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RESUMO

Introducao: O fator de complemento H (CFH) é um componente do sistema
imunoldgico que possui agao imunomoduladora sobre a resposta inflamatéria. A
gravidade da degeneragcdo macular relacionada a idade (DMRI) é determinada em
parte por um estado inflamatério sustentado por atividade aberrante da via
alternativa do complemento. As evidéncias na literatura da relacdo entre o
polimorfismo Y402H do gene CFH e a resposta ao tratamento da DMRI exsudativa
permanecem controversas. Objetivo: Avaliar a associagdo entre as variantes do
polimorfismo Y402H do gene CFH e os efeitos funcional e morfolégico a curto
prazo, assim como a evolug¢ao a longo prazo, dos antiangiogénicos em pacientes
com DMRI exsudativa. Métodos: Vinte e cinco pacientes recém diagnosticados
com DMRI exsudativa foram avaliados em um estudo de curto prazo com
acuidade visual medida pela tabela do ETDRS e espessura retiniana central por
tomografia de coeréncia 6ptica (OCT) de alta resolugdo, submetidos a injegcao
intravitrea de bevacizumabe e prospectivamente reexaminados em 7 e 28 dias.
Quarenta e seis pacientes previamente submetidos ao tratamento com
antiangiogénicos tiveram seus prontuarios e exames retrospectivamente avaliados
em um estudo de longo prazo quanto as evolugdes funcional e morfolégica ao
longo de um ano. Esses parametros foram comparados com o gendétipo do CFH,
cuja analise molecular do polimorfismo Y402H foi realizada por meio da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento direto. Resultados: No estudo de
curto prazo, houve melhora da acuidade visual no dia 28 em relagdo ao valor
inicial (DO vs. D28) em todos os gendtipos. Entretanto, no grupo homozigoto para
o alelo de risco (CC), ocorreu diferenga apenas no dia 28 em relagao ao dia 7 (D7
vs. D28), enquanto nos grupos CT e TT, a acuidade visual melhorou mais
precocemente, no dia 7 em relagdo ao valor inicial (DO vs. D7). A espessura
retiniana central apresentou redugdo nos grupos CT (DO vs. D7 e DO vs. D28) e
TT (DO vs. D28), enquanto ndao houve mudanga significativa no grupo CC. No

estudo de longo prazo, foi evidenciada melhora da acuidade visual ao longo de um
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ano de acompanhamento apenas no grupo de pacientes sem o alelo C, sem
diferenga significativa no grupo de pacientes com o alelo de risco. A espessura
retiniana central apresentou reducao nos gendtipos CT e TT, enquanto que no
grupo CC nao houve significancia. Numero de injegbes, persisténcia de atividade
neovascular e percepg¢ao subjetiva de melhora n&o diferiram entre os gendtipos.
Conclusao: O perfil de gendtipo do CFH parece influenciar o efeito funcional e
morfolégico da injegao intravitrea de bevacizumabe com uma agéo mais precoce
em pacientes sem o genotipo de risco. A presenga do alelo de risco parece estar
relacionada a auséncia de melhora visual ao longo de um ano de tratamento com
inibidores do VEGF. Esses resultados sugerem que o perfil do genétipo do CFH
possa exercer efeito farmacogenético nesse grupo de pacientes brasileiros,
influenciando negativamente a resposta ao tratamento da DMRI exsudativa com

antiangiogénicos.

Palavras-chave: Fator de complemento H, degeneragdo macular relacionada a
idade, neovascularizagdo de coroide, farmacogenética, ranibizumabe,
bevacizumabe.
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ABSTRACT

Introduction: The complement factor H (CFH) is a component of the immune
system that has immunomodulatory action on the inflammatory response. The
severity of age-related macular degeneration (AMD) is determined in part by an
inflammatory state sustained by aberrant activity of the alternative complement
pathway. Evidences in the literature of the relationship between the Y402H
polymorphism of CFH gene and response to treatment of wet AMD remain
controversial. Purpose: To evaluate the association between variants of the
Y402H polymorphism of CFH gene polymorphism and the short-term functional
and morphological effects, as well as long-term evolution, of antiangiogenic drugs
in patients with exudative AMD. Methods: Twenty-five patients with newly
diagnosed exudative AMD were evaluated in a short-term study with visual acuity
on ETDRS chart and central retinal thickness measured with high resolution optical
coherence tomography (OCT), underwent intravitreal injection of bevacizumab and
were prospectively reviewed in 7 and 28 days. Forty-six patients previously
submitted to treatment with VEGF inhibitors had their medical charts
retrospectively evaluated in a long-term study about the functional and
morphological evolutions over one year. These parameters were compared with
the CFH genotype, whose molecular analysis of Y402H polymorphism was
performed by polymerase chain reaction (PCR) and direct sequencing. Results: In
the short-term study, there was improvement in visual acuity at day 28 compared
to baseline (DO vs. D28) in all genotypes. However, in the group homozygous for
the risk allele (CC), differences occurred only on day 28 compared to day 7 (D7 vs.
D28), while the CT and TT groups, visual acuity improved earlier in the day 7
compared the initial value (DO vs. D7). The central retinal thickness decreased in
groups CT (DO vs. D7, DO vs. D28) and TT (DO vs. D28), while there was no
significant change in group CC. In the long-term study, it was noticed improvement
in visual acuity over one year of follow-up in the group of patients without the C
allele and no significant difference in the group of patients with the risk allele. The
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central retinal thickness decreased in the CT and TT genotypes, whereas in the
CC group the difference was not significant. Number of injections, persistent
neovascular activity and subjective perception of improvement did not differ
between genotypes. Conclusion: The profile of the CFH genotype seems to
influence the functional and morphological effect of intravitreal injection of
bevacizumab with an earlier action in patients without the risk genotype. The
presence of the risk allele seems to be related to the lack of visual improvement
over one year of treatment with inhibitors of VEGF. These results suggest that the
profile of the CFH genotype may present pharmacogenetic effect in this group of
Brazilian patients, negatively influencing the response to treatment of exudative

AMD with antiangiogenic drugs.

Key Words: Complement factor H, age-related macular degeneration, choroidal

neovascularization, pharmacogenetics, ranibizumab, bevacizumab.
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1.1 Epidemiologia da degeneragao macular relacionada a idade (DMRI)

A DMRI é uma doencga ocular degenerativa que afeta a regido central da
retina, denominada macula, responsavel pela visdo de cores e detalhes. E
caracterizada nas fases iniciais por alteracées pigmentares da macula e presenga
de drusas, sem comprometimento clinicamente significativo da fungéo visual. Pode
evoluir para formas extensas de atrofia geografica ou formagdo de
neovascularizagao coroidiana, exsudacgao sub-retiniana e cicatriz fibrética macular
com reducdo acentuada da visdo central.” Os sintomas sdo descritos geralmente
como distorcdo ou mancha escura na visdo e se manifestam principalmente em
atividades como leitura, direcdo de veiculos, trabalhos manuais e identificagao de

rostos.?

A DMRI é a principal causa de cegueira legal em pacientes com mais de 50
anos de idade nos paises desenvolvidos®* e afeta cerca de 7,2 milhdes de
pessoas nos Estados Unidos.® Na populacéo asiatica, a prevaléncia de DMRI em
individuos entre 40 e 79 anos foi estimada em 6,8%.° Na europeia, foi avaliada em
2,4% entre todas as idades, e em 4,8% nos maiores de 65 anos.’ A incidéncia das
fases iniciais de DMRI na populagdo com mais de 50 anos é de 14,3% e das fases

avancadas é de 3,1%, ao longo de 15 anos de acompanhamento.®

Os dados epidemiologicos sobre a DMRI no Brasil sdo escassos na
literatura. Estudo transversal envolvendo 200 individuos acima de 55 anos no
estado de Pernambuco encontrou uma frequéncia de DMRI de 23% a 30% das
pessoas examinadas® e outro que incluiu 478 descendentes de japoneses acima

de 60 anos no Parana evidenciou sinais de DMRI em 15,1% dos individuos. ™
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A idade é o principal fator de risco para o desenvolvimento de DMRI, tendo
sido demonstrado aumento da prevaléncia, partindo de 0% em pacientes com
menos de 55 anos para 18,5% em maiores de 85 anos em uma populagéo
australiana'’ e uma razdo de chances de 4,2 por década de vida em uma
populagao europeia.12 O crescente aumento da longevidade verificado nas ultimas
décadas contribuiu para o grande impacto desta doenga no ambito da saude
publica. No Brasil, o alargamento do topo da piramide etaria pode ser observado
pelo crescimento da participagao relativa da populagdo com 65 anos ou mais, que
representava 4,8% em 1991, passando a 5,9% em 2000 e chegando a 7,4% em
2010."™ A perspectiva de envelhecimento no Brasil nos préximos anos é maior do
que em outros paises, resultado da rapida mudanca tanto da taxa de fecundidade

quanto da expectativa de vida. (Figura 1)."

2050 433 571 23,4 6,4
£2030 17,0 64,3 160 .7
2010 |56 64,4 86 1,4
0 20 40 60 80 100

%
0-14 m15-59 m60-79 =80+

Figura 1. Projecao do contingente populacional, segundo a faixa etaria,
em anos, no Brasil, 2010 — 2050. Fonte: IBGE, 2008

O tabagismo foi demonstrado como fator de risco para desenvolvimento de

DMRI em varias populacdes.''®"" A chance de ocorréncia de DMRI ao longo de 5

30 Introdugéo



anos de acompanhamento é aumentada em 3,21 vezes em homens e em 2,2
vezes em mulheres tabagistas. A histéria pregressa de tabagismo também
apresenta relacdo, embora menos significativa, com o desenvolvimento da

doenca.®

A DMRI manifesta-se com mais frequéncia em individuos brancos do que
em individuos negros, numa razao de chances de 4,4, ajustando-se para os outros
fatores de risco, como idade e tabagismo.'®? O sexo ndo parece ter influéncia
sobre o surgimento da DMRI, embora alguma evidéncia sugira que mulheres
tenham maior risco de apresentar a forma neovascular quando comparadas aos

homens. "

1.2 Classificacao da DMRI

A DMRI é classificada em precoce, intermediaria e avancgada, e a ultima é
dividida em atrofia geografica e forma neovascular.?’ A forma neovascular ou
DMRI exsudativa representa 10 a 20% dos casos de DMRI, mas é responsavel

por cerca de 80% dos casos de perda visual grave.?

A DMRI precoce € caracterizada pela presenga de multiplas drusas
pequenas (menores que 63 micra) ou poucas médias (entre 63 e 124 micra) ou
alteragdes pigmentares da macula. A DMRI intermediaria compreende os casos
de multiplas drusas médias ou pelo menos uma drusa grande (maior que 124
micra) ou atrofia geografica poupando a regido foveal. A DMRI avangada
compreende a forma neovascular (DMRI exsudativa ou umida) e a atrofia

geografica (DMRI ndo exsudativa ou seca).®
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A forma neovascular é definida pela presenca de pelo menos uma das
seguintes caracteristicas: descolamento do epitélio pigmentado da retina (EPR);
hemorragias sub-retinianas ou sub-EPR; tecido glial ou cicatriz epirretiniana,
intrarretiniana, sub-retiniana ou sub-EPR; exsudatos lipidicos duros relacionados
aos achados anteriores e cicatrizes de fotocoagulagdo por DMRI. A forma de
atrofia geografica é definida por area de hipopigmentagdo e despigmentagao ou
aparente falta do EPR, envolvendo a regiao foveal, onde os vasos coroidianos sao

visiveis a fundoscopia numa area maior que 175 micra.?*

A forma neovascular é classificada, de acordo com o aspecto a angiografia
fluoresceinica, em classica ou oculta.?® A forma classica se manifesta como uma
area bem demarcada e uniforme de hiperfluorescéncia nas fases iniciais do exame
que, durante as fases tardias, se expande além de seus limites iniciais, e €&
classificada como predominantemente classica ou minimamente classica quando,
respectivamente, mais ou menos de 50% da lesdo apresentam esse aspecto. A
forma oculta se manifesta como um descolamento fibrovascular do EPR,
representado por hiperfluorescéncia que aumenta progressivamente em
intensidade, mantendo seus limites bem definidos, ou como um vazamento tardio
de origem indeterminada, representado por uma hiperfluorescéncia de limites mal
definidos nas fases tardias do exame.? As formas classica e predominantemente
classica representam cerca de 30% dos casos recém-diagnosticados®” e as

formas minimamente classica e oculta cerca de 70% dos casos.?®

1.3 Fisiopatologia da DMRI

A DMRI ocorre quando idade, predisposi¢ao genética e insulto do ambiente

interagem para disparar uma sucessao de alteragbes degenerativas na macula,
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que se manifestam inicialmente pelo acumulo de drusas e podem evoluir para

atrofia geografica ou neovascularizagdo de coroide.?

