs71413711 do gene VEGF, portadores do gendtipo TT
apresentaram, com um e trés meses, melhora média da AV superior aos demais
(p=0,02 e p=0,03, respectivamente). Um maior numero de portadores do genaotipo
TT apresentou melhora da AV = trés linhas no primeiro més (p=0,005). Nao houve
diferenca, em nenhuma das visitas, quando a melhora média da EMC foi comparada
entre os genotipos (p>0,05). Para os trés genes estudados, ndo houve diferencga

quanto ao numero de inje¢des intravitreas necessarias (p>0,05).

CONCLUSAO: Para os polimorfismos rs1061170 do gene CFH e rs10490924 do
gene LOC387715, ndao houve diferengca de resposta entre os gendtipos. Para o
polimorfismo rs1413711 do gene VEGF, pacientes homozigotos para o alelo de risco

apresentaram melhor resposta terapéutica aos antiangiogénicos.

PALAVRAS-CHAVE: Degeneragdo macular exsudativa; genética; polimorfismo;

inibidores da angiogénese.



ABSTRACT

PURPOSE: To investigate the role of CFH, LOC387715 and VEGF gene
polymorphisms on the outcome of antiangiogenic treatment for neovascular age-

related macular degeneration (AMD) with bevacizumab and ranibizumab.

METHOD: Best-corrected visual acuity (VA) and central macular thickness (CMT)
were measured before and one, three and six months after bevacizumab or
ranibizumab loading dose (three consecutive injections with 1 month interval) had
been initiated. The patients were genotyped for three single nucleotide
polymorphisms: rs1061170 in the CFH gene, rs10490924 in the LOC387715 gene
and rs1413711 in the VEGF gene.

RESULTS: A total of 95 eyes of 95 patients were included in the study. For the CFH
rs1061170 and LOC387715 rs10490924 polymorphisms, when the mean
improvement of VA and CMT was compared between the different genotypes, no
statistically significant difference was noted in any of the visits. For both genes, there
was no difference when a VA improvement = three lines was evaluated (p>0,05). For
the VEGF rs1413711 polymorphism, patients homozygous for the risk allele showed,
at the first and third month, greater mean VA improvement than the others (p<0.05).
A VA improvement = three lines at the first month was also greater for this group of
patients (p=0,005). There was no difference when the mean CMT improvement was
compared between the VEGF genotypes (p<0,05). For the three studied genes, there
was no statistically significant difference when the mean number of intravitreal

injections required was evaluated.

CONCLUSION: For the CFH rs1061170 and LOC387715 rs10490924
polymorphisms, there was no difference in response between genotypes. For the
VEGF rs1413711 polymorphism, patients homozygous for the risk allele showed
better response to anti-VEGF therapy for neovascular AMD.

Keywords: Exudative age-related macular degeneration; genetics; polymorphisms,
angiogenesis inhibitors.
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1 INTRODUCAO




A degeneragdo macular relacionada a idade (DMRI) é uma doenca
coriorretiniana progressiva que acomete a macula, sendo considerada a principal
causa de cegueira legal em paises desenvolvidos (KLEIN et al., 2004). Nos Estados
Unidos, a prevaléncia da doenga em pacientes com mais de 40 anos é de 6,5%
(KLEIN et al., 2011). No Brasil, ndo ha estudos epidemiologicos adequados para se
estabelecer a real prevaléncia da doenca. Contudo, baseando-se nos dados
americanos e no Censo de 2010, é possivel supor que existam cerca de 4.150.000
portadores de DMRI no pais (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA, 2010).

A fase inicial da doenca € caracterizada por irregularidades (hiper ou
hipopigmentagdo) do epitélio pigmentado da retina (EPR) e pela presenga de
depositos amarelos sub-retinianos, denominados drusas. Estas lesbes podem se
tornar confluentes e causar descolamentos drusendides do EPR, que podem, por
sua vez, progredir para atrofia geografica ou, menos comumente, para uma forma
exsudativa ou neovascular. Tanto a atrofia geografica quanto a forma exsudativa
representam estagios tardios da DMRI. A atrofia geografica € caracterizada por uma
hipopigmentagao bem delimitada, de qualquer tamanho no centro da macula ou com
pelo menos 350 ym de diametro em uma area fora da regido central. A forma
exsudativa acomete cerca de 15% dos pacientes e € caracterizada pela presencga de
uma membrana neovascular sub-retiniana (MNSR). Extravasamento de soro e/ou
sangue surgem, secundariamente, devido a alteragbes estruturais da propria
membrana e dos tecidos adjacentes a ela, ocasionando perda irreversivel dos
fotorreceptores e consequente baixa acuidade visual (AV) (SEDDON et al., 2006;
NEHEMY, 2006). Posteriormente, uma cicatriz disciforme pode se formar no local.
Uma classificagéo recente, proposta por SEDDON et al. (2006), divide a maculopatia
em 5 estagios de acordo com uma descricdo mais detalhada dos achados
fundoscopicos (anexo A).

A patogénese da DMRI ainda nao é totalmente conhecida. No entanto, varias
teorias tém sido descritas, incluindo peroxidacao lipidica, processo inflamatério e
alteragao do sistema imune (NOWAK, 2006). A DMRI é considerada, atualmente,
uma doenga complexa e multifatorial, causada pela interagdo de fatores ambientais
com multiplos genes (HADDAD et al., 2006). O tabagismo e a obesidade s&do os



principais fatores de risco modificaveis ja demonstrados (CLEMONS et al., 2005).
Raca branca, idade avancgada, dieta e hipertensao arterial sistémica sdo exemplos
de outros fatores de risco para a doenca (SEDDON et al., 2006; AGE-RELATED
EYE DISEASE STUDY RESEARCH GROUP, 2000). Além de determinantes
ambientais, existe forte evidéncia de que determinados polimorfismos genéticos
desempenhem um importante papel no desenvolvimento da DMRI. Define-se
polimorfismo genético como a ocorréncia de multiplos alelos em um /ocus, no qual
pelo menos dois alelos aparecem com frequéncia superior a 1% na populagao.
Entende-se por locus o local ocupado por um gene em um Cromossomo e
entendem-se por alelos os genes correspondentes de dois cromossomos homologos
(THOMPSON et al.,1993).

Uma variagdo no gene fator de complemento H (CFH), localizado no
cromossomo 1932, representa um dos polimorfismos genéticos mais estudados na
DMRI. Este polimorfismo (rs70671170, também denominado T771277C ou Y402H)
representa a substituicdo de timina por citosina no nucleotideo 1277 e provoca a
consequente troca de tirosina por histidina na posicao 402 da proteina CFH. Esta
proteina atuaria inibindo as vias classica e alternativa do sistema complemento.
Assim, sua auséncia ou baixa atividade poderia ativar este sistema, servindo como
um estimulo inflamatério para o desenvolvimento da DMRI (EDWARDS et al., 2005;
HAINES et al.; 2005; DONOSO et al., 2006; BOON et al., 2008; TEIXEIRA et al.,
2010).

Um outro polimorfismo (rs710490924, também denominado A69S) do gene
LOC387715 (também conhecido como ARMS2), localizado no cromossomo 10926,
leva a uma substituigdo do aminoacido alanina por serina na posi¢cao 69 da proteina
codificada e também estda associado a uma maior susceptibilidade ao
desenvolvimento da DMRI (RIVERA et al. 2005; SHULER et al. 2010). Entretanto, a
funcdo desta proteina ndo € bem conhecida, embora alguns estudos sugiram que
ela esteja relacionada a fun¢ao das mitocondrias (KANDA et al., 2007; FRISTCHE et
al., 2008). Sabe-se que a disfuncdo desta organela celular esta relacionada ao
desenvolvimento da DMRI (JARRETT et al., 2010).



Outros trabalhos observaram que ha risco aumentado de desenvolvimento da
doenga, especialmente quando os polimorfismos rs1061170 (Y402H) do gene CFH e
rs10490924 (A69S) do gene LOC387715 estdo presentes em individuos tabagistas
e/ou obesos (SCHAUMBERG et al., 2007). Também ja foi demonstrado que estes
polimorfismos estdo independentemente relacionados a progressao dos estagios
iniciais para as formas avangadas da doenca (SEDDON et al., 2007).

Alguns estudos sugeriram, ainda, que polimorfismos do gene fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF), responsavel pela codificagdo da proteina
de mesmo nome, poderiam estar relacionados a patogénese da DMRI (CHURCHIL
et al., 2006; HAINES et al., 2006; JANIK-PAPIS et al., 2009; YU et al., 2011). No
entanto, alguns estudos ndo encontraram associagdo entre esta doenca e os
polimorfismos do gene VEGF (RICHARDSON et al., 2007; BOEKHOORN et al.,
2008). O VEGF ¢é uma proteina mediadora da neovascularizacdo e da
permeabilidade vascular, sendo sua expressdo aumentada em condi¢gdes de hipoxia
(TAMMELA et al., 2005). Polimorfismos deste gene ja foram associados a niveis
aumentados da proteina VEGF, tanto no sangue (RENNER et al., 2000; PETROVIC
et al., 2008) quanto no vitreo (PETROVIC et al., 2008).

Estudos conduzidos no Setor de Retina e Vitreo do Hospital Sdo Geraldo e
no Instituto da Visdo demonstraram que os polimorfismos rs7061170 (Y402H) do
gene CFH, rs10490924 (A69S) do gene LOC387715 e rs1413711 (também
denominado C674T) do gene VEGF estdo associados a um maior risco de
desenvolvimento de DMRI na populacéo brasileira. Para o polimorfismo rs1061170
(Y402H) do gene CFH, observou-se uma prevaléncia de 42,2% do gendtipo CC
entre pacientes com DMRI, comparada com 11,4% entre os controles (p < 0,0001),
enquanto que para o polimorfismo rs10490924 (A69S) do gene LOC387715,
verificou-se uma prevaléncia de 24,2% do gendtipo TT entre pacientes com DMRI,
comparada com 7,1% entre os controles (p < 0,0001) (NEHEMY et al., 2010). Para o
polimorfismo rs1413711 (C674T) do gene VEGF, verificou-se uma prevaléncia de
18,1% do gendtipo TT entre pacientes com DMRI, comparada com 5,8% entre os
controles (p < 0,002) (ALMEIDA et al., 2011). Todos estes resultados sugerem que
os polimorfismos citados dos gene CFH, LOC387715 e VEGF estdo associados a
DMRI em pacientes brasileiros.



Outros polimorfismos genéticos, como, por exemplo, aqueles envolvendo o
gene da lipase hepatica, o fator de complemento B, o componente do complemento
2, 0 HTRA-1 e o CX3CR1, também tém sido associados a DMRI (TUO et al., 2004;
GOLD B et al., 2006; YANG et al., 2006; SPENCER et al, 2007; SEDDON et al.,
2010). Alguns destes polimorfismos podem ser protetores, conferindo um menor
risco de desenvolvimento da doenga (GOLD B et al., 2006; SPENCER et al, 2007;
SEDDON et al., 2010).

Nos ultimos anos, alguns avangos tém sido obtidos na prevengdo da DMRI e
no tratamento da sua forma exsudativa. Um importante estudo multicéntrico,
denominado Age-Related Eye Disease Study (AREDS) , demonstrou que a ingestao
de uma combinagdo de vitamina C, betacaroteno, vitamina E, zinco e cobre é
benéfica para alguns portadores de DMRI, reduzindo o risco de progressao para as
formas avangadas da doenca (AGE-RELATED EYE DISEASE STUDY RESEARCH
GROUP, 2001).

Estudos multicéntricos randomizados demonstraram, previamente, que, para
membranas subfoveais, a terapia fotodinamica (PDT), utilizando a verteporfina, pode
ser eficaz (TAP STUDY GROUP, 1999; VERTEPORFIN IN PHOTODYNAMIC
THERAPY STUDY GROUP, 2001). Entretanto, os resultados deste tratamento s&o
limitados, na medida em que apenas reduzem o risco de perda da visdo, sendo
raros os casos em que ha melhora de AV (TAP STUDY GROUP, 1999;
VERTEPORFIN IN PHOTODYNAMIC THERAPY REPORT 2, 2001; STERNBERG &
LEWIS, 2004). O uso da triancinolona, por via intravitrea e associado a PDT, tem
possibilitado melhores resultados e menor necessidade de retratamento (SPAIDE et
al., 2005).

Novos conhecimentos dos mecanismos fisiopatologicos envolvidos no
desenvolvimento da forma exsudativa criaram um novo paradigma no tratamento da
DMRI, qual seja, a intervengéo no processo de formagdo da MNSR. Trata-se de um
grande avango, na medida em que permite, ndo apenas a ablacdo da membrana ja
formada, com suas inevitaveis sequelas, mas também a inibicdo do seu crescimento

(NEHEMY, 2006). Neste contexto, a aplicag&o intravitrea dos agentes anti-VEGF,



como o bevacizumabe e o ranibizumabe, é considerada, atualmente, o padrao-ouro
para o tratamento da DMRI exsudativa (OZKIRIS, 2010). A inibicdo do VEGF resulta
na reducdo do extravasamento liquido da membrana, o que pode melhorar
parcialmente a AV (GRAGOUDAS et al., 2004; EYETECH STUDY GROUP, 2003).
Alguns pacientes, no entanto, respondem mal a este tratamento, mostrando

resisténcia aos antiangiogénicos (LUX et al., 2007).