As fases iniciais de DMRI sao caracterizadas pelo depdsito de lipidios na
membrana de Bruch, possivelmente pela falha do EPR em processar os restos
celulares associados com a degradagcdo dos segmentos externos dos
fotorreceptores. Esses depdsitos levam ao surgimento das drusas, que séo o sinal

clinico mais precoce da instalacdo da DMRI.*

Em seguida, ocorre espessamento das camadas de colageno da membrana
de Bruch acompanhados de sua calcificagdo, degeneracao de elastina e acumulo
de lipidios e proteinas exdgenas, que podem causar fraturas na membrana.®’
Forma-se entdo uma barreira hidrofébica que dificulta a passagem de fluido e
nutrientes entre a coroide e a retina externa resultando em ma nutricado relativa.
Crescimento subsequente de neovascularizagdo da coriocapilar pode entido

ocorrer entre fraturas da membrana de Bruch.*

O desenvolvimento da DMRI neovascular é dependente de estimulo
angiogénico, representado principalmente pelo fator de crescimento do endotélio
vascular (VEGF),*® produzido em resposta & ma-nutrigdo e inflamagao tecidual. >
O VEGF, nas suas isoformas 121, 165 e 189, desempenha papel fundamental na
formacdo de vasos anormais e no aumento da permeabilidade vascular em
diversas condigdes patoldgicas.®® Evidéncias clinicas recentes sugerem que os

vasos da coroide sao especialmente sensiveis a esses efeitos do VEGF.*

A progressdao da DMRI é devida em parte a um estado inflamatorio
sustentado por atividade aberrante da via alternativa do complemento, sendo

regulada por fatores pro-inflamatérios como a proteina do complemento 3 (C3) e
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as proteases séricas fator B (FB) e fator D (FD), bem como anti-inflamatérios
como o fator de complemento H (CFH), que é o principal inibidor da via alternativa
do complemento, agindo como um regulador negativo desse complexo

enzimatico.%®

Foram demonstrados niveis plasmaticos aumentados de C3, FB e FD e
niveis reduzidos de CFH em pacientes com DMRI, quando comparados a casos
controles.’” Recentemente, demonstrou-se que a ativacdo aumentada da via
alternativa do complemento no vitreo esta relacionada a variagées genéticas do
gene que codifica o CFH.*® Entretanto, n3o foi encontrada correlacédo entre os
niveis plasmaticos de proteinas da via alternativa do complemento com os

gendtipos do CFH em pacientes com DMRI.*®

O CFH é um componente do sistema imunologico que possui uma agao
imunomoduladora sobre a resposta inflamatéria. Tal agdo ocorre através da
regulagédo do sistema de complemento, que atua na protegcdo contra infecgdes
atacando células displasicas e doentes e poupando as células saudaveis. A
ativacdo do complemento ocorre por diferentes vias, as quais determinam a
formacgao da enzima convertase C3 e subsequente ativacado da resposta imune. O
resultado final da ativacdo destas vias € a lise celular através da formacao de
complexo de ataque a membrana celular (C5b-9). O CFH presente nas células e
no sistema circulatério regula a atividade do complemento, inibindo a ativacédo de
C3 em C3a e C3b e inativando o C3b existente. Depdsitos de componentes do
sistema complemento, como o complexo C5b-9, e outros marcadores inflamatérios

foram identificados em drusas e na coroide de pacientes com DMRI.*
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1.4 Genética e DMRI

Polimorfismos genéticos sao variagbes das sequéncias de bases
nitrogenadas do acido desoxirribonucleico (DNA) que estdo presentes em mais de
1% da populagdo.*’ O polimorfismo mais comum relacionado & DMRI é a
substituicdo de uma base na posi¢cao 1277 do gene CFH, na regiao 32 do brago
longo do cromossomo 1 (1g32). Esse polimorfismo de nucleotideo unico (single
nucleotide polymorphism, SNP) consiste na troca de timina (T) por citosina (C)
neste nucleotideo (Figura 2). Tal mudancga leva a produgdo de uma sequéncia
diferente de polipeptideos, acarretando a troca do aminoacido histidina (H) no
lugar de uma tirosina (Y) no cdédon 402. Esta mudanga da base nitrogenada é

expressa como 1277 T > C ou T1277C e a alteragdo do aminoacido como Y402H.
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Figura 2. Eletroferograma do gene
CFH demonstrando a troca da base
nitrogenada T por C na posi¢ao 1277

O polimorfismo Y402H situa-se no dominio SCR7 da proteina CFH, uma
regido implicada como um local de ligagao para a heparina e a proteina C-reativa
(CRP).*? A ligacdo da CRP e heparina altera a capacidade do CFH de regular
negativamente o efeito do complemento, e foi proposto que a substituicdo de
aminoacido na posicdao 402 pode afetar estas propriedades de ligagdo, com
implicagdes funcionais. Por exemplo, o polimorfismo Y402H pode alterar a
capacidade do CFH em suprimir o excesso de ativacdo do complemento,

ocasionando lesio vascular.*®
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A contribuicdo da hereditariedade para a susceptibilidade a DMRI foi
descrita ha décadas, através da ocorréncia maior da doenga entre gémeos
monozigdticos comparada a gémeos dizigéticos.* Diversos polimorfismos foram
relacionados a incidéncia aumentada da DMRI,* sendo que um dos mais
importantes até o momento ocorre no gene CFH, demonstrado em diversas

populacdes.*®

Na populagdo americana, a razao de chance para DMRI foi de 4,6 para a
presenga de apenas um alelo C (heterozigoto) e de 7,4 para a presenca de dois
alelos C (homozigoto) no gene CFH para a variante (SNP) T1277C.*° Em uma
amostra de populagio russa, a razdo de chance foi 2,7 para homozigotos,47 em
outro com populagéo italiana foi de 4,6,*® enquanto entre franceses, este fator foi
de 3,0 para um alelo e 6,9 para dois alelos.*® Na populacéo chinesa, foi de 4,4
para homozigotos,”® enquanto na india foi de 11,5,°" e em lIsrael, 1,9 para um

alelo e 3,4 para dois alelos.>?

No Brasil, estudo semelhante demonstrou que homozigose para o alelo de
risco do gene CFH foi encontrado em 33,3% dos pacientes com DMRI e 10,1%
dos controles e conferia uma razdo de chance de 7,9 para desenvolvimento de

DMRI, enquanto heterozigose conferia uma razdo de chance de 2,7.%

Além da variante T1277C, foram descritos SNPs no exon 2 do gene CFH,
caracterizados pela substituigdo de isoleucina por valina na posigéo 62 (I62V) e
pela variante D936E. Essas mudancas podem contribuir para o desenvolvimento
de DMRI, afetando a fungdo do CFH através de variabilidades nos niveis de
expressao, eficiéncia de ligagdo e outras propriedades, e influenciar na ativagao

da via alternativa do complemento.**
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Um segundo gene de susceptibilidade identificado € o LOC387715,
localizado no cromossomo 10926, também conhecido como age related macular
susceptibility 2 (ARMS2). A variante de risco para desenvolvimento da DMRI neste
gene consiste na substituicdo do aminoacido alanina da posigdo 69 por serina
(AB69S).>® Evidenciou-se que a associagdo de uma ou duas copias do alelo de
risco aumenta em cinco vezes a chance de desenvolvimento de DMRI na
populagao americana.”® Em uma avaliacdo da populagao brasileira, a homozigose
para o alelo de risco do LOC387715 foi identificada em 23,6% dos pacientes com
DMRI e 7,2% dos controles e conferia razdo de chances de 5,6 para

desenvolvimento de DMRI.%3

O gene do VEGEF, localizado na regiao 21 do brago curto do cromossomo 6
(6p21), codifica a principal proteina no controle da angiogénese e também foi
relacionado com o desenvolvimento de DMRI. Um estudo europeu evidenciou que
0 gendtipo TT na posigdo 674 do gene do VEGF conferia risco de 2,4 para

1.%" Entre brasileiros, foi observada prevaléncia de 18,1%

desenvolvimento de DMR
de homozigose para o alelo T do gene do VEGF nos pacientes com DMRI e de
5,8% entre controles e uma razédo de chances de 3,6 para individuos homozigotos

e 1,5 para heterozigotos de desenvolvimento de DMRI.®

Outros genes que também tiveram associagdo com a susceptibilidade para
DMRI identificada foram o gene do fator de complemento B (CFB),*° do

)’60

componente do complemento 2 (C2 e do receptor de quimioquina CX3C

(CX3CR1).%"
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1.5 Tratamento da DMRI exsudativa

A descrigdo do envolvimento de fatores angiogénicos no surgimento de
neovasos retinianos®® e da coroide® em estudos experimentais, estimulou a
pesquisa e a utilizagdo de drogas antiangiogénicas no tratamento da forma
neovascular da DMRI. A partir de 2006, novas terapias concentraram-se em

interferir na atuacdo do VEGF em olhos com DMRI exsudativa.®*

No passado, a fotocoagulacdo retiniana e a terapia fotodinamica (PDT)
foram amplamente utilizadas no tratamento da DMRI exsudativa.®®> Como
demonstrado no Macular Photocoagulation Study (MPS), a fotocoagulagao
retiniana com laser térmico de membranas neovasculares sub-retinianas (MNVSR)
subfoveais causava perda visual imediata associada com beneficio moderado
demonstrado com o acompanhamento a longo prazo.®® O PDT envolve o uso de
fototrombose orientada seletivamente a destrur a MNVSR, sem lesar
concomitantemente a estrutura da retina, através da ativacao de verteporfina, que
causa oclusdo da neovascularizagdo sub-retiniana por trombose dos capilares
neoformados. Como foi demonstrado no Treatment of Age-related Macular
Degeneration with Photodynamic Therapy Study (TAP), pacientes com MNVSR
predominantemente classicas apresentavam menor perda visual apés um ano de
tratamento com PDT, com 67%, versus 39% do grupo controle, apresentando
perda visual menor que 15 letras de acuidade visual medida conforme o proposto
pelo Early Treatment Diabetic Retinopathy Study (ETDRS).%” Essa tendéncia se
manteve no acompanhamento de dois anos.?® Entretanto ndo houve ganho de
acuidade visual, apenas reducao da extensao de sua perda.69 Pacientes com
MNVSR ocultas tiveram a eficacia do PDT avaliada através do Verteporfin in

Photodynamic Therapy Study (VIP). Neste estudo, apés um ano de
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acompanhamento, os pacientes tratados nao evoluiram melhor que os controles
mas, apos dois anos, foi detectado que 55% dos tratados apresentaram perda
visual maior ou igual a 15 letras de ETDRS, versus 68% do grupo controle, uma

diferenga estatisticamente significativa em favor do grupo tratado.®®

Os antiangiogénicos inibidores do VEGF trouxeram avangos na estratégia
terapéutica de tratamento da MNVSR da DMRIL.’® O bevacizumabe (Avastin,
Genentech Inc., South San Francisco, CA, EUA) € um anticorpo monoclonal
humanizado que se liga a todas as isoformas do VEGF-A, e foi aprovado pelo
Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos da América em 2004

para o tratamento intravenoso de cancer colorretal metastatizado.”

Foi observado que pacientes tratados sistemicamente com administracao
endovenosa na dose de 5mg/kg, com intervalos bissemanais, e que tinham DMRI
exsudativa, apresentavam melhora da acuidade visual. Entretanto, apresentavam
risco pequeno, mas significativo, de eventos tromboembdlicos (acidente vascular

cerebral e infarto do miocardio).”?

O uso intravitreo de bevacizumabe foi descrito pela primeira vez em 2005.”
Esta via de administragdo permite que a dose seja 1/300 a 1/400 da dose
empregada sistemicamente, minimizando efeitos colaterais sistémicos.”* Embora
nao seja aprovado pelo FDA para uso intraocular, muitos estudos demonstraram

|75

sua eficacia na estabilizacdo, melhora da acuidade visual’® e redugdo do

espessamento da retina em pacientes com a forma neovascular da DMRI.”

O ranibizumabe (Lucentis, Novartis, South San Francisco, CA, EUA) é um
fragmento do anticorpo monoclonal humanizado bevacizumabe. Este fragmento

recombinante consiste em duas partes: uma sequéncia humana nao ligante que
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confere ao anticorpo menor antigenicidade e um epitopo ligante de alta afinidade
derivado de camundongo que serve para ligacdo ao antigeno. O ranibizumabe
liga-se a todas as isoformas de VEGF-A e inibe a interagao entre o peptideo VEGF

e seus receptores.’’

Sua eficacia no tratamento da forma neovascular da DMRI, nas formas
minimamente classica e oculta, foi demonstrada no estudo MARINA (Minimally
Classic/Occult Trial of the Anti-VEGF Antibody Ranibizumab in the Treatment of
Neovascular AMD). Nesse estudo multicéntrico de fase Ill, injegdes intravitreas
mensais de ranibizumabe resultaram em melhora da acuidade visual média
durante o primeiro ano. Aproximadamente 95% dos pacientes recebendo
ranibizumabe evitaram perda visual de 15 letras de ETDRS, comparados a 62,2%
do grupo controle em um ano.”® Em 2 anos, esses valores foram respectivamente
90% e 52,9%. Além disso, o grupo tratado teve um ganho visual médio em torno

de 5 letras, enquanto o grupo controle teve um perda em média de 15 letras.”®

Sua eficacia no tratamento da forma neovascular da DMRI, na forma
predominantemente classica, foi demonstrada no estudo ANCHOR (Anti-VEGF
Antibody for the Treatment of Predominantly Classic Choroidal Neovascularization
in AMD), no qual pacientes recebendo inje¢des intravitreas mensais de
ranibizumabe foram comparados a um grupo controle recebendo PDT. Em 1 ano,
96,4% do grupo ranibizumabe versus 64,3% do grupo controle tiveram perda
visual menor que 15 letras. Além disso, 40,3% do grupo ranibizumabe versus
5,6% do grupo controle tiveram um ganho visual maior que 15 letras e o grupo
ranibizumabe teve um ganho visual médio de 11,3 letras, enquanto o grupo
controle teve uma perda visual média de 9,5 letras.®° Em 2 anos, 90% do grupo

ranibizumabe evitou a perda visual maior que 15 letras versus 65,7% do grupo
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controle. Além disso, 34% do grupo ranibizumabe versus 6,3% do grupo controle
tiveram um ganho visual maior que 15 letras e o grupo ranibizumabe teve um
ganho visual médio de 8,1 letras, enquanto o grupo controle teve uma perda em

média de 9,8 letras.®’

Outro angiogénico disponibilizado recentemente para o tratamento da DMRI
exsudativa é o aflibercept, que apresentou nos estudos eficacia nao inferior e
clinicamente equivalente ao ranibizumabe, quanto a alteragdo média na acuidade
visual e também produziu melhorias semelhantes nas medidas anatémicas.
Eventos adversos oculares e sistémicos também foram semelhantes entre os

grupos de tratamento.®?

A utilizacdo de antiangiogénicos em regime mensal mostrou-se dificil na
pratica clinica, o que motivou estudos que avaliaram a eficacia de regimes com
menor numero de doses. O estudo PrONTO (Prospective OCT Imaging of Patients
with Neovascular AMD Treated with Intra-Ocular Lucentis) avaliou pacientes
submetidos a trés inje¢des mensais de ranibizumabe seguidos de retratamento
pro re nata (PRN), ou seja, de acordo a necessidade definida pela presenca de
sinais de atividade de doenga, como aumento da espessura retiniana, presenca de
liquido sub ou intrarretiniano e perda visual. Os resultados obtidos com esse
regime de dose variavel guiado por tomografia de coeréncia optica (OCT) sao
semelhantes aos dos estudos com regime mensal € menos inje¢cdes sao

necessarias.®

O regime de tratamento PRN também foi avaliado no estudo SUSTAIN
(Safety and efficacy of a flexible dosing regimen of ranibizumab in neovascular

age-related macular degeneration) que evidenciou uma melhora de 3,6 letras ao
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longo de um ano de acompanhamento de individuos com DMRI exsudativa que

receberam em média 5,7 injecdes de ranibizumabe.®

Varios estudos avaliaram a eficacia do tratamento da DMRI exsudativa com
bevacizumabe e compararam com os resultados obtidos com ranibizumabe. No
estudo IVAN (A randomised controlled trial of alternative treatments to Inhibit
VEGF in Age-related choroidal Neovascularisation), os pacientes foram
randomizados para receber tratamento com ranibizumabe ou bevacizumabe, em
regime mensal ou de acordo com a necessidade. A avaliagdo de n&o-inferioridade
de alguma das duas drogas foi inconclusiva e a comparagao entre os dois regimes

de tratamento evidenciou uma equivaléncia entre ambos.®®

O estudo CATT (Comparison of AMD Treatments Trials) evidenciou que,
ao final de um ano de acompanhamento, o bevacizumabe administrado
mensalmente € equivalente ao ranibizumabe administrado da mesma forma, com
8 e 8,5 letras de ganho visual respectivamente, que o ranibizumabe conforme a
necessidade é equivalente ao regime mensal, mas que a comparagao entre o
bevacizumabe mensal e conforme a necessidade é inconclusiva.®® Ao final de dois
anos de acompanhamento, o ganho médio de acuidade visual foi similar entre as
duas medicagdes, mas o ganho foi maior no regime mensal do que no de acordo

com a necessidade.®’

A melhora da acuidade visual no tratamento da DMRI exsudativa com
inibidores do VEGF se correlaciona com a recuperagdo da acuidade visual de
leitura e velocidade de leitura.®® Além disso, também corresponde & percepcéo
subjetiva de melhora, tendo sido evidenciado em estudo prospectivo que 68% dos

pacientes haviam percebido melhora de visdo, 21% referiam auséncia de
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mudanca, e 11% piora ao longo de quatro meses de tratamento em regime PRN

com ranibizumabe.®®

1.6 Farmacogenética da DMRI

Uma variagado genética pode influenciar a eficacia de determinada droga
através de variabilidade farmacocinética ou farmacodindmica. Na primeira, a
variabilidade da disposigcdo da droga nas moléculas alvo sofre influéncia da
absorgao, distribuicdo, metabolismo, eliminagdo, além do trafego intracelular e
regulagéo da expressédo génica, como, por exemplo, na eliminagdo de drogas por
N-acetilagdo regulada por variacdes genéticas.”® Na segunda, individuos com a
mesma concentragdo tecidual da droga apresentam respostas distintas por
variabilidades do receptor molecular da droga ou por interagdes com moléculas
apds a acao no receptor, como, por exemplo, na eficacia dos betabloqueadores
para insuficiéncia cardiaca em individuos homozigotos para uma delegao do gene

da enzima conversora de angiotensina.”’

Além disso, as variagdes genéticas podem predizer a gravidade ou
persisténcia de uma doenca e seu comportamento durante o tratamento. Uma
analise prospectiva demonstrou que os polimorfismos do gene CFH e ARMS2 sao
independentemente relacionados a progressao dos estagios precoces para 0s
avancados de DMRI, com razdo de chances de 2,6 para o CFH e 4,1 para o
ARMS2% Na avaliagdo farmacogenética dos efeitos do tratamento com
suplementacdo vitaminica em pacientes com DMRI seca foi notada uma
progressao de doenga maior em individuos homozigotos para o alelo de risco e foi

presumido que individuos com alelos de risco do CFH tem uma doenga mais
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grave que esta menos sujeita a influéncia do efeito benéfico discreto da

suplementagao vitaminica.”

Uma resposta inflamatéria inadequada que inclui uma ativagao inapropriada
do sistema de complemento tem sido implicada na patogenia da DMRI e pode
contribuir para a evolugdo da doenca durante o tratamento. O polimorfismo
tirosina-histidina esta localizado na regido do CFH que se liga a heparina e a
proteina C reativa (CRP) e foi demonstrado que niveis séricos elevados da CRP

estdo associados com a doenca.*

Os estudos que previamente avaliaram a relagao dos gendétipos do CFH e a
resposta ao tratamento da DMRI exsudativa com PDT,*% bevacizumabe®’ e

98,99

ranibizumabe apresentaram resultados conflitantes.

Foi demonstrado em populagdo americana de origem caucasiana que
pacientes com DMRI exsudativa homozigotos para o alelo de risco representado
pela mudanga tirosina por histidina na posicao 402 do CFH (gendtipo CC)
apresentam uma resposta significativamente melhor ao tratamento com PDT que
aqueles com gendtipos TC ou TT. Essa diferenga foi mais significativa no grupo de
pacientes com lesdes neovasculares sub-retinianas predominantemente classicas,
do que no grupo com lesdes ocultas.®® Ja um estudo envolvendo outra populagéo
caucasiana, de origem inglesa, sugeriu uma associagao dos gendtipos CC e CT
com uma maior perda visual apds PDT.?® Em estudo realizado em Israel, a mesma
variagcao genotipica confirmou seu papel como fator de risco para DMRI, mas nao
apresentou correlagdo com a resposta ao tratamento com PDT.>? Na populagdo
finlandesa, o gendtipo do CFH também néo foi capaz de predizer a resposta ao

PDT na DMRI exsudativa.'®
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Diferencas na resposta ao tratamento com bevacizumabe também foram
demonstradas. Na populacdo americana, foram avaliados pacientes com DMRI
exsudativa submetidos a inje¢des intravitreas de bevacizumabe, e evidenciado
que individuos homozigotos para o alelo de risco apresentaram uma resposta
significativamente pior que aqueles com gendétipos TC ou TT. Com o tratamento, a
AV média melhorou de 20/248 para 20/166 para o grupo TT e de 20/206 para
20/170 para o grupo TC, mas caiu de 20/206 para 20/341 no grupo CC.% Essa
diferenca de resultados quanto a AV final também ocorreu em um estudo
envolvendo a populacdo austriaca’' e a populagdo chinesa,'® apesar de nao ter
havido diferenca quanto a redugdo da espessura retiniana central com o

tratamento.

Um estudo realizado na Suica, com pacientes tratados com ranibizumabe,
ratificou os resultados encontrados com bevacizumabe, com uma pior resposta em
individuos com os dois alelos mutantes, sugerindo um efeito de pior progndstico
para o gendtipo CC.'® Estudo em populacdo americana mostrou que os trés
gendtipos responderam de forma semelhante ao tratamento, quanto a acuidade
visual final, mas pacientes com genétipo CC receberam em média uma injecao a
mais ao longo do tratamento e apresentaram um risco 37% maior de necessitarem

de injecdes adicionais de ranibizumabe.*®

Um outro estudo demonstrou um efeito inverso, sugerindo um efeito
protetor do gendtipo CC. Uma populagéo inglesa, também submetida a trés
injecbes iniciais de ranibizumabe seguidas de outras de acordo com a
necessidade, apresentou uma melhora de AV em letras de ETDRS em 6 meses
de acompanhamento de 1,6 para o grupo TT, 5,9 e 7,2 para os grupos TC e CC,

respectivamente.®®
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Um estudo prospectivo randomizado confirmou a influéncia dos gendétipos
do CFH quanto a um maior numero de injecées de ranibizumabe durante o
tratamento, assim como demonstrou que a acuidade visual final foi menor no
grupo de pacientes apresentando alelos de risco'® e uma meta-andlise
envolvendo dez estudos num total de 1510 individuos evidenciou que individuos
homozigotos CC estavam associados a uma resposta reduzida ao tratamento da

DMRI exsudativa numa razao de chances de 1,68.'%

Entretanto, essa associacdo ndo foi confirmada por outro estudo
envolvendo pacientes submetidos ao tratamento com ranibizumabe e/ou
bevacizumabe, trés injecdes mensais seguidas de reinje¢des de acordo com a
necessidade. Entre os diferentes gendtipos, a parcela de pacientes que
apresentou manutencao ou melhora da AV nao diferiu da que manifestou piora ao

longo do tratamento.®

Além disso, a correlagao entre gendtipos e os resultados do tratamento dos
individuos incluidos no estudo CATT nao encontrou valor preditivo da resposta no

gene CFH.""

Apesar dos progressos alcangados, um melhor entendimento do impacto
dos diferentes fatores no sucesso do tratamento ainda nio esta claro, em parte
devido ao fato das hipoteses serem testadas em diferentes populagbes. Estas
diferencas podem ser secundarias a uma relagao farmacogenética com as drogas
avaliadas ou a condigdes intrinsecas da DMRI associadas as variantes genéticas

do gene CFH.

A populacédo brasileira apresenta um padrdo genético proprio, como ja

observado em outras afeccdes oculares.'®'% Ainda ndo foram publicados
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estudos avaliando a associagao desses genotipos com a resposta ao tratamento
da DMRI em nossa populacdo. Estabelecer esta associacdo na populacao
brasileira podera contribuir para as decisbes terapéuticas e de seguimento de

pacientes com DMRI em nosso meio.

O estudo da associagdo dos gendtipos do CFH com a resposta ao
tratamento da DMRI com bevacizumabe e ranibizumabe podera resultar em
achados farmacogenéticos que permitirdo orientar os critérios de eligibilidade para
tratamento de maneira individualizada, otimizando os resultados e minimizando a

carga socioecondmica do tratamento da DMRI.
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2. OBJETIVOS
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Baseando-se na fisiopatologia da DMRI exsudativa, nos efeitos das
variantes do polimorfismo Y402H do gene CFH e nos mecanismos de acéo dos

antiangiogénicos intravitreos, os presentes estudos tém como objetivos:

2.1 Objetivo geral

Avaliar a relagao entre as variantes do polimorfismo Y402H do gene CFH

com a resposta ao tratamento da DMRI com antiangiogénicos.

2.2 Objetivos especificos

Comparar os efeitos sobre acuidade visual e espessura retiniana central a
curto prazo do bevacizumabe intravitreo em pacientes recém diagnosticados com

DMRI exsudativa com as variantes do polimorfismo Y402H.

Comparar a evolugado a longo prazo de pacientes com DMRI exsudativa
previamente submetidos ao tratamento com antiangiogénicos com as variantes do
polimorfismo Y402H, quanto a acuidade visual, espessura retiniana central,
numero de inje¢des intravitreas, persisténcia de atividade neovascular e

percepcao subjetiva de melhora.
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3. METODOS
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3.1 Tipo de estudo

Foram realizados dois estudos: um ensaio prospectivo de curto prazo e um
ensaio retrospectivo de longo prazo, ambos intervencionais abertos nao
controlados, envolvendo portadores de DMRI exsudativa, que preencheram os
critérios de inclusdo e exclusdo do estudo e se dispuseram a participar da

pesquisa, constituindo-se em amostragens n&o probabilisticas.

3.1.1 Pacientes

Para o estudo de curto prazo, foram selecionados pacientes atendidos nos
ambulatérios de Oftalmologia do Hospital Federal dos Servidores do Estado e da
Clinica Sao Vicente, do Rio de Janeiro, consecutivamente recém-diagnosticados
com DMRI exsudativa, no periodo de janeiro de 2010 a dezembro de 2012. Esses
individuos foram submetidos a injegéo intravitrea de 1,25 mg de bevacizumabe e
avaliados prospectivamente em uma e quatro semanas apos o procedimento,

quanto a correlagao entre a resposta ao procedimento e a genotipagem do CFH.

No estudo de longo prazo, foram incluidos pacientes acompanhados nos
ambulatérios de Oftalmologia do Hospital Federal dos Servidores do Estado e da
Clinica Sao Vicente, do Rio de Janeiro, do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, e do Hospital Monte Sinai, de Juiz de
Fora, Minas Gerais, no periodo de janeiro de 2008 a dezembro de 2012, que
haviam sido previamente submetidos a tratamento para DMRI exsudativa com

bevacizumabe ou ranibizumabe no regime PRN. Eles tiveram seus prontuarios e
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exames retrospectivamente avaliados, quanto a correlagdo entre a evolugdo ao

longo de um ano de acompanhamento e o gendétipo do CFH.