Estudos genéticos tém sido conduzidos com o intuito de avaliar se a resposta
aos diferentes tipos de tratamento da DMRI esta associada a esses fatores
(BRANTLEY et al., 2007; KLEIN et al., 2008; BRANTLEY et al., 2009). Embora o
polimorfismo rs1061170 (Y402H) do gene CFH esteja fortemente associado ao
desenvolvimento da DMRI, ainda n&o esta estabelecido se algum genotipo estaria
relacionado a resposta terapéutica (NAKATA et al, 2011). Com relagdo ao
polimorfismo rs10490924 (A69S) do gene LOC387715, a maioria dos poucos
trabalhos ja realizados nao observou diferenga estatisticamente significativa entre os
genotipos e a resposta ao tratamento da DMRI exsudativa (BRANTLEY et al., 2007,
BRANTLEY et al., 2009). Para o gene VEGF, diversos polimorfismos ja foram
avaliados, com resultados controversos (IMMONEN et al., 2010; TSUCHIHASHI et
al., 2011). Apenas um trabalho avaliou o efeito do polimorfismo rs1413711 (C674T)
deste gene nos resultados terapéuticos, ndo tendo sido encontrada qualquer
associagao (KLOECKENER-GRUISSEM et al., 2011).

Considerando estes fatos, o presente trabalho foi idealizado com o objetivo de
avaliar, em uma mesma amostra, a associacdo dos polimorfismos rs7061170
(Y402H) do gene CFH, rs10490924 (A69S) do gene LOC387715 e rs1413711
(C674T) do gene VEGF com a resposta terapéutica da DMRI exsudativa aos

antiangiogénicos bevacizumabe e ranibizumabe.



2 REVISAO DA LITERATURA




Apos a identificagdo da relagdo do polimorfismo do gene CFH com a DMRI
em 2005 (EDWARDS et al., 2005; HAINES et al.; 2005), inumeros estudos tém sido
realizados com o intuito de investigar a associagcéo de polimorfismos genéticos com
o desenvolvimento da DMRI e com a resposta aos seus diferentes tratamentos. Até
o momento, os principais genes associados foram o CFH, o LOC387715 e, mais
recentemente, o VEGF. Por esta razdo, para os propositos deste trabalho, serdo
revisados os estudos que avaliaram a relagdo dos polimorfismos destes trés genes
com a resposta terapéutica da DMRI.

Os principais polimorfismos avaliados nos estudos genéticos estdo abaixo
relacionados, juntamente com a especificacdo dos alelos ancestrais e dos alelos de

risco:

- Gene CFH: Polimorfismo Y402H (rs1061170)
Alelo T: alelo ancestral
Alelo C: alelo de risco

- Gene LOC387715: Polimorfismo A69S (rs10490924)
Alelo G: alelo ancestral
Alelo T: alelo de risco

- Gene VEGF: Polimorfismo C674T (rs1413711)
Alelo C: alelo ancestral
Alelo T: alelo de risco

2.1 Polimorfismos genéticos e a resposta ao tratamento preventivo da DMRI

com vitaminas e antioxidantes

KLEIN et al. (2008) fizeram uma analise retrospectiva dos participantes do
estudo AREDS, com o intuito de investigar a possivel associagdo de polimorfismos
genéticos com a resposta ao uso oral de agentes antioxidantes e zinco. O AREDS
envolveu 4757 participantes de 11 centros clinicos e determinou que uma
combinagdo de zinco com antioxidantes (betacaroteno, vitamina C e vitamina E)

reduziu em 25% a chance de desenvolvimento da DMRI ao longo de cinco anos e



em 19% a chance de perda visual grave em individuos considerados de alto risco
para o desenvolvimento das formas avangadas da doenca. Foi observada uma
associagao entre o polimorfismo Y402H (rs1061170) do gene CFH e a resposta a
suplementagao oral com zinco e antioxidantes, ao se demonstrar que pacientes com
0 gendtipo de risco apresentaram piores resultados (p = 0,03). Nao houve interagao
entre o polimorfismo A69S (rs10490924) do gene LOC387715 com a resposta ao
tratamento empregado.

2.2 Polimorfismos genéticos e a resposta ao tratamento da DMRI exsudativa

com a PDT

Outros autores avaliaram o efeito dos polimorfismos dos genes CFH,
LOC387715 e VEGF na resposta a PDT. Os resultados revelaram-se controversos,

como demonstrado a seguir.

Em 2007, foi realizado um estudo envolvendo 88 pacientes portadores de
DMRI e tratados com PDT para investigar a eventual associagdo entre o
polimorfismo Y402H (rs1061170) do gene CFH e a resposta ao tratamento.
Observou-se que a propor¢ao de pacientes que responderam ao tratamento foi de
69,2% entre os homozigotos para o alelo de risco, de 68,0% entre os heterozigotos e
de 58,3% entre os pacientes homozigotos para o alelo ancestral (p = 0,520). Desta
forma, o polimorfismo estudado ndo modificou o resultado do tratamento realizado
(SEITSONEN et al., 2007).

GOVERDHAN et al. (2008) fizeram a analise do polimorfismo Y402H
(rs7061170) do gene CFH em 27 pacientes com DMRI e tratados com PDT. Estes
pacientes apresentaram periodo de seguimento de até 15 meses. Desses, 70,4%
possuiam o alelo de risco do CFH, enquanto 52,3% daqueles que nao precisaram
tratamento apresentavam este alelo (p = 0,011). Os autores concluiram que
homozigotos para o alelo de risco tinham maior chance de necessitar PDT (p =
0,015). Além disso, o grau de perda visual apos o tratamento foi maior neste grupo
(p = 0,038), evidenciando uma pior resposta ao tratamento para estes pacientes.



CHOWERS et al. (2008) avaliaram 143 pacientes portadores de DMRI
exsudativa tratados com PDT. Os autores verificaram se o polimorfismo A69S
(rs10490924) do gene LOC387715 estaria relacionado tanto a DMRI exsudativa
quanto a resposta ao seu tratamento. Homozigotos para o alelo T tiveram maior
chance de apresentar essa forma da doenga (OR = 8,6; 1Cgs% = 3,2 - 35,7). No
entanto, ndo houve associacdo entre esse polimorfismo e a resposta a PDT.
Também n&o houve diferenga estatisticamente significativa entre os gendtipos

guanto ao numero de sessdes de tratamento necessarias.

BRANTLEY et al. (2009) também avaliaram a possivel associagdo entre os
polimorfismos Y402H (rs1061170) do gene CFH e A69S (rs10490924) do gene
LOC387715 e a resposta ao tratamento com PDT. Foram analisados 69 pacientes
com DMRI tratados por este método. Para o gene CFH, observou-se que pacientes
homozigotos para o alelo ancestral (TT) tinham pior resposta a PDT do que aqueles
portadores dos gendtipos TC e CC. Com relagdo ao polimorfismo do gene
LOC387715, nao foi observada diferenga estatisticamente significativa entre os

genotipos e a resposta terapéutica.

Um outro estudo, envolvendo 273 pacientes com DMRI exsudativa, nao
mostrou associagdo entre o polimorfismo Y402H (rs1061170) do gene CFH e a
resposta a PDT. Esta avaliagao retrospectiva mostrou que a frequéncia do genaotipo
CC entre os 75 pacientes que apresentaram boa resposta a PDT foi menor do que
no grupo que nao respondeu a este tratamento. No entanto, a diferenga nao foi
estatisticamente significativa (FENG et al., 2009).

SAKURADA et al. (2010) demonstraram uma associa¢gdo farmacogenética
entre o polimorfismo A69S (rs10490924) do gene LOC387715 e os resultados a
longo prazo apdés a PDT em olhos com vasculopatia polipoidal da cordide. Neste
estudo, que envolveu 71 olhos de 71 pacientes, a PDT foi repetida a cada trés
meses até o desaparecimento dos sinais angiograficos das lesdes ativas. Houve
diferencga estatisticamente significativa na AV ao final de 12 meses de seguimento (p
= 0,002), sendo que pacientes homozigotos para o alelo de risco (TT) apresentaram
pior resultado.



IMMONEN et al. (2010) avaliaram 86 pacientes tratados com PDT e
estudaram a associagéo de trés polimorfismos do gene VEGF (rs699947, rs2146323
e rs3025033) com a resposta a esse tratamento. Demonstrou-se associagao
estatisticamente significativa dos polimorfismos rs699947 e rs2146323 com a
resposta terapéutica. Neste estudo, houve uma maior frequéncia do gendtipo de
risco (CC) entre os pacientes que ndo apresentaram reposta a PDT (p = 0,0008 e p
= 0,0369, respectivamente). Entretanto, os polimorfismos estudados ndo estiveram
associados a presenca da DMRI exsudativa ou ao tamanho da MNSR.

TSUCHIHASHI et al. (2011) ndo mostraram associagdo estatisticamente
significativa entre os polimorfismos rs699947, rs1570360 e rs2010963 do gene
VEGF e a resposta a PDT. Este estudo, que analisou 110 pacientes tratados com
esse método, revelou, no entanto, uma associagao estatisticamente significativa dos
polimorfismos rs1410996 e rs2274700 do gene CFH com a resposta a PDT (p = 5,58
x 107). Diferengas significativas entre os gendtipos foram encontradas no que se
refere ao intervalo de tempo meédio entre o inicio do tratamento e a época de
recorréncia da MNSR. Pacientes homozigotos para o alelo de risco apresentaram

menor intervalo de tempo para recorréncia da doenga que os demais.

2.3 Polimorfismos genéticos e a resposta ao tratamento da DMRI exsudativa

com antiangiogénicos

A partir de 2007, alguns trabalhos comegaram a avaliar a relagdo entre os
polimorfismos genéticos e a resposta terapéutica aos agentes anti-VEGF.

BRANTLEY et al. (2007) conduziram um estudo em que 86 pacientes com
DMRI exsudativa, submetidos a tratamento com bevacizumabe intravitreo em um
dos olhos, foram incluidos. Os polimorfismos Y402H (rs1061170) do gene CFH e
A69S (rs10490924) do gene LOC387715 foram estudados. As inje¢cdes foram
realizadas com intervalos de seis semanas e repetidas até que ndo houvesse mais
sinal de atividade da MNSR. Os pacientes foram acompanhados por um periodo
minimo de seis meses. Os autores demonstraram que pacientes homozigotos para o
alelo de risco do gene CFH (CC) apresentaram pior resultado visual do que
pacientes portadores dos genotipos TC ou TT (p = 0,016). Com relagdo ao gene



LOC387715, ndo foi encontrada diferenga estatisticamente significativa entre os

genotipos e a resposta terapéutica ao bevacizumabe.

Um segundo estudo farmacogenético, conduzido pelo mesmo grupo de
pesquisadores, foi publicado posteriormente. Este trabalho foi realizado com o
objetivo de determinar, através de uma analise retrospectiva, o efeito dos gendétipos
do CFH na resposta ao tratamento com ranibizumabe. Foram avaliados 178
pacientes com DMRI exsudativa em atividade, tratados inicialmente com uma
injecdo intravitrea de ranibizumabe. Injegcbes subsequentes foram realizadas de
acordo com a necessidade e o periodo de seguimento foi de, no minimo, nove
meses. Apenas o polimorfismo Y402H (rs1061170) do gene CFH foi avaliado. Os
autores ndo encontraram diferenga estatisticamente significativa em relacédo a
melhora da AV entre os diferentes gendtipos do CFH. No entanto, ao longo de nove
meses de acompanhamento, pacientes homozigotos para o alelo de risco receberam
aproximadamente uma injeg&o intravitrea a mais que os demais (LEE et al., 2009).

IMAI et al. (2010) encontraram uma associagdo dos polimorfismos Y402H
(rs7061170) do gene CFH e rs699947 do gene VEGF com a melhora da AV apéds o
tratamento com bevacizumabe. Foram estudados 83 pacientes com DMRI
exsudativa, tratados com uma unica injecdo intravitrea de bevacizumabe. Os
pacientes foram acompanhados por um periodo de seis meses. Com relacdo ao
gene CFH, os pacientes heterozigotos (CT) apresentaram pior resposta terapéutica,
quando comparados com pacientes homozigotos para o alelo ancestral (TT), nas
avaliacdes realizadas com um e trés meses apos o tratamento (p=0,00766 e p =
0,00783, respectivamente). Na amostra estudada, ndo houve pacientes portadores
do gendtipo CC. Nao foi observada associagdo entre o gene CFH e alteragdo da
espessura macular central (EMC) um més apdés o tratamento. Com relagdo ao gene
VEGF, houve associagao estatisticamente significativa com a alteragdo da AV
apenas se considerada a avaliacdo realizada um més apos o tratamento. Neste
caso, a frequéncia do alelo de risco foi maior entre pacientes que nao responderam
bem ao tratamento (p = 5,11 x 10). Também n3o houve associacdo entre este gene
e a alteragdo da EMC medida um més apds a injegcédo. Entretanto, a redugdo da
EMC meédia, em pacientes homozigotos para o alelo ancestral do gene VEGF,

apresentou uma tendéncia de ser maior do que naqueles heterozigotos e



homozigotos para o alelo de risco (p = 0,0667). Este mesmo estudo ndo mostrou
correlacdo entre a resposta ao tratamento e os polimorfismos rs20710963 e
rs1570360 desse mesmo gene.

NAKATA et al. (2011) investigaram a associagao entre o gene VEGF e a
resposta terapéutica, tanto ao bevacizumabe intravitreo usado isoladamente quanto
a PDT associada ao uso de triancinolona e bevacizumabe intravitreo. Este trabalho
envolveu 94 pacientes submetidos ao bevacizumabe e 79 pacientes que receberam
a terapia ftriplice. Dos quatro polimorfismos estudados (rs699946, rs699947,
rs3025033 e rs3025035), apenas um (rs699946) apresentou associagao
estatisticamente significativa com a alteragdo da AV 12 meses apods o tratamento,
independentemente dos pacientes terem recebido bevacizumabe isoladamente (p =
0.044) ou tratamento combinado (p = 0.010). Neste caso, pacientes homozigotos

para o alelo ancestral apresentaram pior resposta ao tratamento.