3.1.1.1 Critérios de inclusao

Os pacientes foram elegiveis para participar de algum dos estudos se todos
os critérios abaixo estivessem presentes no olho do estudo no momento

imediatamente antes do inicio do tratamento.
1. Individuos com 50 anos ou mais;

2. Apresentar MNVSR secundaria a DMRI de qualquer subtipo angiografico

(classico, predominantemente classico, minimamente classico, ou oculto);

3. Apresentar MNVSR ativa (incluindo tanto o componente classico quanto
o oculto) no olho do estudo que englobe, pelo menos, 50% da area total da leséo

(incluindo sangue, atrofia e cicatriz);

4. Apresentar OCT evidenciando liquido sub-retiniano ou sub-EPR,

espessamento retiniano ou descolamento do EPR em regido macular;

5. Apresentar um tamanho total da lesdo no olho do estudo que seja menor

que 12 areas de disco;

6. Apresentar a melhor acuidade visual corrigida entre 20/40 e 20/800

(equivalente Snellen) no olho do estudo;
7. Fornecer o consentimento livre e esclarecido por escrito;

8. Ser capaz de aderir a todos os procedimentos do estudo.
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3.1.1.2 Critérios de exclusao

O paciente nao foi selecionado se qualquer dos seguintes itens estivesse

presente no olho do estudo ou em nivel sistémico:
1. Fibrose ou atrofia da fovea;

2. Hemorragia sub-retiniana que envolva a fovea ou maior que 50% ou mais

da area total da lesao;
3. Ruptura de EPR envolvendo a macula;
4. Retinopatia diabética ou hemorragia vitrea;

5. Pressao intraocular maior que 30 mmHg apesar de tratamento com

medicagdes hipotensoras oculares;

6. Presenca de anormalidades oftalmoldgicas significativas que impegcam a
avaliagao retiniana, incluindo opacidades dos meios (por ex.: catarata) e dilatagao

pupilar inadequada;

7. Presenga de glaucoma de angulo estreito, oclusao vascular retiniana,
membrana epirretiniana, inflamacgao intraocular ou infeccao periocular ou outras
condigbes com probabilidade de afetar significativamente a acuidade visual

durante o periodo do estudo;

8. Presencga de proliferagdo angiomatosa retiniana, vasculopatia polipoidal
de coroide ou MNVSR de outras etiologias, incluindo miopia patologica
(equivalente esférico de oito dioptrias ou mais, ou extensao axial maior que 25
mm), sindrome de histoplasmose ocular presumivel, trauma, estrias angioides,

ruptura coroidal, ou coroidite multifocal,
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9. Histérico de qualquer cirurgia intraocular (incluindo cirurgia de catarata)

no periodo de 3 meses antes da entrada no estudo;

10. Historico de tratamentos seguintes para DMRI no periodo de seis
meses antes do inicio do seguimento incluindo laser térmico, terapia anti-VEGF,
corticosteroides intraocular ou intravitreo, PDT com verteporfina, radioterapia com
feixe externo (na regido do olho do estudo), termoterapia transpupilar, ou

quaisquer terapias experimentais;

11. Historico de alergia a fluoresceina, ndo sensivel ao tratamento com

difenidramina;

12. Histérico de doencga renal ou hepatica clinicamente significativa ou
qualquer outra condicdo médica concomitante que pudesse afetar de maneira
adversa a capacidade do paciente para completar o estudo, ou que poderia afetar
a interpretacdo dos resultados do estudo, incluindo, mas nao se limitando a:
malignidade (exceto carcinoma de célula basal), condi¢cdes neurodegenerativas
cronicas, tais como Mal de Alzheimer, doencga cardiovascular ativa ou instavel
(p.ex.: hipertensdo nao controlada, angina instavel, infarto do miocardio, ataque
isquémico transitério ou acidente vascular cerebral dentro de quatro meses da

inclusdo no estudo), ou doenga autoimune cronica;

17. Qualquer tratamento com um agente sob investigagcdo nas ultimas 12

semanas para qualquer condigao.

3.1.2 Aspectos éticos

Este estudo foi submetido & apreciacdo da Comissao de Etica da Faculdade

de Ciéncias Médicas da UNICAMP e aprovado, sob o Protocolo de Pesquisa no
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310/05 (Anexo A). Todos os pacientes preencheram os critérios de inclusdo e de

excluséo e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo B).

Os pacientes selecionados para o estudo receberam explicagdo completa,
pormenorizada e em linguagem acessivel sobre a natureza da pesquisa, seus
objetivos, métodos e beneficios previstos, podendo ou ndo aceitar participar da

mesma, sem constrangimento ou modificagdo em sua assisténcia medica.

Apos a informacédo, através da qual os pacientes souberam que seriam
realizados procedimentos que ndo fazem parte da rotina atual do servigo, aqueles
que aceitaram participar do estudo assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido, autorizando sua participagcdo voluntaria na pesquisa. Todos os
sujeitos da pesquisa puderam retirar seu consentimento, em qualquer fase do

estudo, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu atendimento médico.

Nas coletas de sangue, foi retirada quantidade (5 a 10 ml) ndo prejudicial a
saude do paciente. O material bioldégico (sangue) coletado foi armazenado no
Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) — UNICAMP e

utilizado exclusivamente para a finalidade prevista nesta pesquisa.

Nao houve necessidade de mudanga da rotina dos pacientes, nem 6énus
para os mesmos. A identidade de todos os pacientes foi mantida em sigilo. Foram
respeitados os principios enunciados no Cédigo de Etica Médica e na Declaracgéo

de Helsinque.
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3.2 Métodos

3.2.1 Métodos diagnoésticos e terapéuticos

Todos os pacientes foram entrevistados por meio de questionario
estruturado para obtencdo de informacdes sobre idade, sexo, etnia, tempo do
inicio dos sintomas, olho acometido, histoérico ocular e sistémico pregresso,
histéria familiar de DMRI e histéria pessoal, incluindo tabagismo e uso de

suplementagao vitaminica. (Anexo C)

Todas as variaveis coletadas foram comparadas ao genétipo do CFH (CC,
CT ou TT). Houve mascaramento dos investigadores em relagcdo aos genotipos

durante a coleta dos dados e analise estatistica.

3.2.1.1 Ensaio de curto prazo

Todos os participantes do ensaio prospectivo foram submetidos a medida
da acuidade visual apos refracdo a quatro metros utilizando-se a tabela do
ETDRS, biomicroscopia e fundoscopia. A fundoscopia foi realizada com lampada

de fenda e lente positiva de 78 ou 90 dioptrias.

Os pacientes foram submetidos a exames de retinografia e angiografia
fluoresceinica, sendo realizados apoés dilatagdo pupilar com instilagdo de 3 gotas
de tropicamida 1%, num intervalo de 5 minutos entre as instilagcdes. Realizou-se a
injecao de 5 ml de fluoresceina sddica endovenosa a 10%. Nos casos de MNVSR
ocultas, o exame foi complementado com angiografia com indocianina verde, com
injecdo de 25 mg de indocianina verde diluidos em 2 ml de solvente aquoso e as

imagens foram obtidas até 30 minutos apds a administracdo do corante.
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O acesso venoso (veia cubital) era mantido com cateter hidrolisado até o
término do exame, para tratar possiveis reacdes adversas, sendo verificada

alguma sintomatologia do paciente antes de retirar o acesso venoso.

Os individuos incluidos no estudo foram submetidos ao exame de OCT de
alta resolucdo com o aparelho Cirrus® (Carl Zeiss Meditec, Dublin, CA, USA), ou
Spectralis® (Heidelberg Engeneering, Heidelberg, Germany), respeitando o
mesmo aparelho nos exames subsequentes. Inicialmente, os pacientes tiveram as
pupilas dilatadas de forma similar para realizagdo das imagens fotograficas, sendo
posicionados confortavelmente sentados em frente ao aparelho, com mento e
regiao frontal bem encostados. O moédulo foi alinhado de forma que a lente ficasse
no eixo optico do olho a ser examinado. Cada paciente foi orientado a fixar o alvo
interno do aparelho no centro da tela. A fixagao do paciente e a localizacdo da
varredura do tomoégrafo foram monitoradas por imagem na tela do computador,

mostrada durante o exame.

As aquisicoes das imagens foram obtidas por meio do protocolo de medidas
de espessura retiniana, no centro da févea, quando a depressao foveal era visivel
e foram submetidas a corregdo manual de segmentacao e centralizagdo. O calculo
das medidas de espessura retiniana foi obtido automaticamente pelo aparelho, o
qual considera a distancia entre a relagao interface vitreo-retiniana e a superficie
anterior do EPR e a estratégia para analise quantitativa foi 0 mapa de espessura
macular que analisa os mapas circulares de cada olho centralizado na macula e

apresenta como resultados a espessura e volume retiniano (Figura 3).
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Figura 3. Impresso dos parametros obtido por meio do OCT Cirrus®. Os
mapas apresentam as medidas de espessura retiniana, usando um codigo
de cor e valores numéricos das medidas de espessura macular média (em

micra) de cada setor.
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A injecao intravitrea de bevacizumabe ou ranibizumabe foi realizada nas
instalacdes das instituicbes envolvidas na pesquisa. Apds anestesia tépica com
colirio de tetracaina, realizou-se antissepsia da pele com solugdo de iodo
povidona e colocou-se o blefarostato, seguidos de instilagdo de iodo povidona a

5% no saco conjuntival por trés minutos antes da injecdo.""°

O bevacizumabe (Avastin, Genentech Inc., South San Francisco, CA, EUA),
na concentragcéo de 25 mg/ml, foi injetado no volume de 0,05 ml, que corresponde
a 1,25 yg da droga, por meio de seringa de insulina com agulha 27 gauge, na
regido temporal ou nasal inferior a distancia medida com compasso de 3,5 mm do
limbo em pseudofacicos e a 4 mm em facicos, perpendicular a parede do bulbo
ocular e direcionada ao centro da cavidade vitrea, com o bisel voltado para o

cristalino (Figura 4).

Figura 4. Técnica da injecao intravitrea de antiangiogénicos

Logo apos a injegéo, a artéria central da retina era avaliada por meio da
biomicroscopia com lente asférica de 78 dioptrias e, se diagnosticada ocluséo

vascular, a pressao intraocular era mensurada e verificada necessidade de
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paracentese na camara anterior. Por outro lado, ndo havendo esta oclusdo, uma
gota de colirio de moxifloxacino 0,5% ou gatifloxacino 0,3%, 4 vezes ao dia, era
prescrita por 5 dias e o paciente recebia orientagdes quanto ao retorno ao

ambulatoério para seguimento.

Os pacientes retornavam para a primeira visita apds sete dias e, para a
segunda, vinte e oito dias apds o procedimento e eram submetidos a reavaliagbes
incluindo acuidade visual apos refracdo a quatro metros utilizando-se a tabela do
ETDRS e OCT de alta resolugcido respeitando o mesmo aparelho dos exames

anteriores.

3.2.1.2 Ensaio de longo prazo

Todos os pacientes incluidos no ensaio retrospectivo de longo prazo
haviam sido previamente submetidos a tratamento com antiangiogénicos. Foram
utilizados, a critério da instituicdo envolvida na pesquisa, bevacizumabe 1,25 ug
ou ranibizumabe (Lucentis, Novartis, South San Francisco, CA, EUA), injetado
pela mesma técnica, no mesmo volume, o que corresponde a 1 ug da droga. Os
pacientes foram tratados no regime PRN, de acordo com a presenga de sinais de
doencga neovascular em atividade. O acompanhamento desses individuos incluiu
visitas mensais e avaliacdo de acuidade visual com tela de Snellen,
biomicroscopia de fundo e OCT nos aparelhos Cirrus®, Spectralis®, Stratus® (Carl
Zeiss Meditec, Dublin, CA, USA), ou RTVue® (Optovue, Inc, Fremont, CA, USA),
respeitando-se sempre o mesmo aparelho nos exames subsequentes de cada

paciente.
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Foram submetidos a revisao de prontuario e colhidos dados nos momentos
do inicio do tratamento e de um ano de acompanhamento, tendo sido incluidas as
informagdes de acuidade visual com melhor corre¢ao, espessura retiniana central
por OCT, numero de inje¢des intravitreas realizadas e atividade persistente de

doenca.

No caso de doenga bilateral, foi incluido no estudo somente o primeiro olho
tratado. Os pacientes do estudo de longo prazo foram questionados também
quanto a percepgao subjetiva de evolugdo da dificuldade visual ao longo do
acompanhamento. Foi solicitado que classificassem a evolugao quanto a melhora,

manutenc&o ou piora da dificuldade visual.®

3.2.2 Avaliacao genética

Ao final da entrevista por questionario padronizado, foram colhidos de 5 a
10 ml de sangue periférico de todos os individuos incluidos nos estudos, em
frasco estéril com EDTA 10% como anticoagulante, para posterior extracdo de

DNA, a qual ocorreu através da técnica de fenol-cloroférmio.

A analise molecular dos polimorfismos foi realizada por meio da reagao em

cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento direto.

3.2.2.1 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

Para a reacdo de PCR foram desenhados pares de iniciadores ou primers
para a amplificagdo das regides que contém os polimorfismos a serem analisados.

As amostras de DNA foram adicionados 20 pmol dos primers sense e anti-sense,
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em conjunto com 200 pmol de cada desoxirribonuleotideo trifosfatado (dNTP),
tampdo da enzima 1X, 0,5 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen™ Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), completando-se o volume final da reagao para
25 puL com agua deionizada estéril. As amostras foram amplificadas em aparelho
ciclador de temperatura MasterCycler EP Gradient S (Eppendorf, Hamburg,
Germany). As temperaturas e duragdo dos ciclos foram: desnaturagao inicial a
95°C durante 5 minutos; 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C durante um minuto,
anelamento a 67°C durante um minuto e alongamento a 72°C durante um minuto;

extenséo final de 72°C durante 7 minutos e conservagao a 4°C.

Ao final da reagao, 5 uL do produto da PCR foram misturados a 1 uL do
tampdo de corrida 10X Blue Juice:Gel Loading Buffer (Invitrogen™:Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), submetidos a eletroforese em gel de agarose
1,5% corado com brometo de etideo e observados sob iluminacao ultravioleta. Os
fragmentos amplificados foram comparados ao marcador de peso molecular
100bp DNA Ladder (Invitrogen™:Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) e, para a
realizacao da reagcdo de sequenciamento, a concentragdo do DNA da amostra
purificada foi estimada a partir da comparagdo com a intensidade da banda do
marcador de peso e massa molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen™:Life

Technologies, Carlsbad, CA, USA).

3.2.2.2 Reacao de sequenciamento

Apo6s confirmacdo da amplificagdo, o produto da PCR foi purificado
utilizando-se os seguintes reagentes: 5,0 ul do produto da PCR e 2,0 ul da mistura

de enzimas exonuclease | e fosfatase alcalina de camardo ExoSAP-IT (Amersham
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Life Sciences, Uppsala, Sweden). As amostras foram levadas ao aparelho ciclador
de temperatura por 15 minutos a 37°C e 15 minutos a 80°C para inativagao da

enzima.

Para a reacdo de sequenciamento foram utilizados de 10 a 40 ng (2,0 ulL)
do produto purificado para um volume final de reagdo de 10 uL, contendo 1 uL de
Big Dye Terminator Ready Reaction v3.0 (ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit, Applied Biosystems Foster City, CA, USA), 3 uL do tampao de
sequenciamento 5X (Applied Biosystems Foster City, CA, USA) e 1,6 pmol de um
dos primers (sense ou antisense) utilizados na PCR, sendo o volume final

completado com agua deionizada estéril.

As condicbes da reacao de sequenciamento foram: 25 ciclos a 96°C por 10
segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos. Apos esta reagdo, as
amostras foram novamente purificadas para eliminagdo dos nucleotideos nao

incorporados.

3.2.2.3 Purificacao da reacao de sequenciamento

ApOs realizacdo da reacdo de sequenciamento, aos 10 ul do produto final
foram adicionados 50 pl de isopropanol a 65%, permanecendo em repouso em
ambiente escuro por 20 minutos e logo em seguida submetidos a centrifugagao
por 25 minutos a 25°C a 13000 rpm. Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi
retirado por pipetagem. Foram adicionados, em seguida, 250 ul de etanol 60%,
levando-se a centrifugacdo por 10 minutos a 25°C a 13000 rpm. Apoés
centrifugacéo, o sobrenadante foi retirado por pipetagem. Em seguida, os tubos

foram levados ao banho seco a 90°C por 4 minutos para evaporagao do etanol
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residual, permanecendo no tubo apenas o pellet do material tratado aderido a

parede do tubo.

As amostras foram ressuspensas em 17 uL de Formamida Hi-Di (Applied
BioSystems, Foster City, CA, USA), desnaturadas a 95°C por 3 minutos,
colocadas em gelo e submetidas a eletroforese no analisador automatico de DNA
Abi Prism 310 ou Abi Prism 3700 (Applied BioSystems, Foster City, CA, USA).
Para confirmagéo da regido gendmica analisada, as sequéncias foram submetidas
a buscas por similaridade, utilizando-se o algoritmo de buscas Blast

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

3.2.3 Analise estatistica

Os dados foram armazenados e submetidos as analises estatisticas no
programa SPSS for Windows, versao 10.0. Para descrever o perfil da amostra
segundo as variaveis em estudo, foram feitas estatisticas descritivas das variaveis

numéricas..

Para comparar as variaveis numéricas entre os 3 genaétipos no tempo basal
foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, devido a auséncia de distribuicdo normal
das variaveis e o teste exato de Fisher para as variaveis categoricas. Para
comparar as medidas longitudinais entre os grupos e os tempos foi utilizada a
analise de variancia (ANOVA) para medidas repetidas, seguida do teste de
comparagao multipla de Tukey para comparar 0os grupos em cada momento, € 0
teste de perfil por contrastes para analisar a evolugdo entre as avaliacbes, em

cada grupo. As medidas de acuidade visual foram convertidas para logMAR para a
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analise estatistica e todas as variaveis foram transformadas em postos (ranks)

devido a auséncia de distribuicdo normal.

O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5%, ou

seja, p<0,05.
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4. RESULTADOS
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4.1 Ensaio de curto prazo

4.1.1 Dados demograficos e clinicos dos individuos do estudo:

Trinta e um pacientes foram diagnosticados com DMRI exsudativa no
periodo de inclusdo do estudo. Quatro foram excluidos por fibrose subfoveal, um
por proliferacdo angiomatosa retiniana e um por hemorragia sub-retiniana. Assim,
25 individuos foram incluidos no ensaio prospectivo de curto prazo. A Tabela 1

apresenta as caracteristicas clinicas e demograficas da amostra.

Tabela 1. Dados demograficos e fenétipos da DMRI da populacao estudada no ensaio de
curto prazo

Variavel Valor
Numero de pacientes 25
Idade média (anos) 75,1
Sexo feminino (%) 64,0
Pseudofacia (%) 60,0
Hipertenséao arterial (%) 32,0
Historia familiar de DMRI (%) 16,0
Atual (%) 36,0
Tabagismo Passado (%) 20,0
Nunca (%) 44,0
. Castanho (%) 92,0
Cor dairis
Azul-verde (%) 8,0
Lesdes classicas (%) 36,0
Tempo dos sintomas (meses) 10,8
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O sequenciamento genético do CFH desses pacientes evidenciou que seis
(24%) eram homozigotos para o alelo de risco (CC), doze (48%) heterozigotos

(CT) e sete (28%) homozigotos para o alelo selvagem (TT) (Grafico 1).

289 24%

cc

CcT
-
48%
Grafico 1. Frequéncia dos gendtipos do CFH na populagéo do ensaio de curto

prazo

Os trés grupos de gendtipos nao diferiram estatisticamente quanto a idade,
sexo, historia ocular pregressa de cirurgia de catarata, historia sistémica pregressa
de hipertensao arterial, historia familiar de DMRI, histéria pessoal de tabagismo,

cor da iris, subtipo angiografico da lesdo ou tempo de apresentagao dos sintomas.

A Tabela 2 apresenta as caracteristicas clinicas e demograficas da

amostra, de acordo com os diferentes polimorfismos.
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Tabela 2. Dados demograficos e fendtipos dos pacientes com DMRI exsudativa de acordo
com o gendtipo do gene CFH no ensaio de curto prazo

.. Genotipo
Variavel p
cC CT 1T
Numero de pacientes 6 12 7
Idade média (anos) 74,3 75,4 752 0,768#
Sexo feminino (%) 33,3 83,3 42,8 0,144%
Pseudofacia (%) 33,3 66,6 71,4  0,386*
Hipertenséo arterial (%) 33,3 41,6 14,2 0,475%
Historia familiar de DMRI (%) 16,6 16,6 14,2  1,000%
Atual (%) 50,0 14,2 41,6
Tabagismo Passado (%) 33,3 28,5 8,3 0,341%*
Nunca (%) 16,6 57,1 50,0
. Castanho (%) 83,3 100 91,6
Cor da iris 0,687*
Azul-verde (%) 16,6 0 8,3
. _ Classica (%) 33,3 41,6 28,5
Angiografia 0,873*
Oculta (%) 66,7 58,4 71,5
Tempo dos sintomas (meses) 12,1 10,0 10,8 0,611#

# teste de Kruskal-Wallis, * teste exato de Fisher

Em relagao ao tratamento, ndo houve intercorréncias relacionadas a injegao

intravitrea de bevacizumabe.

4.1.2 Avaliagao da acuidade visual

Quanto a acuidade visual média em logMAR, os trés grupos nao diferiram
quanto a avaliacdo antes do tratamento (DO) (p=0,708). No seguimento apds o

tratamento, ndo houve diferenga significativa na acuidade visual média entre os
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grupos no sétimo dia (D7) apds a injecao intravitrea de bevacizumabe (p=0,860),

assim como no vigésimo oitavo dia (D28) apos o tratamento (p=0,928).

Os resultados da ANOVA para medidas repetidas para comparagdo da
variavel acuidade visual entre os tempos entre os trés genotipos (CC vs. CT vs.
TT) demonstrou que esta foi significativamente melhor no sétimo e vigésimo oitavo
dias de acompanhamento em relagdo a acuidade visual inicial (p<0,001) (Grafico

2).
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Grafico 2. Comparagao da acuidade visual em logMAR de acordo com o gendétipo
do CFH e momento do seguimento em relagdo a injegdo intravitrea de
bevacizumabe. AV=acuidade visual

A avaliagéo entre os tempos dentro de cada grupo de gendtipo, através do
teste de perfil por contraste, demonstrou que houve melhora da acuidade visual no

dia 28 em relagao ao valor inicial (DO vs. D28) em todos os gendtipos.

Entretanto, no grupo CC, ocorreu diferenca apenas no dia 28 em relagao ao
dia 7 (D7 vs. D28). Enquanto isso, nos grupos CT e TT, a acuidade visual

melhorou mais precocemente, no dia 7 em relagdo ao valor inicial (DO vs. D7).
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A Tabela 3 apresenta os niveis descritivos dos testes comparativos de

acuidade visual nos diferentes tempos em cada genotipo.

Tabela 3. Niveis descritivos do teste de perfil por contrastes da acuidade visual entre os
tempos em cada genatipo

. Genétipo
Comparacao entre tempos
CC CT TT
DO vs. D7 p=0,073 p=0,004 p=0,019
D7 vs. D28 p=0,040 p=0,082 p=0,174
DO vs. D28 p=0,015 p=0,009 p=0,028

4.1.3 Avaliagao da espessura retiniana

Em relagdo a medida de espessura retiniana central média por OCT, os
grupos nao apresentaram diferenca significativa no pré tratamento (p=0,374). No
seguimento apos o tratamento, os grupos também néo diferiram estatisticamente
quanto a espessura retiniana central média no sétimo dia apdés a injegao
intravitrea de bevacizumabe (p=0,187), assim como no vigésimo oitavo dia apds o

tratamento (p=0,476).

A comparacgao das medidas de espessura retiniana central média entre os
tempos entre os trés gendtipos demonstrou que houve uma redugao significativa
no sétimo e vigésimo oitavo dias em relagdo a medida inicial (p<0,001) (Grafico 3).

Selecionou-se um caso para ilustragéo (Figura 5).
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Grafico 3. Comparacao da medida de espessura retiniana central de acordo
com o genodtipo do CFH e momento do seguimento em relagdo a injegao
intravitrea de bevacizumabe. ERC=espessura retiniana central
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Figura 5. Paciente portador de DMRI exsudativa
submetido a injecao intravitrea de
bevacizumabe, demonstrando reducdo da
espessura retiniana progressivamente no sétimo
e vigésimo oitavo dias de acompanhamento.



A avaliagdo dentro de cada grupo de gendtipo demonstrou que apenas 0s
grupos CT (DO vs. D7 e DO vs. D28) e TT (DO vs. D28) apresentavam diferencas
significativas entre os tempos. A analise de perfil por contraste ndo evidenciou

nenhuma diferenga significativa no grupo CC (Tabela 4).

Tabela 4. Niveis descritivos do teste de perfil por contrastes da espessura retiniana
central entre os tempos em cada gendtipo

. Genoétipo
Comparacao entre tempos
CcC CT TT
DO vs. D7 p=0,266 p=0,002 p=0,273
D7 vs. D28 p=0,123 p=0,472 p=0,141
DO vs. D28 p=0,083 p<0,001 p=0,046

4.2 Ensaio de longo prazo

4.2.1 Dados demograficos e clinicos dos individuos do estudo:

Quarenta e seis pacientes acompanhados por no minimo um ano em
tratamento para DMRI exsudativa com antiangiogénicos no regime PRN foram
incluidos no ensaio retrospectivo de longo prazo. A Tabela 5 apresenta as

caracteristicas clinicas e demograficas da amostra.
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Tabela 5. Dados demograficos e fenétipos da DMRI da populagao estudada no ensaio de
longo prazo

Variavel Valor
Numero de pacientes 46
Idade média (anos) 75,7
Sexo feminino (%) 65,2
Pseudofacia (%) 54,3
Hipertenséao arterial (%) 50,0
Historia familiar de DMRI (%) 13,0
Atual (%) 17,3
Tabagismo Passado (%) 15,2
Nunca (%) 67,3
Cor da iris Castanho (%) 84,7
Azul-verde (%) 15,2
Classica (%) 30,4
Angiografia Oculta (%) 43,4
Nao disponivel (%) 26,0
Angiografias disponiveis (%) 73,9
Lesoes classicas (%) 41,1
Tempo dos sintomas (meses) 7,5
Uso de vitaminas (%) 69,5
Droga utilizada Bevacizumabe (%) 60,8
Ranibizumabe (%) 39,2
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O sequenciamento direto do CFH desses pacientes evidenciou que onze
(24%) eram homozigotos para o alelo de risco (CC), vinte e trés (50%)
heterozigotos (CT) e doze (26%) homozigotos para o alelo selvagem (TT) (Grafico

4),

26% 24%

c

50%

Grafico 4. Frequéncia dos genétipos do CFH na populagéo do ensaio de longo prazo

Os pacientes dos trés gendtipos nao diferiram estatisticamente quanto a
idade, cor da iris, histéria ocular pregressa de cirurgia de catarata, histéria
sistémica pregressa de hipertensao arterial, histéria familiar de DMRI, historia
pessoal de tabagismo, subtipo angiografico da lesdo ou tempo de apresentacéo

dos sintomas.