KLOECKENER-GRUISSEM et al. (2011) estudaram os polimorfismos Y402H
(rs7061170) do gene CFH e C674T (rs1413711) do gene VEGF em 267 pacientes
(309 olhos) submetidos ao ranibizumabe intravitreo. Injegdes subsequentes foram
realizadas apenas se os sinais de atividade da les&o estivessem presentes. A AV
destes pacientes foi acompanhada por um periodo de 12 meses, nao tendo sido
encontrada, ao fim deste periodo, associagao entre o polimorfismo estudado do
gene VEGF e a resposta terapéutica. Com relagdo ao polimorfismo do gene CFH,
pacientes com o gendotipo de risco (CC) apresentaram pior resposta ao tratamento
do que aqueles portadores dos genotipos CT e TT (p = 0,005 e p = 0,006,

respectivamente).

NISCHLER et al. (2011) realizaram um estudo prospectivo em que 197
pacientes portadores de DMRI exsudativa foram tratados com bevacizumabe
intravitreo a cada seis semanas, até que nado houvesse mais sinal de atividade da
MNSR. Para o polimorfismo Y402H do gene CFH, observou-se que pacientes
homozigotos para o alelo de risco apresentaram pior resposta terapéutica quando a
AV para perto e para longe foi avaliada (p = 0,042). O percentual de pacientes que
apresentou melhora da AV 2 trés linhas foi maior no grupo dos homozigotos para o
alelo ancestral e no dos heterozigotos, mas de forma nao estatisticamente



significativa (para AV para longe: p = 0,19; para AV para perto: p = 0,13). Além
disso, um menor percentual de pacientes mostrou piora = trés linhas nestes grupos
de pacientes (para AV para longe: p = 0,04; para AV para perto: p = 0,02). Com
relacdo a EMC média, houve melhora estatisticamente significativa para todos os
genotipos. No entanto, ndo houve diferenca entre eles quando a EMC pos-

tratamento foi avaliada.



3 OBJETIVOS




Os objetivos deste trabalho foram:

1)

Investigar a associagéo entre o polimorfismo Y402H (rs1061170) do gene
CFH e a resposta terapéutica da DMRI exsudativa aos antiangiogénicos

bevacizumabe e ranibizumabe.

Investigar a associag&o entre o polimorfismo A69S (rs10490924) do gene
LOC387715 e a resposta terapéutica da DMRI exsudativa aos

antiangiogénicos bevacizumabe e ranibizumabe.

Investigar a associag&o entre o polimorfismo C674T (rs1413711) do gene
VEGF e a resposta terapéutica da DMRI exsudativa aos antiangiogénicos

bevacizumabe e ranibizumabe.



Ve

4 METODO




4.1 Pacientes

Foram avaliados, para inclusdo neste estudo, todos os pacientes portadores
de DMRI, examinados entre 2008 e 2011, no Instituto da Visdo. Dentro de uma
rotina usual de avaliagédo e tratamento, os pacientes foram inicialmente submetidos a
exame  oftalmolégico  completo, incluindo  biomicroscopia, retinografia,
angiofluoresceinografia e tomografia de coeréncia optica (OCT). A angiografia com
indocianina verde foi realizada em casos suspeitos de apresentarem vasculopatia
polipoidal da cordide ou proliferagdo angiomatosa da retina. Os pacientes portadores
de DMRI exsudativa que concordaram com sua participagado no estudo tiveram uma
amostra de sangue coletada para a analise dos polimorfismos genéticos
relacionados a doencga. A classificagdo da DMRI foi feita baseada naquela proposta
por SEDDON et al. (2006) (anexo A). Para efeitos deste trabalho, o grau 3 dessa
classificagdo foi considerado DMRI inicial, enquanto os graus 4 e 5 foram
considerados DMRI tardia. Pacientes portadores dos graus 1 e 2 ndo foram incluidos
neste trabalho.

Os pacientes incluidos neste estudo foram informados a respeito de sua
natureza e assinaram termo de consentimento baseado nas orientagcdes da
Declaragao de Helsinki (anexo B). O projeto foi aprovado pelos Comités de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais e do Instituto da Vis&o (anexo
C).

4.2 Tratamento com injegao intravitrea de antiangiogénicos

Os pacientes foram submetidos a um protocolo de tratamento que incluiu a
realizagdo de trés injegbes intravitreas consecutivas de antiangiogénico, com
intervalo mensal entre elas. Apos a terceira dose, institui-se um protocolo pro re
nata, de modo que o intervalo entre as injecbes poderia variar de acordo com a
necessidade. O numero de inje¢des intravitreas adicionais entre o terceiro e o sexto

més de seguimento foi avaliado de acordo com os gendotipos dos trés genes.

As injegOes intravitreas de agentes anti-VEGF foram realizadas utilizando
bevacizumabe 1,25mg/0,1mL (Avastin®) ou ranibizumabe 0,5mg/0,05mL



(Lucentis®). A opgao por uma dessas drogas foi feita pelo paciente apos explicagéao
pelo médico das diferencas existentes entre elas. As aplicacdes foram realizadas em

bloco cirurgico, com técnica cirurgica padronizada.

Os critérios de retratamento incluiram:

a) Persisténcia ou aumento de liquido intra ou sub-retiniano;
b) Aumento de descolamento do EPR;

c) Piora de pelo menos uma linha de AV;

d) Aparecimento de hemorragia sub-retiniana.

O retratamento foi feito sempre com a mesma droga utilizada nas trés

primeiras injecoes.

4.3 Medida da acuidade visual e da espessura macular central

A resposta ao tratamento foi baseada na AV e na EMC. Os pacientes foram
reavaliados mensalmente durante os primeiros trés meses e a cada quatro a seis
semanas nos meses subsequentes. A melhor AV corrigida e a EMC foram medidas
na primeira consulta e em todas as visitas realizadas apds o inicio do tratamento. A
AV foi obtida através do exame refracional, utilizando-se a tabela de Snellen, de
forma padronizada para todos os pacientes. Para fins estatisticos, a AV foi
convertida para os valores do logaritmo do minimo angulo de resolugéo - logMAR
(anexo D) (HOLLADAY, 1997). Melhora da AV 2 trés linhas foi também analisada.
Para a obtengdo da EMC, foi utilizada OCT de dominio espectral (Spectralis OCT®
[Heidelberg Engineering, Heidelberg, Alemanha]), sendo que a medida foi baseada
no subcampo central de 1mm do mapa de espessura fornecido pelo tomografo. A
segmentacdo automatica dos limites da retina foi utilizada, mas, em casos de erro, a
correcdo manual foi empregada. As medidas da AV, da EMC e o tratamento com

injecdo intravitrea foram realizados por diferentes pesquisadores.

4.4 Critérios de inclusao e exclusao

Os critérios de inclusao foram:

a) lIdade acima de 50 anos;



b) Diagnéstico de DMRI exsudativa confirmado pelos exames
complementares;

c) Acuidade visual melhor ou igual a 20/400 (em caso de DMRI exsudativa
bilateral em que ambos os olhos preencheram os critérios de incluséo,
apenas o olho com pior AV foi incluido);

d) Pacientes que receberam tratamento inicial com trés doses (loading
dose), com intervalo mensal entre elas, de bevacizumabe ou
ranibizumabe;

e) Periodo de seguimento de pelo menos seis meses.

Os critérios de exclusao foram:

a) Tratamento prévio para DMRI exsudativa;

b) Tratamento combinado durante o periodo estudado;

c) Casos de vasculopatia polipoidal da cordide;

d) Realizag&o prévia de vitrectomia posterior;

e) Outras doengas oculares concomitantes capazes de afetar a AV.

4.5 Genotipagem

Inicialmente, amostras de sangue (10 mL) foram obtidas através da puncéo
venosa realizada previamente ao exame de angiofluoresceinografia dos pacientes.
O material foi imediatamente imerso em um tubo estéril contendo EDTA e mantido

em temperatura ambiente.

As amostras foram, em seguida, enviadas ao Laboratorio de Genética da
Faculdade de Medicina da UFMG. A extracdo do acido desoxirribonucléico (DNA)
das amostras de sangue foi realizada através de método padronizado, baseado
naquele previamente descrito por LAHIRI & NURNBERGER (1991).

A genotipagem foi realizada através da técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) em tempo real, que envolve a utilizagdo de um termociclador.
Para sua realizagdo, foram utilizados insumos da Applied Biosystems: TagMan®
SNP Genotyping Assays. As sondas utilizadas foram exclusivas para cada
polimorfismo: rs1061170 (CFH), rs10490924 (LOC387715) e rs1413711 (VEGF).



Cada sonda possuia dois marcadores especificos para cada alelo do polimorfismo,
chamados fluoréforos - moléculas que absorvem e emitem luz em um comprimento
de onda caracteristico, utilizadas para a detecgdo dos polimorfismos ao longo dos
ciclos da PCR. O protocolo empregado para a realizagdo da PCR foi o sugerido
pelas instrugdes de uso do TagMan® Genotyping Master Mix (Applied Biosystems),
como mostrado a seguir: 3,5 yL do tampao, 0,1 uL da sonda, 3,4 yL de agua
deionizada, 1,0 yL de DNA (50 ng/uL), formando um volume total de 8 uL. Este
produto foi, entdo, colocado no aparelho de PCR em tempo real. As condigdes para
realizagdo da PCR foram: um ciclo de 10 minutos a 95°C (para ativagdo enzimatica);
50 ciclos de 15 segundos a 95°C (para a desnaturagéo) e 60 segundos a 60°C (para
hibridizagdo ou anelamento e extensdo). Para controle de qualidade de cada placa
de PCR, 10% das amostras testadas foram novamente analisadas na mesma placa.
A aquisicdo dos dados e analise final da reacgao foi feita por um software especifico
para a discriminacgao alélica (Strategene Mx3005 — MxPro QPCR- Software, 2007). A
analise foi realizada de acordo com a proximidade de cada amostra em relagdo ao
eixo de fluorescéncia (Figura 1).
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FIGURA 1. Resultado da leitura da PCR em tempo real.

Os fluoroforos de cada sonda indicavam a presenga de um alelo especifico de
cada polimorfismo pré-determinado pelo fabricante como mostrado a seguir:



- Polimorfismo: rs1061170 (CFH)
FAM: Alelo T (alelo ancestral)
HEX: Alelo C (alelo de risco)

- Polimorfismo: rs10490924 (LOC387715)
FAM: Alelo T (alelo de risco)
HEX: Alelo G (alelo ancestral)

- Polimorfismo: rs1413711 (VEGF)
FAM: Alelo T (alelo de risco)
HEX: Alelo A (alelo ancestral)

O resultado da genotipagem nao foi fornecido aos pesquisadores

responsaveis pelo tratamento e pelas medidas da AV e da EMC.

4.6 Analise Estatistica

As informagbes coletadas foram digitadas em um banco de dados
desenvolvido no Excel®. Os resultados descritivos foram obtidos utilizando
frequéncias e porcentagens para as caracteristicas das diversas variaveis
categoricas, e medidas de tendéncia central (média e mediana), assim como
medidas de dispersédo (desvio-padrdo), para as variaveis continuas. Significancia

estatistica foi considerada se valor-p < 0,05.

As comparagbes entre uma variavel quantitativa e uma variavel qualitativa
com duas categorias foram realizadas por meio do teste t de Student, quando a
suposi¢cao de normalidade foi atendida (verificada pelo teste de Hosmer-Lemeshow)
e Mann-Whitney, caso contrario. As variaveis quantitativas foram comparadas com
trés categorias a partir do teste F(ANOVA) se a suposigdo de normalidade foi
atendida, e Kruskal-Wallis, caso contrario.

As comparacdes de proporgcdes entre duas variaveis qualitativas binarias
foram realizadas por meio do teste Qui-Quadrado com corregédo Yates. Na presenca
de pelo menos uma frequéncia esperada menor que cinco, foi utilizado o teste exato



de Fisher. As comparacgdes de propor¢cdes com pelo menos uma das variaveis com
mais de duas categorias foram realizadas por meio do teste Qui-Quadrado de
Pearson.

As comparagbes dos dados pareados (medidas de um mesmo paciente)
foram realizadas por meio do teste t pareado quando a suposi¢cao de normalidade foi
satisfeita e teste de Wilcoxon, caso contrario.



5 RESULTADOS




Um total de 585 olhos de 362 pacientes portadores de todas as formas de
DMRI foi avaliado. A fase inicial da DMRI foi diagnosticada em 151 olhos (25,8%),
enquanto que 434 (74,2%) apresentaram os estagios tardios da doenga. A forma
exsudativa/cicatricial da DMRI foi diagnosticada em 370 olhos (63,2%) e 64 olhos

(11,0%) mostraram atrofia geografica (grafico 1).

Grafico 1. Classificagdo da DMRI em todos os pacientes avaliados entre 2008 e
2011.

DMRI exsudativa em atividade foi diagnosticada em 253 olhos. Para este
estudo, foram avaliadas as amostras de sangue de todos os pacientes portadores de
DMRI exsudativa que concordaram em patrticipar do trabalho e cuja analise pode ser
disponibilizada pelo Laboratério de Genética da Faculdade de Medicina da UFMG.
ApOs a aplicagao dos critérios de inclusdo e exclusdo, um total de 95 olhos de 95
pacientes foi incluido.