Também nao houve diferenga significativa quanto ao uso de vitaminas

durante o acompanhamento, ou utilizacdo de bevacizumabe ou ranibizumabe
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como inibidor do VEGF. O grupo CT apresentou significativamente uma frequéncia
maior de mulheres que os demais grupos (p=0,041). A Tabela 6 apresenta as
caracteristicas clinicas e demograficas da amostra, de acordo com os diferentes

polimorfismos.

Tabela 6. Dados demograficos e fendtipos dos pacientes com DMRI exsudativa de acordo
com o gendtipo do gene CFH no ensaio de longo prazo

. Genétipo
Variavel p
CcC CT 1T
Numero de pacientes 11 23 12
Idade média (anos) 76,2 73,5 77,4 0,228#
Sexo feminino (%) 45,4 82,6 50,0 0,041*
Pseudofacia (%) 27,2 47,8 58,3 0,314%t
Hipertenséao arterial (%) 54,5 47,8 50,0 0,935%
Histdria familiar de DMRI (%) 27,2 8,7 8,3 0,387*
Atual (%) 27,2 17,3 8,3
Tabagismo Passado (%) 27,2 8,7 16,6 0,423*
Nunca (%) 45,4 73,9 75,0
. Castanho (%) 90,9 82,6 83,3
Cor da iris 0,823*
Azul-verde (%) 9,1 17,3 16,6
Classica (%) 18,8 34,7 33,3
Angiografia Oculta (%) 54,5 39,1 41,6 0,902*
N&o disponivel (%) 27,2 26,0 25,0
Tempo dos sintomas (meses) 8,3 6,6 7,5 0,660#
Uso de vitaminas (%) 54,5 73,9 75,0  0,500*
. Bevacizumabe (%) 63,6 60,8 58,3
Droga utilizada . 1,000*
Ranibizumabe (%) 36,4 39,2 41,7

# teste de Kruskal-Wallis, * teste exato de Fisher, 1 teste de qui-quadrado
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Nao houve intercorréncias relacionadas aos procedimentos de injegao

intravitrea.

4.2.2 Avaliagao da acuidade visual

Quanto a acuidade visual média em logMAR, os trés grupos néao diferiram
quanto a avaliagao antes do tratamento (p=0,652), assim como ao final de um ano

de acompanhamento (p=0,282).

Ao final de um ano de acompanhamento, a analise de variancia para os trés
grupos de gendtipos (CC vs. CT vs. TT) ndo evidenciou significancia estatistica na

comparacgao da acuidade visual em relagao ao valor inicial (p=0,079).

Entretanto, ao se realizar a analise comparativa para a presenca ou
auséncia do alelo C (CC + CT vs. TT), essa diferenga foi significativa,
demonstrando uma melhora na acuidade visual entre os dois momentos (p=0,039)

(Gréafico 5).
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Grafico 5. Comparagao da acuidade visual em logMAR de acordo com o
gendtipo do CFH antes e ao final de um ano de acompanhamento.
AV=acuidade visual

O teste de perfil por contraste evidenciou que essa diferenca estava
relacionada apenas a uma melhora no grupo sem o alelo C (Pré vs. pos), sem

diferencga significativa no grupo de pacientes com o alelo de risco.

A Tabela 7 apresenta os niveis descritivos dos testes comparativos de
acuidade visual antes e ao final de um ano de acompanhamento, de acordo com a

presenca do alelo de risco.

Tabela 7. Niveis descritivos do teste de perfil por contrastes da acuidade visual entre os
tempos de acordo com a presenga do alelo de risco

Genétipo
CC+CT TT

Comparacao entre tempos

Pré vs. pés p=0,241 p=0,049
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4.2.3 Avaliagao da espessura retiniana

Em relacdo a medida de espessura retiniana central por OCT, os trés
grupos de gendtipos nao apresentaram diferenga significativa no pré tratamento

(p=0,402), assim como na avaliagdo com um ano de acompanhamento (p=0,294).

A espessura retiniana central na analise de variancia para os trés grupos de
genotipos (CC vs. CT vs. TT) foi significativamente menor ao final de um ano de

tratamento em relacdo a medida inicial (p<0,001) (Grafico 6).
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Grafico 6. Comparacao da medida de espessura retiniana central de acordo

com o genodtipo do CFH antes e ao final de um ano de acompanhamento.
ERC=espessura retiniana central
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Foram encontradas diferencas significativas no teste de perfil por contraste
no gendtipos CT e TT, enquanto que no gendtipo CC ndo houve significancia

(Tabela 8).

Tabela 8. Niveis descritivos do teste de perfil por contrastes da espessura retiniana
central entre os tempos em cada genétipo

~ Genoétipo
Comparacao entre tempos
CcC CT TT
Pré vs. pés p=0,148 p<0,001 p=0,002

4.2.4 Avaliagdo do numero de inje¢oes intravitreas

Os pacientes do grupo CC foram submetidos em média a 3,45 + 1,44
injecdes de antiangiogénicos ao longo de um ano de acompanhamento do estudo,
enquanto os do grupo CT em média a 3,83 + 1,95 e o grupo TT a 3,83 = 1,59

injecoes. Nao houve diferenca entre os grupos (p=0,787) (Grafico 7).
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Gréfico 7. Numero de injeges intravitreas de acordo com o genétipo
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4.2.5 Avaliagao da persisténcia de atividade de doenca

Ao final de um ano de acompanhamento, 63,6% dos pacientes do grupo
CC, 43,4% do grupo CT e 50% do grupo TT apresentavam sinais de atividade
neovascular e estavam sendo submetidos a inje¢des intravitreas de inibidores do
VEGF para controle da doencga. Nao houve significancia estatistica na diferenga

entre os grupos (p=0,546).

4.2.6 Avaliagao da percepg¢ao subjetiva de melhora de visao

Ao serem questionados sobre como percebiam a evolugado da sua visdo ao
final de um ano de acompanhamento comparando com um ano antes, 36,3% dos
pacientes com gendétipo CC responderam que tinha havido uma melhora, 36,3%
que havia permanecido igual e 27,2% que havia ocorrido uma piora. Os pacientes
do gendtipo CT referiram melhora em 39,1% dos casos, estabilidade em 43,4% e
piora em 17,39%. Os do grupo do gendtipo TT perceberam melhora, estabilizagéo
e piora em respectivamente 41,6%, 33,3% e 25% dos casos. Nao houve diferencga

estatisticamente significativa entre os grupos (p=0,944).
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5. DISCUSSAO
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5.1 Genética e DMRI

A complexa etiopatogenia da DMRI ndo esta completamente estabelecida.
Nos ultimos anos, a influéncia dos fatores genéticos sobre a doenga tem sido cada
vez mais evidenciada através de estudos epidemioldgicos populacionais,
correlagdo gendtipo-fendtipo e avaliagdo da historia natural da doenga, com
ganhos a partir do projeto do genoma humano e a identificagdo de numerosos
l6cus de susceptibilidade.””’ Mais recentemente, essa influéncia também foi
demonstrada na relacdo dos fatores genéticos com a resposta a diversos

tratamentos %" 101103

A desregulacdo da via do complemento surgiu como um importante fator
patogénico na DMRI. O CFH é um regulador negativo critico da ativagado do
complemento. Estudos biolégicos funcionais demonstraram que o polimorfismo
rs1061170 (T1277C), que esta localizado numa sequéncia codificadora, exerce
diferencas alélicas na afinidade de ligagdo a CRP'"? e, assim, pode limitar a
capacidade de ativacdo do complemento para eliminar células danificadas por
lesdo ndo imunoldgica. E possivel que o polimorfismo Y402H reduza a capacidade
funcional do complemento em participar na reparagao vascular através das suas
interacbes com a CRP na interface retina / coroide e possa levar a ativacdo do

complemento descontrolada com dano celular e tecidual associados.’"

Os primeiros estudos evidenciando a relagdo entre variantes genéticas e
DMRI foram publicados em 2005, demonstrando a associagdo da DMRI com o
polimorfismo no gene CFH,**** e representaram um avango na compreensio da

etiopatogenia da DMRI. Desde 2007, a relacéo entre essas variantes genéticas e
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a resposta ao tratamento da DMRI também é objeto de estudo.’™ A
farmacogenética consiste em testar como uma caracteristica genética de
determinado individuo pode afetar a resposta ao tratamento com uma droga, em

termos de eficacia e reacdes adversas.

Nos presentes ensaios, foi avaliada a relagdo entre o tratamento da DMRI
exsudativa com antiangiogénicos e o gendtipo do CFH. O ensaio prospectivo de
curto prazo acompanhou os efeitos da inje¢ao intravitrea de bevacizumabe sobre
a morfologia e a fungado retiniana. Avaliaram-se acuidade visual e espessura
retiniana central, bem como eventuais complicagcbes do procedimento. Para
compor o grupos de estudo, optou-se por selecionar pacientes com DMRI
exsudativa recém diagnosticados sem tratamento prévio, no intuito de se obter

menor interferéncia de outros tratamentos.

O ensaio retrospectivo de longo prazo avaliou o comportamento dos
pacientes ao final de um ano de tratamento para DMRI exsudativa com inibidores
do VEGF no regime PRN. Foram incluidos individuos regularmente
acompanhados nas instituicdes envolvidas na pesquisa, no intuito de colher dados
que correspondam a situacéo real do tratamento da DMRI exsudativa em nossa

regiao.

5.2 Caracteristicas gerais das amostras

O sexo feminino, idade avancada e tabagismo estdo relacionados a
progressao da DMRI, com um risco 2,6 vezes maior de evolugdo para DMRI
avancada no olho contralateral em mulheres, 5 vezes maior em maiores de 80

anos e 4,4 vezes maior em tabagistas maiores que 40 magos x ano."® Apesar de
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catarata ou cirurgia de catarata nao apresentarem associagado com DMRI precoce
nos estudos populacionais, esta ultima se relaciona a um risco maior de DMRI
avancada, independentemente de outros fatores de risco, com um risco de 1,93

vez maior ao longo de cinco anos de acompanhamento.’'®

A populacao brasileira € etnicamente diversa e a cor da pele ndo é um
critério confiavel para subdividir uma populagcdo estudada em grupos raciais. Os
individuos da presente pesquisa foram avaliados quanto a cor da iris,
considerando que foi bem demonstrada a associacdo desta com a DMRI. Uma
explicacédo biologica plausivel para o efeito protetor de iris escuras em relagéo a
DMRI é que esses individuos podem apresentar uma concentragdo maior de
melanina tecidual, incluindo a coroide e a retina. Essa melanina pode prover
protecao para a retina contra a exposicao a luz solar, reduzindo o dano oxidativo
direto.’” Brockmann et al. evidenciou relacdo entre a cor da iris e a resposta ao
tratamento da DMRI exsudativa com bevacizumabe e ranibizumabe. Individuos
com iris escuras apresentaram ganho de visao significativamente maior apds uma,
assim como apos duas inje¢cdes de antiangiogénicos, que pacientes com iris

claras.”®

No ensaio de curto prazo e no de longo prazo, as variaveis relacionadas ao
fendtipos nao apresentaram diferenga estatisticamente significativa entre os
grupos de gendtipos, reduzindo eventual interferéncia na avaliagao dos individuos
incluidos quanto a resposta inicial ao tratamento da DMRI exsudativa com
bevacizumabe e ao comportamento ao longo de um ano de tratamento com
inibidores do VEGF. No ensaio de longo prazo, foi encontrada uma frequéncia

significativamente maior de mulheres no grupo CT, mas nao ha indicios de que
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esse fator possa interferir na interpretacéo dos nossos resultados quanto a relagao

entre o gendtipo do CFH e o tratamento da DMRI.

Nao detectamos uma frequéncia maior de historia familiar para DMRI nos
individuos com os gendtipos de risco do CFH, assim como Zarepasi et al. em
estudo envolvendo a populagao americana.'® Apesar de esse mesmo autor ter
evidenciado uma idade menor ao diagnéstico de DMRI exsudativa em pacientes
com gendtipo CC, nossas amostras apresentaram idades semelhantes entre os
diferentes gendtipos, de forma semelhante a Haines et al. na populagéo inglesa94

e Sepp et al. na populagdo americana'®.

Em relagdo a avaliagdo da acuidade visual, utilizou-se a tabela do ETDRS
no ensaio de curto prazo, cuja escala logaritmica em passos de 0,1 unidades de
log oferece medigbes mais precisas de acuidade visual, permitindo detectar

' Falkenstein et al.

pequenas variagdes com melhor poder de analise.’
demonstrou pobre concordancia entre tabela de Snellen e do ETDRS, sugerindo
que dados obtidos em ensaios clinicos, por meio da tabela do ETDRS, devem ser
avaliados criteriosamente quando convertidos para Snellen, evitando erros de
interpretacdo na pratica clinica.'® No ensaio de longo prazo, foi utilizada a tabela

de Snellen, conforme a pratica regular das instituicbes envolvidas na pesquisa.