A idade média de todo o grupo foi de 75,0 = 8,9 anos (mediana: 77; minimo:
54; maximo: 91) e 51 pacientes (53,6%) eram do sexo feminino. A idade média foi
de 76,1 £ 9,2 anos (mediana: 78) para as mulheres e de 73,9 = 8,5 anos (mediana:
75) para os homens (p = 0,23; teste t de Student). Ranibizumabe foi o
antiangiogénico utilizado em 40 olhos (42,1%), enquanto o bevacizumabe foi
aplicado em 55 olhos (57,9%).

Para o total de 95 pacientes, observou-se que, em uma analise pareada,
houve melhora estatistica quando a AV média obtida com um, trés e seis meses foi
comparada com a AV média pré-tratamento. Em uma analise pareada da EMC

média, a diferenca foi estatisticamente significativa em todas as visitas (tabela 1).



TABELA 1. Acuidade visual média e espessura macular central média dos 95 olhos incluidos no estudo.

Pré-tratamento 1 més 3 meses 6 meses
AV* - logMAR 0,67 + 0,39 (0,6) 0,62 + 0,43 (0,5) 0,60 = 0,46 (0,5) 0,64 + 0,46 (0,5)
Valor-p 0,01" 0,01 0,04’
EMC* - ym 338,1 = 93,7 (322) 303,6 + 94,7 (290) 291,6 + 87,4 (277) 288,9 + 85,7 (275)
Valor-p <0,001" <0,001" <0,001"

AV: acuidade visual; EMC: espessura macular central; logMAR: logaritmo do minimo angulo de resolugao.
*: média = desvio-padrao (mediana).

1: teste de Wilcoxon.

A AV e a EMC média obtidas com um, trés e seis meses também foram
comparadas com os dados pré-tratamento, de acordo o tipo de droga intravitrea
utilizada: bevacizumabe ou ranibizumabe. Os resultados foram semelhantes entre os
dois grupos estudados. Quando foi avaliada a melhora média da AV e da EMC
obtida em cada uma das visitas, de acordo com o tipo de injegao intravitrea

empregada, ndo houve diferenca estatisticamente significativa (tabelas 2 a 5).

TABELA 2. Comparagao da acuidade visual média, de acordo com o tipo de droga intravitrea utilizada, entre o periodo pré-

tratamento e 1, 3 e 6 meses apds.

Pré-tratamento 1 més 3 meses 6 meses
Bevacizumabe
AV* - logMAR 0,66 = 0,42 (0,6) 0,62 = 0,45 (0,5) 0,61 = 0,47 (0,5) 0,64 = 0,48 (0,5)
Valor-p 0,04 0,04 0,34
Ranibizumabe
AV* - logMAR 0,68 = 0,37 (0,5) 0,64 = 0,42 (0,5) 0,60 = 0,45 (0,5) 0,64 = 0,45 (0,5)
Valor-p 0,04 0,01 0,06

AV: acuidade visual; logMAR: logaritmo do minimo angulo de resolugéo.
*: média = desvio-padrao (mediana).

1: teste de Wilcoxon.

TABELA 3. Comparagédo da melhora média da acuidade visual, de acordo com o tipo de droga intravitrea utilizada, com 1, 3 e

6 meses apds o inicio do tratamento.

1 més 3 meses 6 meses
Bevacizumabe
Melhora da AV* - logMAR 0,04 = 0,24 (0) 0,05 = 0,26 (0,1) 0,02 = 0,30 (0,05)
Ranibizumabe
Melhora da AV* - logMAR 0,04 =0,25(0) 0,08 = 0,29 (0,1) 0,04 = 0,32 (0,1)
Valor-p 0,57" 0,52 0,63’

AV: acuidade visual; logMAR: logaritmo do minimo angulo de resolugéo.
*: média = desvio-padrao (mediana).
1: Teste de Mann-Whitney.



TABELA 4. Comparagao da espessura macular central média, de acordo com o tipo de droga intravitrea utilizada, entre o

periodo pré-tratamento e 1, 3 e 6 meses apos.

Pré-tratamento 1 més 3 meses 6 meses
Bevacizumabe
EMC* - um 325,3 = 84,3 (302,5) 292,3 + 80,3 (269) 284,1 + 75,1 (268) 275,2 + 72,8 (273)
Valor-p <0,0001° <0,0001" <0,0001>
Ranibizumabe
EMC* - um 348,3 = 102,6 (332) 313,1 = 107,0 (296) 298,5 + 98,0 (278) 301,4 = 95,4 (275)
Valor-p <0,0001" <0,0001" <0,0001"

L]
EMC: espessura macular central.

*: média = desvio-padrao (mediana).
1: teste de Wilcoxon.

2: teste t pareado.

TABELA 5. Comparagado da melhora média da espessura macular central, de acordo com o tipo de droga intravitrea utilizada,

com 1, 3 e 6 meses ap6s o inicio do tratamento.
]

1 més 3 meses 6 meses
Bevacizumabe
Melhora da EMC* - um 33,4 = 40,7 (26) 42,2 + 59,1 (36) 51,2 = 69,2 (36)
Ranibizumabe
Melhora da EMC* - um 34,6 = 88,8 (11,5) 48,7 + 85,3 (21,5) 45,8 = 103,6 (20)
Valor-p 0,21 0,70 0,38’

EMC: espessura macular central.
*: média = desvio-padrao (mediana).
1: Teste de Mann-Whitney.

A seguir, sdo demonstrados os resultados de acordo com cada polimorfismo
genético estudado.

5.1 Polimorfismo Y402H (rs1061170) do gene CFH

Dos 95 pacientes, 15 (15,8%) eram portadores do gendtipo TT, 56 (58,9%)
eram heterozigotos (TC) e 24 (25,3%) eram homozigotos para o alelo de risco (CC).
Todas as caracteristicas pré-tratamento, de acordo com os gendtipos do gene CFH,
estdo mostradas na tabela 6. A AV meédia e a EMC média pré-tratamento nao
apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre os diferentes genotipos.
Da mesma forma, ndo houve diferenca com relacdo a idade, sexo e tipo de

tratamento realizado.



TABELA 6. Caracteristicas pré-tratamento agrupadas de acordo com os gendtipos do gene CFH.

Genétipos
T TC cc Valor-p
Idade* 80,1 +4,8 (79) 74,1 £ 10,4 (76) 74,2 £ 6,1 (75) 0,06
Masculino/Feminino 6/9 24/32 14/10 0,38°
Bevacizumabe/Ranibizumabe 11/4 31/25 13/11 0,407
AV* - logMAR 0,81+0,4 (0,9) 0,63 +£0,4 (0,5) 0,66 + 0,5 (0,6) 0,26°
EMC* - um 340,7 £ 98,3 (327) 326,2 + 80,1 (308) 364,3 + 116,7 (348) 0,43°

AV: acuidade visual; EMC: espessura macular central; logMAR: logaritmo do minimo angulo de resolugao.
*: média = desvio-padrao (mediana).

1: F(ANOVA).

2: teste Qui-Quadrado de Pearson.

3: Kruskal-Wallis.

Na avaliagao realizada um més apds o inicio do tratamento, houve melhora
da AV média em todos os grupos, principalmente para os genoétipos TT e TC. No
entanto, esta diferenca ndo foi estatisticamente significativa. A AV média melhorou
de forma significativa para os pacientes portadores dos gendtipos TT e TC quando a
medida obtida aos trés meses foi comparada com aquela tomada antes do inicio do
tratamento. A medida da AV aos seis meses também mostrou melhora em relagao
ao pré-tratamento, mas de forma ndo significativa. Para os portadores do gendtipo
CC, ndo houve melhora estatisticamente significativa da AV aos trés e seis meses
(tabela 7). Quando a melhora média da AV foi comparada entre os trés genotipos,
nao se observou diferenca estatisticamente significativa (tabela 8).

TABELA 7. Comparagao da acuidade visual média, de acordo com os genétipos do gene CFH, entre o periodo pré-tratamento

e 1, 3 e 6 meses apos.

Pré-tratamento 1 més 3 meses 6 meses

Genétipo TT

AV* - logMAR 0,81+0,4 (0,9) 0,75+0,4(0,7) 0,64 + 0,4 (0,7) 0,73 0,4 (0,6)
Valor-p 0,10 0,03’ 0,34'
Genétipo TC

AV* - logMAR 0,63 +0,4 (0,5) 0,59 £ 0,4 (0,5) 0,58 + 0,45 (0,5) 0,61+ 0,4 (0,5)
Valor-p 0,10° 0,02° 0,20°
Genétipo CC

AV* - logMAR 0,66 + 0,5 (0,6) 0,65+ 0,5 (0,6) 0,62 + 0,6 (0,5) 0,64 0,4 (0,7)
Valor-p 0,82 0,44 0,68'

AV: acuidade visual; logMAR: logaritmo do minimo angulo de resolugéo.

*: média = desvio-padrao (mediana).

1: teste t pareado.

2: teste de Wilcoxon.



TABELA 8. Comparagéo da melhora média da acuidade visual entre os genétipos do gene CFH com 1, 3 e 6 meses apds o
inicio do tratamento.

1 més 3 meses 6 meses

Genétipo TT

Melhora da AV* - logMAR 0,06 £ 0,14 (0) 0,17 + 0,28 (0) 0,09 + 0,35 (0,1)
Genétipo TC

Melhora da AV* - logMAR 0,04 £ 0,26 (0) 0,05 + 0,27 (0,1) 0,02 + 0,32 (0,05)
Genétipo CC

Melhora da AV* - logMAR 0,01 £0,27 (0) 0,05 + 0,29 (0,1) 0,03 + 0,30 (0,1)
Valor-p 0,94’ 0, 83' 0,85

AV: acuidade visual; logMAR: logaritmo do minimo angulo de resolugéo.
*: média = desvio-padrao (mediana).
1: teste de Kruskal-Wallis.

Quando a melhora da AV = trés linhas foi comparada entre os diferentes
genotipos do gene CFH, nao foi observada diferenga estatisticamente significativa
em nenhuma das visitas realizadas (tabela 9).

TABELA 9. Comparagéo da melhora da acuidade visual = 3 linhas, de acordo com os genétipos do gene CFH, entre o periodo

pré-tratamento e 1, 3 e 6 meses apos.

1 més 3 meses 6 meses
Genétipos Genétipos Genétipos
T TC cc T TC cc T TC cc

Melhora 2 3 linhas
Sim 2 11 3 5 11 4 6 11 3

13,3% 19,6% 12,5% 33,3% 19,6% 16,6% 40,0% 19,6% 12,5%
Nzo 13 45 21 10 45 20 9 45 21

86,7% 80,4% 87,5% 66,7% 80,4% 83,4% 60,0% 80,4% 87,5%
Valor-p 0,74 0,43 0,13

1: Teste exato de Fisher.

Com relacdo a EMC, a tabela 10 mostra que houve melhora significativa, em
relagdo ao pré-tratamento, para os trés gendtipos em todas as avaliagdes
realizadas. Nao houve diferenga estatisticamente significativa quando a melhora
média da EMC foi comparada entre os diferentes genotipos do gene CFH (tabela
11).



TABELA 10. Comparacao da espessura macular central média, de acordo com os gendtipos do gene CFH, entre o periodo

pré-tratamento e 1, 3 e 6 meses apos.

Pré-tratamento 1 més 3 meses 6 meses
Genétipo TT
EMC* - um 340,7 + 98,3 (327) 304,1+ 101,8 (304) 276,1 97,1 (238) 276,5 + 76,8 (272)
Valor-p 0,006° 0,008’ 0,007"
Genétipo TC
EMC* - um 326,2 + 80,1 (308) 290,1 + 87,8 (275) 283,8 + 78,5 (275) 285,4 + 80,8 (275)
Valor-p <0,001> <0,001> <0,001>
Genétipo CC
EMC* - um 364,3 + 116,7 (348) 334,8 + 102,6 (331) 319,8 + 98,3 (295) 304,8 + 102,2 (284)
Valor-p 0,022 0,003° 0,003’

L]
EMC: espessura macular central.

*: média = desvio-padrao (mediana).
1: teste t pareado.

2: teste de Wilcoxon.

TABELA 11. Comparagédo da melhora média da espessura macular central entre os genotipos do gene CFH com 1, 3 e 6

meses apos o inicio do tratamento.

1 més 3 meses 6 meses

Genétipo TT

Melhora da EMC* - ym 36,6 £ 51,2 (23) 64,5+ 74,1 (58) 64,2 + 117,5 (50)
Genétipo TC

Melhora da EMC* - ym 35,1+78,8(29) 42,4 + 73,9 (28) 40,8 + 79,8 (28)
Genétipo CC

Melhora da EMC* - ym 29,6 + 59,1 (12,5) 44,6 + 74,3 (21) 59,5 + 89,0 (47)
Valor-p 0,79" 0,42 0,50

EMC: espessura macular central.
*: média = desvio-padrao (mediana).
1: teste de Kruskal-Wallis.

Para pacientes portadores do gendtipo CC, foi necessario um numero médio
de injecbes intravitreas entre trés e seis meses de 1,2 + 0,8 (mediana: 1,0),
enquanto que para pacientes heterozigotos e homozigotos para o alelo ancestral, as
meédias foram 1,1 £ 0,8 (mediana: 1,0) e 1,0 £ 0,9 (mediana: 1,0), respectivamente (p
= 0,76; teste de Kruskal-Wallis). Estes dados mostram, portanto, que ndo houve
diferencga estatisticamente significativa no numero de injecbes necessarias entre trés

e seis meses com relagao aos trés genaotipos estudados.



5.2 Polimorfismo A69S (rs10490924) do gene LOC387715

Dos 95 pacientes, 35 (36,8%) eram portadores do gendtipo GG, 41 (43,2%)
eram heterozigotos (GT) e 19 (20,0%) eram homozigotos para o alelo de risco (T7).
Todas as caracteristicas pré-tratamento, de acordo com os genoétipos do gene
LOC387715, estdo mostradas na tabela 12. A AV média e a EMC média pré-
tratamento ndo apresentaram diferenga estatisticamente significativa entre os
diferentes genodtipos. Da mesma forma, ndo houve diferenga estatisticamente
significativa com relag&o ao sexo e ao tipo de tratamento realizado. Observou-se, no
entanto, uma maior frequéncia de pacientes do género feminino entre aqueles com
genotipos GTe TT (p = 0,04).

TABELA 12. Caracteristicas pré-tratamento agrupadas de acordo com os genétipos do gene LOC387715.

Genétipos
GG GT T Valor-p
Idade* 75,7 £ 9,4 (80) 74,4 £ 9,4 (75) 754 £7,3(77) 0,53°
Masculino/Feminino 22 /13 14/27 8 /11 0,04°
Bevacizumabe/Ranibizumabe 23/12 25/16 7/12 0,10°
AV* - logMAR 0,73+0,4 (0,6) 0,66 + 0,4 (0,6) 0,56 + 0,4 (0,4) 0,33’
EMC* - um 350,2 + 95,3 (338) 326,2 + 87,5 (306) 341,6 + 105,4 (305) 0,57°

AV: acuidade visual; EMC: espessura macular central; logMAR: logaritmo do minimo angulo de resolugao.
*: média = desvio-padrao (mediana).

1: F(ANOVA).

2: Teste Qui-Quadrado de Pearson.

3: Kruskal-Wallis.

A AV média melhorou de forma estatisticamente significativa para os
pacientes portadores dos genodtipos GG e GT quando a medida obtida aos trés
meses foi comparada com aquela tomada antes do inicio do tratamento. Em todas
as demais visitas, ndo houve diferenga estatisticamente significativa. Os portadores
do gendtipo TT ndo apresentaram melhora significativa em qualquer uma das visitas.
(tabela 13). No entanto, quando a melhora média da AV foi comparada entre os
diferentes gendtipos, ndo foi observada diferenga estatisticamente significativa
(tabela 14).



TABELA 13. Comparacgéao da acuidade visual média, de acordo com os gendtipos do gene LOC387715, entre o periodo pré-

tratamento e 1, 3 e 6 meses apds.

Pré-tratamento 1 més 3 meses 6 meses

Genétipo GG

AV* - logMAR 0,73+0,4 (0,6) 0,67 £0,4 (0,5) 0,64 +£0,4 (0,5) 0,68 £ 0,4 (0,6)
Valor-p 0,06' 0,01" 0,22
Genétipo GT

AV* - logMAR 0,66 + 0,4 (0,6) 0,65+ 0,5 (0,5) 0,61+0,5(0,4) 0,66 + 0,5 (0,5)
Valor-p 0,317 0,04° 1,00
Genétipo TT

AV* - logMAR 0,56 +£ 0,4 (0,4) 0,51+0,4 (0,4) 0,49+ 0,5 (0,3) 0,49+ 0,4 (0,3)
Valor-p 0,12 0,14 0,24

AV: acuidade visual; logMAR: logaritmo do minimo angulo de resolugéo.
*: média = desvio-padrao (mediana).
1: teste t pareado.

2: teste de Wilcoxon.

TABELA 14. Comparacédo da melhora média da acuidade visual entre os genétipos do gene LOC387715 com 1, 3 e 6 meses
apos o inicio do tratamento.

1 més 3 meses 6 meses
Genétipo GG
Melhora da AV* - logMAR 0,06 + 0,20 (0) 0,09 £ 0,20 (0,1) 0,05 £ 0,24 (0)
Genétipo GT
Melhora da AV* - logMAR 0,01 £0,3 (0) 0,05 + 0,36 (0,1) 0,00 + 0,38 (0,1)
Genétipo TT

Melhora da AV* - logMAR 0,06 + 0,16 (0) 0,07 + 0,21 (0) 0,07 + 0,27 (0,1)

Valor-p 0,97 0,39' 0,88'

AV: acuidade visual; logMAR: logaritmo do minimo angulo de resolugéo.
*: média = desvio-padrao (mediana).
1: teste de Kruskal-Wallis.

Quando foi comparada a melhora da AV 2 trés linhas entre portadores dos
diferentes genotipos, ndo foi observada diferenga estatisticamente significativa em

nenhuma das visitas realizadas (tabela 15).



TABELA 15. Comparagao da melhora da acuidade visual = 3 linhas, de acordo com os genotipos do gene LOC387715, entre o

periodo pré-tratamento e 1, 3 e 6 meses apos.

1 més 3 meses 6 meses
Genétipos Genétipos Genétipos
GG GT T GG GT T GG GT T

Melhora 2 3 linhas
Sim 4 9 3 6 11 3 7 9 4

11,8% 21,9% 15,8% 17,1% 26,8% 15,8% 20,0% 21,9% 21,0%
Nzo 31 32 16 29 30 16 28 32 15

88,2% 78,1% 84,2% 82,9% 73,2% 84,2% 80,0% 781% 79,0%
Valor-p 0,49 0,57 1,00’

1: Teste exato de Fisher.

Com relacdo a EMC, a tabela 16 mostra que houve melhora significativa, em
relagdo ao pré-tratamento, para os trés gendtipos em todas as avaliagdes
realizadas. Nao houve diferenca estatisticamente significativa quando a melhora
média da EMC foi comparada entre os diferentes gendtipos do gene LOC387715
(tabela 17).

TABELA 16. Comparagéo da espessura macular central média, de acordo com os genotipos do gene LOC387715, entre o

periodo pré-tratamento e 1, 3 e 6 meses apos.

Pré-tratamento 1 més 3 meses 6 meses
Genétipo GG
EMC* - um 350,2 + 95,3 (338) 294,3 + 81,6 (300) 274,2 + 77,5 (258) 273,2 + 72,9 (268)
Valor-p <0,001" <0,001° <0,001"
Genétipo GT
EMC* - um 326,2 + 87,5 (306) 310,0 + 99,9 (284) 2949 + 86,4 (273) 292,3 + 83,1 (278)
Valor-p 0,006° 0,001? 0,003’
Genétipo TT
EMC* - um 341, 6 + 105,4 (305) 306,9 + 109,0 (284) 296,2 + 84,83 (306) 283,8 + 82,9 (275)
Valor-p 0,003’ 0,012 0,005

EMC: espessura macular central.
*: média = desvio-padrao (mediana).
1: teste t pareado.

2: teste de Wilcoxon.



TABELA 17. Comparagao da melhora média da espessura macular central entre os gendtipos do gene LOC387715com 1,3 e

6 meses apds o inicio do tratamento.

1 més 3 meses 6 meses

Genétipo GG

Melhora da EMC* - ym 56,0 + 76,3 (27) 76,0 £ 80,5 (51) 77,0 £ 105,1 (50)
Genétipo GT

Melhora da EMC* - ym 16,1+ 71,5 (11) 31,2+ 66,4 (19) 33,9+ 77,6 (27)
Genétipo TT

Melhora da EMC* - ym 34,7 £ 38,7 (34) 38,9+ 77,6 (19) 57,8 £ 78,2 (58)
Valor-p 0,06 0,06 0,19

EMC: espessura macular central.
*: média = desvio-padrao (mediana).
1: teste de Kruskal-Wallis.

Para pacientes portadores do gendtipo TT, foi necessario um numero médio
de injecdes intravitreas entre o terceiro e o sexto més de tratamento de 1,3 + 0,8
(mediana: 1,0), enquanto que para pacientes heterozigotos e homozigotos para o
alelo ancestral, a média foi de 1,0 + 0,8 (mediana: 1,0) e 0,8 £ 0,7 (mediana: 1,0),
respectivamente (p = 0,06; teste de Kruskal-Wallis).

5.3 Polimorfismo C674T (rs1413711) do gene VEGF

Dos 95 pacientes, 34 (35,8%) eram portadores do genotipo CC, 44 (46,3%)
eram heterozigotos (CT) e 17 (17,9%) eram homozigotos para o alelo de risco (TT).
Todas as caracteristicas pré-tratamento, agrupadas de acordo com os gendétipos do
gene VEGF, estdo mostradas na tabela 18. A AV média e a EMC média pre-
tratamento ndo apresentaram diferenga estatisticamente significativa entre os
diferentes gendtipos. Da mesma forma, n&o houve diferenga estatistica com relagao
a idade, sexo e tipo de tratamento realizado.



TABELA 18. Caracteristicas pré-tratamento agrupadas de acordo com os genétipos do gene VEGF.

Genétipos
cc CcT T Valor-p
Idade* 73,7 = 8,8 (78,0) 75,0 = 9,0 (76,5) 75,9 = 9,2 (77,0) 0,76°
Masculino/Feminino 16/18 19/25 8/9 0,83°
Bevacizumabe/Ranibizumabe 26/8 21/23 11/6 0,10°
AV* - logMAR 0,77 = 0,4 (0,9) 0,68 = 0,4 (0,6) 0,60 = 0,4 (0,5) 0,38°
EMC* - ym 342,8 + 81,9 (332,0) 322,0 = 89,3 (304,5) 356,7 = 103,4 (343,0) 0,29°

AV: acuidade visual; EMC: espessura macular central; logMAR: logaritmo do minimo angulo de resolugao.
*: média = desvio-padrao (mediana).

1: F(ANOVA).

2: Teste Qui-Quadrado de Pearson.

3: Kruskal-Wallis.

A AV média melhorou de forma estatisticamente significativa para os
pacientes portadores do gendtipo TT quando a medida obtida com um e trés meses
foi comparada com aquela tomada antes do inicio do tratamento. Para os portadores
deste gendtipo, houve melhora da AV média aos seis meses, porém sem
significancia estatistica. Para os portadores dos gendtipos CC e CT, ndo houve
diferenga significativa nas avaliagdes realizadas com um, trés e seis meses (tabela
19). Quando a melhora média da AV foi comparada entre os diferentes gendétipos do
gene VEGF, observou-se que pacientes portadores do genaétipo TT tiveram melhora
mais acentuada que os portadores dos gendtipos CC e CT. Diferencga
estatisticamente significativa, no entanto, s6 foi observada com um e trés meses

apos o inicio do tratamento (tabela 20).



TABELA 19. Comparagdo da acuidade visual média, de acordo com os gendtipos do gene VEGF, entre o periodo pré-

tratamento e 1, 3 e 6 meses apds.

Pré-tratamento 1 més 3 meses 6 meses

Genétipo CC

AV* logMAR 0,60 = 0,4 (0,5) 0,63 + 0,5 (0,5) 0,60 + 0,5 (0,5) 0,62 + 0,5 (0,5)
Valor-p 0,69 0,64 0,95
Genétipo CT

AV* - logMAR 0,68 = 0,4 (0,6) 0,63 + 0,4 (0,5) 0,62 + 0,5 (0,5) 0,64 = 0,5 (0,5)
Valor-p 0,06° 0,16 0,42
Genétipo TT

AV* logMAR 0,77 = 0,4 (0,9) 0,60 = 0,4 (0,5) 0,53 + 0,4 (0,5) 0,64 = 0,4 (0,6)
Valor-p 0,003 0,002’ 0,08'

AV: acuidade visual; logMAR: logaritmo do minimo angulo de resolugéo.
*: média = desvio-padrao (mediana).
1: teste t pareado.

2: teste de Wilcoxon.

TABELA 20. Comparagao da melhora média da acuidade visual entre os gendtipos do gene VEGF com 1, 3 e 6 meses apos o

inicio do tratamento.

1 més 3 meses 6 meses

Genétipo CC

Melhora da AV* - logMAR -0,04 = 0,25 (0) 0,00 = 0,27 (0,0) -0,03 + 0,29 (0,1)
Genétipo CT

Melhora da AV* - logMAR 0,04 = 0,24 (0) 0,05 = 0,27 (0,1) 0,04 = 0,32 (0,1)
Genétipo TT

Melhora da AV* - logMAR 0,18 = 0,21 (0,1) 0,24 = 0,27 (0,1) 0,14 = 0,31 (0,1)
Valor-p 0,02 0,03’ 0,35

AV: acuidade visual; logMAR: logaritmo do minimo angulo de resolugéo.
*: média = desvio-padrao (mediana).
1: Kruskal-Wallis.

Quando foi comparada a melhora da AV 2 trés linhas entre os diferentes
genotipos do gene VEGF, verificou-se que esta foi maior para os pacientes
portadores do gendtipo TT, quando avaliados um més apds o tratamento (tabela 21).
Nas visitas realizadas com trés e seis meses, os homozigotos para o alelo T também
tiveram forte tendéncia a apresentar um resultado superior aos portadores dos
demais gendtipos, porém o resultado n&o foi estatisticamente significativo (p = 0,058

e p = 0,054, respectivamente).



TABELA 21. Comparagédo da melhora da acuidade visual = 3 linhas, de acordo com os genétipos do gene VEGF, entre o

periodo pré-tratamento e 1, 3 e 6 meses apos.

1 més 3 meses 6 meses
Genétipos Genétipos Genoétipos
cc CcT T cc CcT T cc CcT T
Melhora 2 3 linhas
Sim 1 9 6 4 9 7 3 11 6
2,9% 20,4% 35,3% 11,7% 20,4% 41,8% 8,8% 25,0% 35,3%
Nzo 33 35 11 30 35 10 31 33 11
97,1% 79,6% 64,7% 88,3% 79,6%  58,2% 91,2% 75,0% 64,7%
Valor-p 0,005 0,058' 0,054'

1: Teste exato de Fisher.