No ensaio de curto prazo, as medidas de espessura retiniana central foram
obtidas através de OCTs de alta resolucéo, Cirrus® e Spectralis®, e, no ensaio de
longo prazo, foram colhidos dados de exames realizados também em outros dois
equipamentos, Stratus® e RTVue®, sendo que cada paciente foi acompanhado no
mesmo aparelho e pelo mesmo examinador. As imagens foram submetidas a
corregao manual de segmentagao e centralizacdo, considerando a evidéncia que

esse procedimento aumenta a reprodutibiidade do exame, permitindo que
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medidas quantitativas longitudinais, pelo mesmo operador, sejam utilizadas para
avaliar uma intervencdo terapéutica efetuada.'”® As medidas de espessura
retiniana central nos aparelhos utilizados s&o virtualmente idénticas quando

obtidas através de imagens submetidas a correcdo manual de segmentacéo.'?*

Encontramos o alelo de risco C presente em 48% das bases nitrogenadas
dos pacientes incluidos no estudo de curto prazo e em 48,9% no estudo de longo
prazo, valores intermediarios a frequéncia de 34,9% evidenciada em uma meta-
analise envolvendo diversas populacgdes,’? e os 55,8% encontrados em estudo na

populacéo brasileira.'®

O retardo na terapia esta relacionado a risco de deterioragdo visual, foi
descrito como em meédia 2,27 meses na populacdo alema, é maior nas idades

avangadas'?’

e poderia ser uma variavel de confusdao da presente pesquisa,
gerando diferencas entre os grupos, independentemente do gendtipo. O tempo
decorrido entre o relato do inicio dos sintomas e o inicio do tratamento foi
semelhante entre os grupo de gendtipos tanto no ensaio de curto prazo quanto no

de longo prazo.

5.3 Genética e efeitos funcional e morfolégico precoce da injecao intravitrea
de bevacizumabe

O gendtipo CC esta relacionado a uma maior taxa de incidéncia e
progressao de DMRI para formas graves.128 Os desfechos do ensaio de curto
prazo, ao avaliar a resposta a medicagao em momentos precoces apos a injegao,

destacam a relacdo farmacogenética propriamente dita, minimizando a influéncia

da agressividade da prépria doenga ao longo do tempo relacionada ao gendtipo.
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Quanto aos efeitos precoces do bevacizumabe sobre a anatomia e fungao
retiniana em pacientes com DMRI exsudativa recém diagnosticados, evidenciamos
que os trés grupos de gendtipos apresentaram melhora da acuidade visual apos
injecdo intravitrea de bevacizumabe, com uma melhora média em logMAR de 0,79
no DO para 0,69 no D7 e 0,65 no D28, o que corresponde a melhora
respectivamente de uma linha ou 5 letras de ETDRS no primeiro intervalo e de 4
letras no segundo. A espessura retiniana central apresentou redu¢cao meédia de 45

micra na primeira semana e 63 micra ao final de um més.

Bolz et al. ja havia demonstrado resposta funcional e estrutural semelhante
a injecdo intravitrea de antiangiogénico, com uma melhora média na acuidade
visual de 5,1 letras de ETDRS na primeira semana ap6s o tratamento com
ranibizumabe e 4,7 letras no primeiro més. A resposta anatdbmica ocorreu
principalmente por redugdo do edema e do numero de cistos intrarretinianos, e
correspondeu a uma redugao média da espessura retiniana central em 83 micra

na primeira semana e 102 micra no primeiro més."'*

Ferraz et al. também demonstrou o efeito inicial da injegdo intravitrea de
bevacizumabe na acuidade visual de pacientes com DMRI exsudativa, com uma
melhora de 0,92 + 0,50 em logMAR na avaliagao pré-tratamento para 0,84 + 0,51
apoés 4 semanas.'® Menguini et al. evidenciou que a resposta inicial ao tratamento
€ fator preditivo significativo da melhora da acuidade visual a longo prazo. Um
ganho maior que 5 letras no primeiro més de tratamento apresenta uma razao de
chances de 6,75 de um ganho maior de 5 letras apdés um ano de
acompanhamento. Nesse grupo de pacientes, a distribuicdo dos polimorfismos do
gendtipo do CFH nao foi significativamente diferente nos olhos que apresentaram

um ganho inicial ou ndo.™’

96 Discusséo



Em nossos pacientes, a melhora de acuidade visual foi significativamente
mais precoce em pacientes com genotipos CT e TT, que em pacientes do grupo
CC. Quanto a avaliacdo da reducdo da espessura retiniana de acordo com o
gendtipo, demonstramos que esta foi significativa apenas nos genoétipos CT e TT,

e que nao houve significancia nos pacientes com o genétipo CC.

Genodtipos de alto risco podem influenciar a resposta precoce ao
bevacizumabe por alteragdes criticas em mediadores inflamatoérios locais, devido a
abundancia da proteina variante CFH que pode limitar a agdo da medicac&o.®
Essas diferengas quanto a resposta podem estar relacionadas a uma influéncia
farmacodinamica da presenca do alelo de risco C sobre a agcdo do bevacizumabe,

gerando um retardo ou limitagao do efeito funcional e morfolégico.

5.4 Genética e evolucao a longo prazo da DMRI exsudativa em tratamento
com antiangiogénicos

A influéncia do gendtipo do CFH na resposta a longo prazo ao tratamento
da DMRI, especialmente com antiangiogénicos, foi objeto frequente de estudo nos
ultimos  anos, envolvendo  diversas  populagdes, com resultados

conflitantes.®” 101107

Evidenciamos que pacientes acompanhados por um ano, com DMRI
exsudativa em tratamento com antiangiogénicos em regime PRN, apresentaram
melhora média na acuidade visual, de 0,85 para 0,78 em IlogMAR, com
significancia estatistica pelo teste de ANOVA para medidas repetidas ao se

analisar grupos de acordo com a presenga ou auséncia do alelo de risco. Essa
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melhora corresponde a um aumento médio de 3,5 letras de ETDRS, semelhante

ao encontrado em estudos que também utilizaram mesmo regime de tratamento.®

A comparagao dessa evolugao, entre os pacientes que apresentavam pelo
menos uma copia do alelo de risco do gene CFH ou n&o apresentavam,
evidenciou que a melhora da acuidade visual foi significativa neste ultimo grupo. A
recuperacao visual ao longo de um ano no grupo que apresentava algum alelo de

risco nao teve significancia estatistica.

A adeséo a frequéncia mensal de revisées no tratamento pelo regime PRN
pode variar de acordo com a populagado estudada. Em uma populagao brasileira
submetida ao tratamento com bevacizumabe, foi evidenciado que 29,3% dos
pacientes haviam interrompido o acompanhamento inadvertidamente, tendo
recebido em meédia 2,0 inje¢des. Os principais motivos citados foram resultados
visuais ruins nao esperados, falta de informagao sobre os retornos, comorbidades

e problemas de locomocgo."*

Os individuos acompanhados por Brantley et al. por um periodo minimo de
seis meses e em meédia de 9,33 meses, e que receberam em média 2,85
tratamentos com bevacizumabe, apresentaram comportamento semelhante ao
evidenciado em nosso estudo, sendo que individuos com gendtipo CC sofreram
piora de acuidade visual ao longo do tratamento, enquanto os com genétipo CT e

TT tiveram melhora visual.®’

Nischler et al. evidenciou também perda visual no grupo CC enquanto os
grupos CT e TT apresentaram estabilidade da visdo, ao acompanhar pacientes
também por no minimo 6 meses apds o ultimo tratamento e em média 11,3

meses, que receberam em média 3,75 injecdes de bevacizumabe.! Kloeckener-
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Gruissem B et al. realizou em média 3,9 injecbes de ranibizumabe em 243
pacientes com DMRI exsudativa em 12 meses e estabeleceu, baseado na
mudanca de acuidade visual, dois grupos: maus respondedores correspondendo
ao percentil 25% de pior evolugdo e bons respondedores, ao percentil 25% de
melhor resposta. Individuos com o gendtipo CC tiveram menor chance de

desfecho positivo.'®

Enquanto isso, nos pacientes acompanhados por Orlin et al. por em média
dois anos, apos pelo menos trés meses apos o Ultimo tratamento com
bevacizumabe ou ranibizumabe, ndo foi evidenciada diferengca entre as
frequéncias dos gendtipos entre pacientes com melhora da visdo, que receberam
em média 9,80 injecdes e os com piora, sendo 10,26 injecdes.'® Os pacientes do
estudo CATT também néo diferiram quanto a evolugao da acuidade visual ao final
de um ano de tratamento com bevacizumabe ou ranibizumabe, tendo o grupo CC

recebido em média 7,4 injecdes, o CT também 7,4 e o TT 7,6."7

A populacédo incluida em nosso ensaio de longo prazo recebeu em média
3,73 injegdes intravitreas de antiangiogénicos e esse numero nao diferiu entre os
gendtipos. Evidenciamos que essa frequéncia de tratamentos é semelhante a
realizada nos estudos em que se detectou influéncia do genétipo do CFH sobre a

evolucao dos pacientes.

A comparagao entre os dados dos estudos previamente realizados e os
resultados de nosso trabalho sugere que a influéncia do gendétipo do CFH sobre a
evolucdo a longo prazo de pacientes com DMRI em uso de antiangiogénicos no
regime PRN pode sofrer influéncia do tempo de acompanhamento e da frequéncia

de injecdes intravitreas realizadas.
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A presenca de persisténcia de atividade de doencga definida por critérios de
acuidade visual, aspecto fundoscoépico, angiografico e por OCT, pelos médicos
das instituicbes envolvidas na pesquisa ao final de um ano de acompanhamento
foi semelhante entre os grupos e variou de 43,4% a 63,6%, ligeiramente inferiores

aos cerca de 70% de pacientes com atividade em estudo prospectivo.86

A percepcgao subjetiva da visdo ao longo de um ano de acompanhamento
foi semelhante entre os grupos, sendo que a melhora visual descrita, entre 36,3%

e 41,6%, foi menor que a encontrada previamente.®

5.5 Consideracoes finais

Limitacdes dos presentes ensaios incluem o tamanho da amostra, que
corresponde a dificuldade de acesso as instituicdes envolvidas de pacientes que
preenchiam os critérios de inclusdo e exclusdo e a pouca disponibilidade e alto

custo dos inibidores do VEGF.

A interpretagdo da angiografia fluoresceinica € prejudicada no seguimento
do tratamento da DMRI exsudativa com antiangiogénicos'*® e apresenta riscos
inerentes ao procedimento.”™* Nos presentes ensaios, a fluorescéncia retiniana
nao foi adotada no seguimento dos pacientes para analisar a involugdo da
MNVSR, perdendo-se um parametro do efeito dos inibidores do VEGF como droga
antiangiogénica. Apesar de a delimitacdo da area de fluorescéncia ser obtida de
forma subjetiva e ndo ser conhecida a reprodutibilidade do exame, a
angiofluoresceinografia poderia ser realizada para comparar as alteragdes

vasculares entre os grupos.’® Com isso, apesar de alguns pacientes terem sido

100 | Discusséo



submetidos a angiofluoresceinografia nas visitas de seguimento, nao foi possivel

analisar essa variavel.

Nenhum caso de endoftalmite ou pseudo-endoftalmite foi diagnosticado.
Este achado € compativel com dados na literatura, devido a raridade dessas
complicagbes secundaria a injegao intravitrea'® e a obediéncia da realizacao dos

procedimentos as diretrizes estabelecidas.'"°

Evidenciamos, no estudo de curto prazo, uma agdo mais precoce de 1,25
mg de bevacizumabe injetado intravitreo em pacientes sem o gendtipo de risco.
Esses resultados sugerem que o perfil do genodtipo do CFH pode exercer
influéncia sobre a farmacodindmica do bevacizumabe intravitreo para DMRI

exsudativa.

No estudo de longo prazo, observamos que a presenga do alelo de risco
esta relacionado a auséncia de melhora visual ao longo de um ano de tratamento
com antiangiogénicos. Observamos que os pacientes incluidos no presente estudo
receberam inje¢cdes intravitreas de inibidores de VEGF numa frequéncia
semelhante a dos estudos que evidenciaram uma relagdo entre o gendtipo e a

evolugao da acuidade visual, € menor que a dos que nao encontraram esse efeito.

E possivel que as diferengas encontradas quanto & evolugdo da acuidade
visual ao longo de um ano de acompanhamento estejam relacionadas a gravidade
da prépria DMRI exsudativa, da mesma forma que o gendtipo do CFH influencia a
historia natural da DMRI quanto a evolugao para as formas graves.92 Dessa forma,
um regime de tratamento com maior adesédo ao tratamento e maior numero de

injecdes ao longo do primeiro ano de acompanhamento talvez esteja relacionado a
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uma supressao dos efeitos dos gendtipos de risco do CFH sobre a evolugao da

doenca.

Considerando os resultados conflitantes sobre a influéncia do polimorfismo
Y402H do gene CFH em relacédo a resposta ao tratamento da DMRI com
antiangiogénicos, a utilizagdo deste isoladamente provavelmente ndo apresenta
ainda acuracia suficiente para predizer a resposta de um individuo ao tratamento.
Mais estudos serdo necessarios para esclarecer a farmacogenética dos
antiangiogénicos para DMRI exsudativa e orientar possivelmente a escolha do
tratamento de acordo com o gendtipo. Estabelecer uma combinagdo de
polimorfismos preditivos com marcadores clinicos e patolégicos provavelmente

sera util para guiar o acompanhamento de pacientes no regime PRN.
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6. CONCLUSOES
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Conclus&o principal:

Observou-se que as variantes do polimorfismo Y402H do gene CFH
exercem efeito farmacogenético nesse grupo de pacientes brasileiros,
influenciando negativamente a resposta ao tratamento da DMRI exsudativa com

antiangiogénicos.