Com relaggo a EMC média, a tabela 22 mostra que houve melhora
significativa para os trés genoétipos em todas as avaliagdes realizadas, quando os
dados foram comparados com aqueles obtidos antes do tratamento. N&do houve
diferenca estatisticamente significativa quando a melhora média da EMC foi
comparada entre os diferentes gendtipos do gene VEGF (tabela 23). Analisando-se
a melhora média da EMC, observa-se uma maior redugao da EMC em portadores do
no entanto, nao foi

genotipo 7T com um e trés meses. Esta diferenga,

estatisticamente significativa.

TABELA 22. Comparagao da espessura macular central média, de acordo com os gendétipos do gene VEGF, entre o periodo

pré-tratamento e 1, 3 e 6 meses apos.

Pré-tratamento 1 més 3 meses 6 meses

Genétipo CC

EMC* - um 356,7 = 103,4 (343) 318,5 = 106,2 (296) 306,7 = 104,6 (278) 292,8 + 100,6 (270)
Valor-p <0,001? <0,001? 0,001
Genétipo CT

EMC* - um 322,0 = 89,3 (305) 292,7 + 95,1 (275) 286,1 = 79,0 (276) 288,8 + 81,5 (275)
Valor-p <0,0012 0,001° 0,008?
Genétipo TT

EMC* - um 342,8 = 81,9 (332) 302,1 = 66,6 (315) 276,1 = 69,0 (269) 281,3 + 66,1 (280)
Valor-p 0,001 <0,001" 0,001’

L]
EMC: espessura macular central.

*: média = desvio-padrao (mediana).
1: teste t pareado.

2: teste de Wilcoxon.



TABELA 23. Comparagao da melhora média da espessura macular central entre os genétipos do VEFG com 1, 3 e 6 meses

apos o inicio do tratamento.

1 més 3 meses 6 meses
Genétipo CC
Melhora da EMC* - ym 38,2 = 69,7 (14,5) 50,0 = 75,4 (24) 63,9 = 102,1 (36,5)
Genétipo CT
Melhora da EMC* - ym 29,3 = 76,5 (29,5) 35,8 = 76,6 (30,5) 33,1+ 85,4 (23)
Genétipo TT
Melhora da EMC* - ym 40,7 + 52,8 (23) 66,8 = 60,3 (56) 61,5 = 59,7 (57)
Valor-p 0,877 0,21 0,27

EMC: espessura macular central.
*: média = desvio-padrao (mediana).
1: Kruskal-Wallis.

Para pacientes portadores do gendtipo CC, foi necessario um numero médio
de injecbes intravitreas entre o terceiro e o sexto més de 1,4 + 0,7 (mediana: 1,0),
enquanto que para pacientes heterozigotos e homozigotos para o alelo de risco, a
meédia foi de 1,1 £ 0,8 (mediana: 1,0) e 0,9 £ 0,8 (mediana:1,0), respectivamente (p =
0,26; teste de Kruskal-Wallis).



6 DISCUSSAO




Dos 585 olhos portadores de DMRI, 151 (25,8%) apresentaram a forma
inicial, 370 (63,2%) a forma exsudativa/cicatricial e 64 (11,0%) atrofia geogréafica. E
importante ressaltar que os pacientes avaliados neste estudo foram examinados no
Instituto da Vis&o, clinica privada de referéncia no tratamento da DMRI. E provavel,
no entanto, que portadores de DMRI ndo exsudativa, por necessitarem apenas do
tratamento preventivo com vitaminas e antioxidantes, sejam encaminhados com
menor frequéncia a esta instituicdo. Desta forma, os dados de prevaléncia
encontrados ndo refletem a distribuicdo usualmente encontrada na populacéo.

Os pacientes portadores de vasculopatia polipoidal da cordide foram
excluidos deste estudo, uma vez que esta entidade clinica apresenta peculiaridades
que a distinguem das formas tipicas de DMRI exsudativa, entre a quais se destaca
uma resposta terapéutica aos antiangiogénicos menos satisfatoria (LAl et al., 2008;
MITAMURA et al., 2010). Por esta razdo, muitos dos pacientes portadores de
vasculopatia polipoidal da cordide foram tratados com PDT isoladamente ou de
forma associada a antiangiogénico, corticosterdide ou laser fototérmico.

Os pacientes com DMRI exsudativa foram submetidos a um protocolo que
incluiu a aplicagdo de trés inje¢cdes intravitreas consecutivas de agentes
antiangiogénicos, com intervalo mensal entre elas. Apos este periodo inicial, os
pacientes foram retratados de acordo com a necessidade. Um importante trabalho
(PrONTO), conduzido com o objetivo de permitir a aplicagdo de um menor numero
de injegdes intravitreas ao longo de um ano, serviu de base para a definicdo deste
protocolo (FUNG et al., 2007). Os resultados finais desse estudo foram semelhantes
aos obtidos pelos estudos multicéntricos ANCHOR e MARINA, que preconizavam
uso mensal do antiangiogénico por 12 meses (FUNG et al., 2007; BROWN et al.,
2006; ROSENFELD et al., 2006). Assim, o protocolo utilizado no estudo PrONTO
tornou-se uma das referéncias para o tratamento da DMRI exsudativa.

O VEGF ¢é considerado um importante estimulo angiogénico para a
neovascularizagdo na DMRI (ROSENFELD et al., 2005, OZKIRIS et al., 2010).
Agentes anti-VEGF sao capazes de inibir a angiogénese e reduzir a permeabilidade
vascular, permitindo um tratamento eficaz para a forma exsudativa da doenca

(NEHEMY et al., 2006). O bevacizumabe & um anticorpo monoclonal humanizado de



cadeia completa que se liga a todas as isoformas do VEGF, inibindo sua atividade.
Ja o ranibizumabe, é um fragmento do anticorpo (desenvolvido a partir da
fragmentagao do bevacizumabe), que também se liga a todas as isoformas do VEGF
e que foi desenvolvido por se acreditar que uma molécula menor pudesse ter uma
melhor penetragdo retiniana, com consequente melhor resultado terapéutico
(ROSENFELD et al., 2006; NEHEMY et al., 2006). No entanto, um recente estudo
multicéntrico envolvendo 1208 pacientes demonstrou que os antiangiogénicos
bevacizumabe e ranibizumabe, quando aplicados em intervalos semelhantes,
apresentaram efeitos equivalentes na AV medida um ano apds o inicio do
tratamento (THE CATT RESEARCH GROUP, 2011). No presente estudo, os
resultados obtidos para o grupo de pacientes tratado com bevacizumabe foram
muito semelhantes aos daqueles tratados com ranibizumabe, quando a melhora da
AV e da EMC tomada com um, trés e seis meses foi comparada com os dados
obtidos antes do inicio do tratamento. Além disso, ndo houve diferengca na melhora
meédia da AV obtida em cada uma das visitas, entre os dois grupos.

A maioria dos pacientes incluidos neste trabalho era do sexo feminino
(58,1%), o que esta de acordo com a literatura, que mostra uma prevaléncia de
DMRI um pouco maior em mulheres (KLEIN et al., 2011). As mulheres também
apresentaram uma idade média mais avancada que os homens, embora sem
significancia estatistica. Para o conjunto desses pacientes, houve melhora
estatisticamente significativa da AV média nas visitas realizadas com um, trés e seis
meses. Com relacdo a EMC, a melhora também foi estatisticamente significativa em
todas as visitas. Estes resultados sdo similares aos observados pelo estudos
multicéntricos PrONTO e CATT (FUNG et al, 2007; THE CATT RESEARCH
GROUP, 2011).

6.1 Polimorfismo Y402H (rs1061170) do gene CFH

Analisando-se a tabela 6, observa-se que ndo houve diferenga significativa no
que se refere a idade, sexo e tipo de droga intravitrea usada. Também nao houve
associagdo dos genotipos do gene VEGF com a AV e com a EMC média pré-

tratamento, mostrando tratar-se de uma amostra bem balanceada.



by

Os dados da literatura, com relagdo a influéncia do polimorfismo Y402H
(rs1061170) do gene CFH no tratamento da DMRI exsudativa, sdo controversos.
Para uma melhor comparagdo, os estudos ja publicados sdo apresentados, de
maneira resumida, na tabela 24. E importante ressaltar que o esquema de
tratamento empregado foi diferente na maior parte dos trabalhos, o que impede uma
comparagao mais precisa. A resposta apos PDT ja foi avaliada por quatro estudos,
sendo que em dois deles, nenhuma associagao foi encontrada (SEITSONEN et al.,
2007; FENG et al., 2009). Pior resposta relacionada ao gendétipo CC foi demonstrada
em um estudo e, em outro, o gendtipo TT esteve associado a um desfecho menos
favoravel (GOVERDHAN et al., 2008; BRANTLEY et al., 2009). A avaliagao dos
resultados apds terapia antiangiogénica foi feita por outros cinco trabalhos. Em trés
destes estudos, foi encontrada associagdo do gendtipo CC com uma pior resposta
ao tratamento (BRANTLEY et al., 2007; KLOECKENER-GRUISSEM et al., 2011;
NISCHLER et al.,, 2011). Um estudo mostrou que pacientes homozigotos para o
alelo de risco necessitaram mais injegdes intravitreas ao longo de um periodo de
nove meses, embora ndo tenha demonstrado diferenca estatisticamente significativa
com relacdo a melhora da AV entre os diferentes genotipos do CFH (LEE et al.,
2009). Ja IMAI et al. (2010) demonstraram associagdo do gendtipo TC com pior
resposta ao tratamento. Esse estudo, no entanto, apresenta limitagdes significativas,
tais como a utilizagdo de apenas uma unica injegdo e auséncia de pacientes

homozigotos para o alelo de risco na amostra estudada.

TABELA 24. Resumo dos estudos referentes a resposta terapéutica da DMRI exsudativa de acordo com o polimorfismo
Y402H (rs1061170) do gene CFH

Estudo Tratamento Associagdao com a resposta Observagao

terapéutica

SEITSONEN et al. (2007) PDT Sem associagao

FENG et al. (2009) PDT Sem associagao

GOVERDHAN et al. (2008) PDT Gendétipo CC: pior resposta

BRANTLEY et al. (2009) PDT Gendtipo TT: pior resposta

BRANTLEY et al. (2007) Bevacizumabe  Gendtipo CC: pior resposta

LEE et al. (2009) Ranibizumabe = Sem associagao Gendtipo CC: necessidade de
um maior ndmero de inje¢des

IMAI et al. (2010) Bevacizumabe Genétipo TC: pior resposta Auséncia de CC na amostra

KLOECKENER-GRUISSEM et al. (2011) Ranibizumabe  Gendtipo CC: pior resposta
NISCHLER et al. (2011) Bevacizumabe  Gendtipo CC: pior resposta



No presente estudo, houve melhora da AV, para cada um dos genaétipos do
gene CFH, com um, trés e seis meses (tabela 7). Embora esta resposta tenha sido
estatisticamente significativa para os gendtipos TT e TC com trés meses, a
comparagdo da melhora média da AV entre os gendtipos ndo se mostrou
estatisticamente significativa (tabela 8). Ao se considerar uma melhora da AV 2= trés
linhas, também n&o foi observada diferenga estatisticamente significativa entre os
genotipos TT, TC e CC (tabela 9). Com relagdo a EMC, todos os pacientes
melhoraram de forma estatisticamente significativa em todas as visitas (tabela 10).
Além disso, ndo houve diferenga na melhora média da EMC observada entre os
diferentes genotipos (tabela 11). Pacientes portadores do gendtipo CC receberam
um numero meédio de inje¢des intravitreas, entre o terceiro e o sexto més apds o
inicio do tratamento, maior que os demais. No entanto, a diferenca nao foi
estatisticamente significativa. Com base nestes dados, pode se concluir que, no
presente estudo, o polimorfismo estudado do gene CFH n&o interferiu na resposta
terapéutica aos antiangiogénicos bevacizumabe e ranibizumabe. Estes resultados
estdo de acordo com os achados de LEE et al. (2009) e ndo corroboram os achados
de outros autores (BRANTLEY et al., 2007; IMAI et al., 2010; KLOECKENER-
GRUISSEM et al., 2011; NISCHLER et al., 2011). E possivel que estas diferencas se

devam as caracteristicas e/ou ao tamanho das amostras estudadas.

6.2 Polimorfismo A69S (rs10490924) do gene LOC387715

Analisando-se a tabela 12, observa-se que houve uma maior frequéncia de
mulheres entre os pacientes portadores dos genotipos GT e TT. Esta diferencga
parece ser devida ao acaso, ja que nao se encontra na literatura qualquer evidéncia
que possa justifica-la. Nao foi observada diferenga estatisticamente significativa
entre os gendtipos do gene LOC387715 e a AV e a EMC média preé-tratamento.
Também n&o foi encontrada diferenca significativa em relagdo a idade e ao tipo de
droga intravitrea usada.

Poucos trabalhos publicados avaliaram a possivel influéncia do polimorfismo
A69S (rs10490924) do gene LOC387715 na resposta terapéutica da DMRI
exsudativa. A tabela 24 resume os principais resultados destes artigos. CHOWERS
et al. (2008) concluiram que nao havia diferenga estatisticamente significativa entre



0s genotipos do gene LOC387715 e a resposta terapéutica a PDT. BRANTLEY et al.
(2009) também nado encontram associagcédo entre os trés gendtipos e a resposta a
este tratamento. Ja SAKURADA et al. (2010) mostraram que homozigotos para o
alelo T apresentavam pior resposta a este tratamento em casos de vasculopatia
polipoidal da coroide. A resposta aos antiangiogénicos foi avaliada por apenas um
estudo. BRANTLEY et al. (2007) ndo encontraram associagdo estatisticamente
significativa entre os genotipos do gene LOC387715 e a resposta terapéutica ao
bevacizumabe. Nesse estudo, uma injecéo intravitrea foi inicialmente realizada e o
retratamento foi feito a cada seis semanas, até que ndo houvesse mais sinais de
atividade da MNSR.

TABELA 25. Resumo dos estudos referentes a resposta terapéutica da DMRI exsudativa de acordo com o polimorfismo A69S
(rs10490924) do gene LOC387715

Estudo Tratamento Associagdao com a resposta Observagao

terapéutica

CHOWERS et al. (2008) PDT Sem associagao

BRANTLEY et al. (2009) PDT Sem associagao

SAKURADA et al. (2010) PDT Gendtipo TT: pior resposta Casos de vasculopatia polipoidal
da coroide

BRANTLEY et al. (2007) Bevacizumabe Sem associagao

No presente estudo, houve melhora da AV, para cada um dos gendétipos do
gene LOC387715, em todas as avaliagbes realizadas (tabela 13). Embora esta
resposta tenha sido estatisticamente significativa para os genétipos GG e GT aos
trés meses, a comparacido da melhora média da AV entre estes os diferentes
genotipos ndo se mostrou estatisticamente significativa (tabela 14). Ao se considerar
uma melhora da AV 2= trés linhas, também nao foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os gendtipos do gene LOC387715 (tabela 15).
Com relacdo a EMC, todos os pacientes melhoraram de forma estatisticamente
significativa em todas as visitas (tabela 16). Além disso, ndo houve diferenga na
melhora média da EMC observada entre os gendtipos (tabela 17). Pacientes
portadores do gendtipo TT receberam um numero meédio de injegdes intravitreas,
entre o terceiro e o sexto més apos o inicio do tratamento, maior que os demais. No
entanto, a diferenga nado foi estatisticamente significativa. Com base nestes dados,
pode se concluir que, no presente estudo, o polimorfismo estudado do gene

LOC387715 nao teve efeito na resposta terapéutica aos antiangiogénicos



bevacizumabe e ranibizumabe. Estes resultados estdo de acordo com os achados
registrados por BRANTLEY et al. (2007).

6.3 Polimorfismo C674T (rs1413711) do gene VEGF

Analisando-se a tabela 18, observa-se que nao houve diferenca
estatisticamente significativa no que se refere a idade, sexo e tipo de droga
intravitrea usada. Também n&o houve associagado dos gendtipos do gene CFH com
a AV e com a EMC média pré-tratamento, mostrando tratar-se de uma amostra bem

balanceada.

A eventual relagdo entre o polimorfismo C674T (rs1413711) do gene VEGF e
a resposta terapéutica da DMRI exsudativa aos antiangiogénicos foi avaliada apenas
pelo estudo conduzido por KLOECKENER-GRUISSEM et al. (2011). Neste estudo,
uma injecéo intravitrea de bevacizumabe foi inicialmente realizada e tratamento
subsequente foi empregado apenas se os sinais de atividade da lesdo estivessem
presentes. Os autores ndo encontraram associagdo estatisticamente significativa

entre o polimorfismo estudado e a resposta aos antiangiogénicos.

Em um estudo recente, NAKATA et al. (2011) avaliaram a influéncia de outros
polimorfismos do gene VEGF no tratamento com antiangiogénicos. Foi observado
que, para o polimorfismo rs699946, portadores do alelo de risco em homozigose
apresentaram uma melhor resposta terapéutica. Estes autores sugerem que o
polimorfismo do gene VEGF pode afetar a quantidade da proteina VEGF produzida
e, desta forma, alterar o progndstico visual. De fato, polimorfismos do gene VEGF
foram previamente associados a niveis aumentados desta proteina, tanto no sangue
(RENNER et al., 2000; PETROVIC et al., 2008) quanto no vitreo (PETROVIC et al.,
2008). Assim, seria de se esperar que polimorfismos deste gene pudessem
influenciar a resposta terapéutica da DMRI exsudativa.

O presente estudo mostrou que pacientes portadores do genodtipo TT
apresentaram melhora estatisticamente significativa da AV apo6s a primeira e a
terceira injec&o intravitrea. Embora tenha ocorrido também uma melhora expressiva

da AV com seis meses, esta diferenga ndo foi estatisticamente significativa (p =



0,08). A tabela 19 mostra que os pacientes homozigotos para o alelo ancestral e os
heterozigotos n&o apresentaram melhora estatisticamente significativa da AV em
nenhuma das visitas realizadas. Ao se comparar a melhora média da AV entre os
genotipos do gene VEGF, confirma-se que portadores do gendtipo TT apresentaram
uma melhor resposta funcional com um e trés meses quando comparados com 0s
demais gendtipos (p = 0,02 e p = 0,03, respectivamente) (tabela 20). Embora este
grupo de pacientes tenha sido o que apresentou melhora mais acentuada da AV
também com seis meses, a diferenca, nesta visita, ndo foi estatisticamente
significativa. Além disso, um maior numero de pacientes portadores do gendtipo TT
apresentou melhora = trés linhas, quando estes foram comparados com os demais
(tabela 21). Esta diferenga foi estatisticamente significativa com um més apds o
inicio do tratamento. Houve, também, forte tendéncia de que esta melhora fosse
estatisticamente significativa com trés e seis meses (p = 0,058 e p = 0,054,
respectivamente). Com relacdo a EMC média, todos os pacientes avaliados para
este gene apresentaram melhora em todas as avaliagdes realizadas (tabela 22). Nao
houve diferenga entre os gendétipos quando a melhora média da EMC foi avaliada
(tabela 23). Também ndo houve associagédo estatisticamente significativa entre o
numero de injegdes intravitreas necessarias entre o terceiro e o sexto més apos o
inicio do tratamento com os genoétipos do gene VEGF, embora pacientes
homozigotos para o alelo C tenham recebido um numero médio maior de injegdes.
Estes achados sugerem, assim, que portadores do alelo de risco em homozigose
apresentam uma melhor resposta terapéutica aos antiangiogénicos. Portanto, o
presente estudo oferece uma base racional para que a influéncia deste polimorfismo
genético seja avaliada por um estudo prospectivo, com um maior numero de

pacientes e com um tempo de seguimento mais prolongado.



7 CONCLUSAO




O presente trabalho permite concluir que, na amostra estudada:

1)

N&o houve associagado entre o polimorfismo Y402H (rs1061170) do gene
CFH e a resposta terapéutica da DMRI exsudativa aos antiangiogénicos

bevacizumabe e ranibizumabe.

N&o houve associagao entre o polimorfismo A69S (rs10490924) do gene
LOC387715 e a resposta terapéutica da DMRI exsudativa aos

antiangiogénicos bevacizumabe e ranibizumabe.

Houve associagdo entre o polimorfismo C674T (rs1413711) do gene
VEGF e a resposta terapéutica da DMRI exsudativa aos antiangiogénicos
bevacizumabe e ranibizumabe. Portadores do gendtipo TT apresentam

melhor resposta a este tratamento.
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9 ANEXOS




ANEXO A. Classificagdao da DMRI de acordo com SEDDON et al. (2006).

Sistema de estadiamento clinico da maculopatia relacionada a idade

Grau de ..
Maculopatia Achados clinicos

1 Auséncia de drusas ou < 10 drusas pequenas sem anormalidades pigmentares

2 Aproximadamente = 10 drusas pequenas ou < 15 drusas intermediarias, ou
anormalidades pigmentares associadas com MRA
a. Drusas
b. Alteragdes do EPR (hiperpigmentacéo e hipopigmentagéo)
c. Drusas e alteragcbes do EPR

3 Aproximadamente = 15 drusas intermediarias ou qualquer drusa grande
a. Sem DEP drusendide
b. DEP drusendide

4 Atrofia geografica com envolvimento do centro da macula, ou atrofia geografica ndo-
central com pelo menos 350 um de tamanho

5 MRA exsudativa, incluindo DEP n&o-drusendide, descolamento de retina seroso ou

hemorragico, MNSR com hemorragias sub-retinianas ou sub-EPR ou fibrose, ou
cicatrizes consistentes com tratamento para DMRI

a. DEP seroso, sem MNSR

b. MNSR ou cicatriz disciforme

DMRI = degeneragdo macular relacionada a idade; MRA = maculopatia relacionada a idade; MNSR = membrana neovascular

sub-retiniana; EPR = epitélio pigmentado da retina; DEP = descolamento do epitélio pigmentado da retina.

Drusas pequenas: < 63 ym de diametro e localizadas dentro de 2 diametros de disco (DD) do centro da macula; drusas

intermediarias: = 63 ym, mas < 125 ym e localizadas dentro de 2 diametros de disco (DD) do centro da macula; drusas

grandes: = 125 ym e localizadas dentro de 2 diametros de disco (DD) do centro da macula; DEP drusendide: drusas moles

confluentes com tamanho = 500 ym.



ANEXO B. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ASSOCIAGAO DE POLIMORFISMOS GENE]’ICOS COM A DEGENERACAO
MACULAR RELACIONADA A IDADE (DMRI)

Introdugao: Vocé esta sendo convidado para participar do projeto de pesquisa
citado acima. Antes de tomar qualquer decisdo, é importante que vocé leia e
compreenda as seguintes explicagbes sobre o procedimento proposto. Esta
declarac&o descreve o objetivo, procedimento, beneficios e riscos do estudo, e o seu
direito de sair do estudo a qualquer momento. Nenhuma garantia ou promessa pode
ser feita sobre o resultado do estudo. Estas informag¢des estdo sendo dadas para
esclarecer quaisquer duvidas sobre a pesquisa proposta, antes de obter o seu
consentimento.

Objetivo: Investigar a associagdo entre variagbes genéticas (ou polimorfismos
genéticos) e a degeneragdo macular relacionada a idade.

Resumo: A degeneragcdo macular relacionada a idade (DMRI) € uma doenga ocular
progressiva que afeta muitas pessoas no mundo inteiro. A doenga atinge a macula
do olho, que é a parte da retina onde ocorre nossa visdo central mais agugada. Os
danos podem ser ocasionados quando vasos sanguineos crescem e vazam sob
essa parte do olho. Embora raramente resulte em cegueira completa, ela tira do
individuo a visédo central clara e “direta” necessaria para ler, dirigir, etc. e deixa as
imagens desvanecidas ou causa pontos escuros no centro da visgo. A visédo
periférica pode nao ser afetada e € possivel ver com o “canto do olho”.

Procedimentos: Este estudo ira consistir de exame oftalmologico de rotina no
Instituto da Visdo, onde serdo coletados dados da historia clinica, de acuidade
visual, tonometria de aplanagao, biomicroscopia, oftalmoscopia binocular indireta e
tomografia de coeréncia Optica. Iremos coletar também uma pequena amostra de
sangue (5mL) através de pungdo venosa previamente ao exame
angiofluoresceinografico, utilizando a mesma pungao que é feita para a realizagao
deste exame. Essa amostra sera posteriormente processada em laboratério para a
analise dos polimorfismos genéticos. O material colhido sera utilizado apenas para
esse projeto e caso exista material excedente este sera descartado.

Critérios de inclusao: idade acima de 50 anos, com DMRI (forma seca ou
exsudativa).

Beneficios: Nao havera beneficio direto com sua participacdo nesta pesquisa. Os
dados provenientes com o estudo permitirdo a melhor compreensdo dessa grave
doenga.

Confidencialidade: Os registros de sua participagdo neste estudo serdo mantidos
confidencialmente até onde é permitido por lei e todas as informacdes estardo
restritas a equipe responsavel pelo projeto. No entanto, o pesquisador e sob certas
circunstancias, o Comité de Etica em Pesquisa/lUFMG, poderdo verificar e ter



acesso aos dados confidenciais que o identificam pelo nome. Qualquer publicacéo
dos dados n&o o identificara. Ao assinar este formulario de consentimento, vocé
autoriza o pesquisador a fornecer seus registros médicos para o Comité de Etica em
Pesquisa/UFMG.

Desligamento: A sua participacdo neste estudo € voluntaria e sua recusa em
participar ou seu desligamento do estudo ndo envolvera penalidades ou perda de
beneficios aos quais vocé tem direito. Vocé podera cessar sua participagao a
qualguer momento sem afetar seu acompanhamento médico em andamento.
Compensacao: Vocé nao recebera qualquer compensacido financeira por sua
participacédo no estudo.

Emergéncia / contato com a Comisséo de Etica: Durante o estudo, se voceé tiver
qualquer duvida ou apresentar qualquer problema médico, contate a Dra. Luciana
Negréo Frota de Almeida no telefone (31) 9293.0910 / (91) 8156.8514 ou o Dr.
Carlos Eduardo dos Reis Veloso no telefone (31) 86707059 / (31) 32743355 ou a
Comissdo de Etica no telefone (031)3248-9364 (UFMG) ou no enderego: Av. Pres.
Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il — 2° andar — Sala 2005 — Cep:
31270-901 — BH-MG, ou a Comissao de Etica do Instituto da Visdo no telefone (031)
3274-3355.

Consentimento: Li e entendi as informagdes precedentes. Tive a oportunidade de
fazer perguntas e todas as minhas duvidas foram respondidas a contento. Este
formulario esta sendo assinado voluntariamente por mim, indicando o meu
consentimento para participar do estudo, até que eu decida o contrario.

..., abaixo assinado(a), concordo de livre e espontanea vontade em participar como
voluntario(a) do estudo “ASSOCIACAO DE POLIMORFISMOS GENETICOS COM A
DEGENERACAO MACULAR RELACIONADA A IDADE .

Belo Horizonte, de de

Assinatura do paciente:

Assinatura da testemunha:

Assinatura do pesquisador:




ANEXO C. Aprovacao do estudo pelos Comités de Etica em Pesquisa da
UFMG e do Instituto da Visao

UF/V\G Universidade Federal de Minas Gerais

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP

Parecer n2. ETIC 395/07

Interessado(a): Prof. Marcio Bittar Nehemy
Departamento de Oftalmologia e Otorrinolaringologia
Faculdade de Medicina-UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 9 de novembro de 2007, apdés atendidas as solicitagbes de
diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado "Associagcdao de
polimorfismos no gene VEGF com a degeneragdo macular
relacionada a idade™ bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

rofa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

ano apos o inicio do projeto.

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa II - 2° andar — Sala 2005 — Cep: 31270-901 — BH-MG
Telefone: (031) 3499-4592- FAX: (031)3499-4516 - e-mail: prpg@icoep.ufmg.br



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 395/07

Interessado(a): Prof. Marcio Bittar Nehemy
Departamento de Oftalmologia e Otorrinolaringologia
Faculdade de Medicina-UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 20 de setembro de 2010, a alteragdo do titulo do projeto de
pesquisa intitulado "Associacdo de polimorfismos no gene VEGF
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ANEXO D. Tabela de conversao da acuidade visual (Snellen versus logMAR) —
adaptado de HOLLADAY (1997).

Acuidades visuais correspondentes

Equivalente em Snellen Equivalente em logMAR

20/20 0,00
20/25 0,10
20/32 0,20
20/40 0,30
20/50 0,40
20/63 0,50
20/80 0,60
20/100 0,70
20/125 0,80
20/160 0,90
20/200 1,00
20/250 1,10
20/320 1,20

20/400 1,30




ANEXO E. Publicagao resultante desta tese (Artigo aceito para publicagdo na
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RESUMO

A degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI)é uma doenga degenerativa que
afeta a retina central e envolve a membrana de Bruch, o epitélio pigmentado da retina e os
fotorreceptores. Estudos recentes tém mostrado que polimorfismos dos genes CFH,

LOC387715 e VEGF estao associados com a DMRI. Neste trabalho, é feita uma revisdo da



literatura para a analise da associacdo entre os principais polimorfismos genéticos e a
resposta as diferentes modalidades terapéuticas existentes. Observa-se que pacientes
portadores dos alelos de risco do gene CFH apresentam uma pior resposta ao tratamento
preventivo da DMRI com antioxidantes e zinco. J& a associagao entre o polimorfismo
genético e a resposta a terapia fotodindmica e as drogas antiangiogénicas €, até o

momento, controversa.

Descritores: Degeneracdo macular/genética; Antioxidantes; Polimorfismo genético;

Resultado de tratamento

ABSTRACT

Age-related macular degeneration (AMD) is a degenerative disorder that affects the central
retina and involves the Bruch’s membrane, the retinal pigment epithelium and the
photoreceptors. Recent studies have shown that polymorphisms of the CFH, LOC387715
and VEGF genes are associated with AMD. Herein, we review the literature to analyze the
association between the main genetic polymorphisms and the response to the existing
therapeutic modalities. Patients with CFH high-risk alleles show a poorer response to
preventive treatment of AMD with antioxidants and zinc. The association between genetic
polymorphisms and response to photodynamic therapy and antiangiogenic drugs, however,

is controversial until now.

Keywords: Macular degeneration/genetics; Antioxidants; Polymorphism, genetic; Treatment

outcome

INTRODUGAO

Age-related macular degeneration (AMD) is a degenerative disorder that affects the
central retina and involves the Bruch’s membrane, the retinal pigment epithelium (RPE) and
the photoreceptors.”? It is characterized by a progressive, painless loss of central vision
associated with ageing. AMD is considered the leading cause of irreversible blindness and
responsible for a low quality of life in the affected population.* In the United States of
America population aged 40 years and older, the estimated prevalence of any AMD is
6.5%.* The disease is usually classified into dry and wet types, responsible for 15% and 85%
of cases, respectively. In the dry form, visual loss is usually gradual and is characterized by
subretinal deposits called drusen or retinal pigment epithelial (RPE) abnormalities, including

hyper or hypopigmentation. Larger drusen may become confluent and evolve into drusenoid



RPE detachments, which can progress to geographic atrophy and less frequently to wet
AMD. Wet AMD (also called exudative or neovascular AMD) occurs when choroidal
neovascular membrane grows under the RPE or between the RPE and neurosensory retina,
leading to subretinal hemorrhage and subsequent scar tissue formation."?

Etiological research suggests that AMD is a complex disease, caused by the actions
and interactions of multiple genes and environmental factors such as smoking and

hypertension.>®

Recent studies have shown that some genetic polymorphisms are
associated with AMD. A genetic variation in the complement factor H (CFH) gene on
chromosome 1q32 is one of the most studied gene polymorphisms related to AMD. This
polymorphism (rs1061170) results in a tyrosine-to-histidine substitution at amino acid
position 402 (Y402H) in the CFH protein.”>* The A69S polymorphism (rs10490924) within the
LOC387715 gene on chromosome 10926 that leads to an alanine-to-serine substitution was
also found to confer an increased risk for development of AMD.***° Some papers suggested
that the vascular endothelial growth factor (VEGF) gene could play a role in the pathogenesis
of AMD.*"*® However, many different single nucleotide polymorphisms (SNPs) were tested
and limited sample sizes and diverse ethnic origin of cases and controls were studied to
ensure a statistically valid conclusion. It has also been demonstrated that common CFH and
LO387715 polymorphisms were independently related to progression from early or
intermediate stages to advanced forms of the disease.”® Herein, we review the main
published studies that evaluate the response to the treatment of AMD related to genetic
polymorphisms.

Klein et al. made a retrospective analysis of participants of a randomized, controlled
clinical trial, the Age-Related Eye Disease Study (AREDS) to investigate the possible
association between the response to oral antioxidants and zinc with genetic polymorphisms.
The AREDS study enrolled 4757 participants from 11 clinical centers and established that a
combination of zinc and antioxidants (B-carotene, vitamin C, and vitamin E) produced a 25%
reduction in development of AMD over 5 years and a 19% reduction in severe vision loss in
individuals determined to be at high risk of developing the advanced forms of the disease. A
treatment interaction was observed between the CFH Y402H high-risk genotype and
supplementation with antioxidants plus zinc (p = 0.03). An interaction (p = 0.004) was
observed in the AREDS treatment groups taking zinc when compared with the groups taking
no zinc, but not in groups taking antioxidants compared with those taking no antioxidants (p
= 0.59). There were no significant treatment interactions observed with LOC387715.%°

Other authors have studied the effect of the LOC387715, CFH and VEGF genotypes
on the response to photodynamic therapy (PDT) with controversial results.®’*® Goverdhan et
al. genotyped a total of 557 cases with AMD and 551 normal controls for the CFH Y402H.

Twenty-seven PDT-treated patients were followed up for 15 months and individuals with



different CFH genotypes were then analyzed for any association with visual change following
PDT. The number of patients carrying the high-risk C allele was 70.4% in those requiring
PDT as compared to 52.3% in the non-PDT group (p=0.011), and presence of the CC
genotype significantly increased the risk of PDT (p=0.015). The degree of visual loss
following PDT was significantly higher in the CFH CC genotype group (p=0.038); 50% of CC
cases and 45% of the CT cases lost 15 or more ETDRS letters at final follow-up. In
conclusion, they showed that patients homozygous for the CFH high risk allele seem to have
worse outcome after PDT.?" Brantley et al. also found a potential relationship between CFH
genotype and response to PDT. However, they showed that patients with the CFH TT
genotype (T: non-risk allele) fared significantly worse with PDT than those with the CFH TC
and CC genotypes.®? Other studies did not show significant association between CFH
polymorphism and PDT response for neovascular AMD.®*%* For LOC387715, two important
studies have shown that there is no statistical significant difference among the genotypes in
response to PDT.®*®® However, Sakurada et al. have recently shown that there is a
pharmacogenetic association between the LOC387715 A69S variant and the long-term
results after PDT in eyes with polypoidal choroidal vasculopathy (PCV). In this study, PDT
was repeated every 3 months until the disappearance of angiographic signs of active lesions
in 71 eyes of 71 patients with PCV who were followed-up for at least 12 months. There was a
statistically significant difference in the visual acuity both at the 12-month and final visits (p =
0.002 and P < 0.001, respectively) with the poorer acuity in patients with the higher T-allele
frequency.®® Immonen et al. have evaluated VEGF gene polymorphism and the outcome
after PDT and showed a strong relationship between this gene and the treatment results. The
VEGF gene polymorphic SNPs at rs699947 and rs2146323 were strong determinants of the
anatomic outcome after PDT, but the SNPs studied were not associated with the presence of
exudative AMD or with the CNV lesion size or configuration.®” However, Tsuchihashi et al.
did not show any association between VEGF rs699947 SNP and the response to PDT.®
Other genetic polymorphisms and its relationship with the response to PDT were evaluated
but showed no statistically significant results.®*®’

Recently, two studies have demonstrated the association between gene
polymorphisms and the response to intravitreal injections of the antivascular endothelial
growth factor (anti-VEGF) agents bevacizumab and ranibizumab.®®*® Brantley et al.
conducted a study in which eighty-six patients with exudative AMD undergoing treatment
with 1.25 mg intravitreal bevacizumab in one eye were enrolled. Intravitreal injections were
performed at 6-week intervals until there was no longer evidence of active
neovascularization. Each patient was followed for a minimum of 6 months. The authors
showed that post-bevacizumab VA was significantly worse in the CFH CC genotype than for

the CFH TC or TT genotypes (p=0.016). However, there was no significant difference in



response to this drug according to the LOC387715 genotypes.®® The other pharmacogenetic
study published three years later was conducted to determine whether CFH genotypes had
an effect on the treatment of exudative AMD with ranibizumab. A total of 178 patients were
studied and, for each patient, an intravitreal injection of 0.5 mg of ranibizumab was
performed at the initial presentation of an active choroidal neovascular complex. Subsequent
injections were performed as needed and patients were followed for a minimum of 9 months.
In this retrospective study, Lee et al. found no difference in VA outcomes after ranibizumab
treatment among the different CFH genotypes, in contrast to the previous study with
bevacizumab. Nevertheless, over 9 months, patients with both risk alleles received
approximately 1 more intravitreal injection.”

There is only one study with a large number of patients that addresses the preventive
treatment of dry AMD related to the genetic polymorphisms. As we can observe, the majority
of published articles about the therapeutic response of exudative AMD are related the
photodynamic therapy and many of them are controversial. Only two papers consider the
intravitreal response to anti-VEGF agents according to the genetic polymorphisms. Since
antiangiogenic therapy is now considered the gold standard treatment of exudative AMD,
there is a long way to be traversed until treatment could be indicated according to the genetic
profile of the patient. Additional studies with a larger number of patients, longer follow-up
period and including more SNPs are important to establish a definite correlation between
gene polymorphism and the therapeutic response in AMD. Only then may the treatment of

this disease be recommended or modified based on genetic findings.
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ANEXO F. Coépia da ata de defesa

Oy
FACULDADE DE MEDICINA RAY
CENTRO DE POS-GRADUACAO
Av. Prof. Alfredo Balena 190/ sala 533
Belo Horizonte — MG - CEP 30.130-100
Fone: (031) 3409 9641 FAX: (31) 3409.9640

ATA DA DEFESA DE TESE DE DOUTORADO DE CARLOS EDUARDO DOS
REIS VELOSO, n° de registro 2008670575.

As nove horas do dia primeiro de margo de dois mil e doze, reuniu-se na
Faculdade de Medicina da UFMG, a Comissao Examinadora de tese indicada pelo
Colegiado do Programa, para julgar, em exame final, o trabalho intitulado:
«IMPORTANCIA DE POLIMORFISMO DOS GENES CFH, LOC387715 E
VEGF E NA RESPOSTA TERAPEUTICA DA DEGENERACAO MACULAR
RELACIONADA A IDADE EXSUDATIVA AOS ANTIANGIOGENICOS”,
requisito final para a obtengao do grau de Doutor em Ciéncias Aplicadas a Cirurgia
e a Oftalmologia, pelo Programa de Pos-Graduagao em Ciéncias Aplicadas a
Cirurgia e a Oftalmologia. Abrindo a sessao, o Presidente da Comissao, Prof.
Marcio Bittar Nehemy, apos dar a conhecer aos presentes o teor das normas
regulamentares do trabalho final passou 2 palavra ao candidato para
apresentagdo de seu trabalho. Seguiu-se a arguigao pelos examinadores, com a
respectiva defesa do candidato. Logo ap6s, a Comissao se reuniu sem a presenga
do candidato e do publico para julgamento e expedicdo do resultado final. Foram
atribuidas as seguintes indicagoes:

Prof. Mércio Bittar Nehemy/Orientador Instituicac: UFMG Indicagao: ﬁﬁfﬁ-%" 72"::-',,;.'

Prof. Daniel Vitor de Vasconcelos Santos Instituicdo: UFMG Indicagao: ﬂ ﬁw

Prof. Marco Aurélio Lana Peixoto Instituigdo: UFMG Indicacgao: A hvv e

Prof. Edmundo Frota de Almeida Sobrinho Instituicdo: UFPA Indicagéo: A kﬁ c =%

Prof. Raul Nunes Galvarro Vianna Instituicao: UFF Indicagao: ATI120 VA DO
Vi

Pelas indicagdes, o candidato fol considerado , 4&7 Ly ety

O resultado final foi comunicado publicamente ao candidato pelo Presidente da
Comissdo. Nada mais havendo a tratar, o Presidente encerrou a sessao e lavrou a
presente ATA, que sera assinada por todos Os membros participantes da
Comissao Examinadora. Belo Horizonte, 01 de marco d%‘ 2012.
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