Conclusées secundarias:

A injecdo intravitrea de 1,25 mg de bevacizumabe apresentou uma agao
sobre a melhora da acuidade visual, avaliada em uma e quatro semanas, mais
precoce em pacientes com os gendtipos CT e TT do polimorfismo Y402H do gene
CFH, do que naqueles com o gendtipo CC. Houve redugdo significativa da

espessura retiniana central no mesmo periodo somente nos grupos CT e TT.

O alelo de risco C esteve relacionado a auséncia de melhora da acuidade
visual e espessura retiniana central de pacientes com DMRI exsudativa
acompanhados por um ano em uso de inibidores do VEGF no regime PRN, tendo
sido detectada melhora funcional e morfoldgica significativa somente na auséncia
deste alelo de risco. Nesse grupo de pacientes brasileiros, nao foi evidenciado
efeito das variantes do polimorfismo Y402H do gene CFH sobre o numero de
injecdes intravitreas, persisténcia de atividade neovascular e percepg¢ao subijetiva

de melhora no periodo de acompanhamento.
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Anexo A

PARECER DA COMISSAO DE ETICA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS DA
UNICAMP

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

CEP, 03/02/10.
(Grupo II)

PARECER CEP: N° 981/2009 (Este n® deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0762.0.146.000-09

I- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ASSOCIACAO DOS GENOTIPOS DO FATOR DE COMPLEMENTO H
COM A RESPOSTA AO TRATAMENTO DA DEGENERACAO MACULAR
RELACIONADA A IDADE COM BEVACIZUMAB E RANIBIZUMAB”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Flavio Mac Cord Medina

INSTITUIGAO: Hospital das Clinicas/UNICAMP

APRESENTAC[T\O AQO CEP: 13/10/2009

APRESENTAR RELAT()RIO EM: 03/02/11 (O formulério encontra-se no sife acima)

II- OBJETIVOS

Avaliar a influéncia dos gendtipos do CFH no desenvolvimento da Degeneragio
Macular Relacionada a Idade (DMRI), assim como a associacdo desses genétipos com a
resposta ao tratamento da DMRI com bevacizumab e ranibizumab na populagédo brasileira.

III - SUMARIO

O presente projeto consiste em uma tese de doutorado em que o autor deseja investigar a
influéncia dos genotipos do CFH no desenvolvimento da Degeneragdo Macular Relacionada a
Idade (DMRI) na populagéo brasileira e também a associagéo desses genotipos com a resposta
ao tratamento com bevacizumab e ranibizumab. Ele informa ndo haver esse tipo de estudo na
populagdo do Brasil e acredita que, mediante os resultados desta pesquisa, podera contribuir para
as decisdes terapéuticas e de seguimento de pacientes com DMRI, uma vez que a populacéo
brasileira apresenta um padrio genético proprio. Serdo recrutados dentro da Instituigdo 40
sujeitos. Eles receberdo um questionario com perguntas referentes a antecedentes patologicos
oculares e sistémicos, historia familiar de doenga ocular, tabagismo, dieta e exposi¢do solar.
Todos os participantes realizagdo exame oftalmolégico que inclui medida da acuidade visual,
refragdio, avaliagdo com tela de Amsler, teste de sensibilidade ao contraste, biomicrospia e
fundoscopia. Serdo colhidas amostras de sangue, que serfio armazenadas no Centro de Biologia
Molecular e Engenharia Genética da UNICAMP. Estas amostras serdo utilizadas exclusivamente
para a finalidade prevista no projeto. As coletas de sangue serdo realizadas durante o
atendimento ambulatorial.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES
Apos respostas as pendéncias, o projeto encontra-se adequadamente redigido e de acordo

com a Resolugdo CNS/MS 196/96 e suas complementares, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas—SP cep@fem.unicamp.br
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® www.fcm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apés
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O contetdo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinio da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Ttem IV.1.1) e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente ap6s andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagio ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou IT apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também & mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Ttem I11.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugfio CNS-MS 196/96.

VII- DATA DA REUNIAO

Homologado na X Reunifio Ordindria do CEP/FCM, em 27 de outubro de 2009,

Prof. Dr. Carlo§ Edu:’trdo Steiner
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessilia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas— SP cep@fem.unicamp.br
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Anexo B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS - UNICAMP
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP

(0_19) 3521-8936

FAX (0_19) 3521-7187
www.fcm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

cep@fcm.unicamp.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) a participar, como voluntario, em uma pesquisa. Apos ser
esclarecido(a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao
final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra do pesquisador
responsavel. Em caso de recusa vocé nao sera penalizado(a) de forma alguma.

Titulo do projeto: Associacdo dos genétipos do fator de complemento H com a resposta ao

tratamento da degeneracio macular relacionada a idade com bevacizumabe e
ranibizumabe

Investigador principal: Dr. Flavio Mac Cord Medina
Telefone para contato: (19) 3521-8907

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que fui convidado(a) a participar de um projeto de pesquisa envolvendo
pacientes com degeneracdo macular relacionada a idade. O objetivo geral do estudo é
identificar genes que participem da resposta ao tratamento da degeneracdo macular
relacionada a idade em nossa amostra de pacientes. Esses estudos poderao levantar dados que
possibilitardo um conhecimento mais aprofundado sobre a degeneracdo macular relacionada a
idade, doenga que representa uma das principais causas de cegueira no mundo. Tanto as
amostras de DNA, como a informag¢do médica que forem obtidas para este estudo, poderao ser
compartilhadas com outros pesquisadores, podendo assim ser utilizadas eventualmente para
outros fins de pesquisa desta moléstia. O sigilo serd mantido em todos os estudos colaborativos
através da utilizacdo de um cédigo para a identificacdo dos individuos participantes.
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PROCEDIMENTO:

Entendo que se eu concordar em participar desse estudo, os pesquisadores
participantes fardo perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e familiais. Eu serei
submetido a um exame oftalmolégico para confirmar meu estado clinico. O exame
oftalmolégico tem o objetivo de observar se ha alteragdes no olho que lembrem aquelas que
vemos na degeneracdo macular relacionada a idade. Estes procedimentos sio normalmente
realizados em qualquer exame oftalmolégico, sdo seguros e ndo apresentam riscos a minha
vista. Finalmente, uma amostra de sangue sera colhida (5 a 10 ml, o equivalente a duas
colheres de sopa). Hospitalizagdo nao serd necessaria. O DNA, extraido a partir do sangue de
cada paciente, serd preservado conforme o Regimento do Laboratério de Genética Molecular
Humana do CBMEG (UNICAMP) se o paciente assim o consentir.

RISCO E DESCONFORTO:

Uma coleta de 5 a 10 ml de sangue serd efetuada. Os riscos associados a esse
procedimento sdo minimos, podendo ocorrer dor e manchas roxas (equimoses) no local da
coleta de sangue. O desconforto sera minimo, pois se trata de uma coleta de sangue geralmente
da veia do brago que sera realizado por profissional treinado e devidamente habilitado para
realizar esse procedimento.

VANTAGENS:

Entendo que ndo obterei nenhuma vantagem direta com a participagdo neste estudo e
que o diagndstico e o tratamento provavelmente ndo serdo modificados. Os resultados dos
testes moleculares que por ventura forem obtidos estardo disponiveis através do
acompanhamento no ambulatério de origem.

SIGILO:

Entendo que toda a informag¢do médica, assim como o resultados dos testes genéticos
decorrentes desse projeto de pesquisa, fardo parte do prontuario médico do propdsito e serdo
submetidos aos regulamentos do Hospital de Clinicas da UNICAMP, referentes ao sigilo da
informagdo médica.

Se os resultados ou informagdes fornecidas forem utilizados para fins de publicacdo
cientifica, nenhum nome sera utilizado.

134 [ Anexos



FORNECIMENTO DE INFORMACAOQ ADICIONAL:

Entendo que posso requisitar informacdes adicionais relativas ao estudo a qualquer
momento. O Dr. Flavio Mac Cord Medina, tel. (19) 3521-8907 estara disponivel para responder
minhas questdes e preocupacdes. Em caso de recurso, dividas ou reclamacdes contactar a
secretaria da comissao de ética da Faculdade de Ciéncias Médicas - UNICAMP, tel. (19) 3521-
7232.

RECUSA OU DESCONTINUACAQ DA PARTICIPACAO:

Entendo que a participacdo é voluntaria e que eu posso me recusar a participar ou
retirar meu consentimento e interromper a minha participacao no estudo a qualquer momento
(incluindo a retirada da amostra de sangue) sem comprometer os cuidados médicos que
recebo atualmente ou receberei no futuro no Hospital de Clinicas da UNICAMP. Eu reconhego
também que o Dr. Fladvio Mac Cord Medina pode interromper a minha participacdo nesse
estudo a qualquer momento que julgar apropriado.

Fui informado que poderei autorizar que esse material genético seja guardado no
Banco de Material Biolégico do Laboratério de Genética Molecular Humana CBMEG/UNICAMP.
Caso este material venha a ser util para outros estudos aprovados pelo Comité de Etica, estou
ciente que serei informado para que autorize ou ndo o uso da(s) amostra(s).

« Inclui 0o armazenamento do material para pesquisas genéticas futuras.
+ Determina que o material deva ser descartado apds o término da pesquisa.

Nome e RG do sujeito da pesquisa
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CONSENTIMENTO

Titulo do projeto: Associacao dos genétipos do fator de complemento H com a resposta

ao_tratamento da degeneracio macular relacionada a idade com bevacizumabe e
ranibizumabe

Investigador principal: Dr. Flavio Mac Cord Medina

Eu confirmo que o (a) Dr. (a)
me explicou o objetivo do estudo, os procedimentos que serdo realizados, os riscos,

desconforto e possiveis vantagens advindas desse projeto de pesquisa. Eu li e/ou me foi
explicado, assim como compreendi esse formulario de consentimento e estou de pleno
acordo em participar desse estudo.

Nome e RG do sujeito da pesquisa

Assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel Data

Endereco e telefone

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a
o objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e os possiveis riscos e vantagens que
poderdo advir do estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a

fornecer uma copia desse formulario de consentimento ao participante ou responsavel.

Nome do pesquisador

Assinatura do pesquisador Data

Telefones para contato: Dr. Flavio Mac Cord Medina - (19) 3521-8907
Comité de Etica em Pesquisa - (19) 3521-8360/ (19) 3521-8936
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Anexo C

QUESTIONARIO ESTRUTURADO

Data: Iniciais:
Nome:
Sexo: [] Masculino Olho do estudo: [] Direito
] Feminino [] Esquerdo
Data de nascimento: / / Tempo de apresentacao
dd  mm  aaaa dos sintomas em meses:

Historia ocular

pregressa:

Cor da iris:

Historia pessoal:

] Cir. Catarata

[] Outra, especificar:

Historia sistémica
pregressa:

] Castanho
] Azul-verde

Historia familiar:

] HAS

[] Outra, especificar:

] DMRI
Grau de parentesco:

[] Outra, especificar:

] Tabagismo
[ Atual
] Prévio

[] Uso de vitaminas

[] Outra,

especificar:

macos X ano
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Tabela 1. Descrigao quantitativa da idade, tempo dos sintomas e medidas de acuidade
visual e espessura retiniana central dos pacientes com DMRI exsudativa recém-
diagnosticados e submetidos a injecao intravitrea de bevacizumabe, avaliados apds 7 e

28 dias
Genétipo VARIAVEL N MEDIA D.P. MIN MEDIANA MAX  VALOR-P*
cc Idade 6 74,33 7,37 63,00 78,50 80,00 P=0,768
Tempo de Sintomas 6 12,17 6,40 6,00 12,00 24,00 P=0,611
LogMar DO 6 0,88 0,48 0,30 0,82 1,64 p=0,708
LogMar D7 6 0,75 0,38 0,22 0,77 1,26 pP=0,860
LogMar D28 6 0,70 0,43 0,14 0,68 1,30 pP=0,928
OCT DO 6 421,83 109,01 303,00 392,50 565,00 P=0,374
OCT D7 6 389,83 108,86 286,00 378,50 558,00 p=0,187
OCT D28 6 374,50 147,64 232,00 321,50 625,00 pP=0,476
CT Idade 12 75,42 5,12 62,00 76,00 83,00
Tempo de Sintomasl2 10,08 8,18 1,00 11,00 24,00
LogMar DO 12 0,75 0,35 0,28 0,65 1,50
LogMar D7 12 0,66 0,35 0,20 0,50 1,40
LogMar D28 12 0,61 0,37 0,28 0,40 1,34
OCT DO 12 375,50 98,78 276,00 325,00 577,00
OCT D7 12 317,58 100,97 240,00 286,00 597,00
OCT D28 12 297,50 93,66 171,00 276,00 511,00
TT Idade 7 75,29 8,60 57,00 77,00 83,00
Tempo de Sintomas 7 10,86 13,72 1,00 3,00 36,00
LogMar DO 7 0,82 0,52 0,30 0,54 1,60
LogMar D7 7 0,73 0,55 0,18 0,46 1,54
LogMar D2 7 0,69 0,57 0,18 0,42 1,56
OCT DO 7 341,57 64,45 259,00 368,00 418,00
OCT D7 7 309,71 44,23 229,00 322,00 350,00
OCT D28 7 292,57 38,91 244,00 281,00 366,00

* Valor-P referente ao teste de Kruskal-Wallis para comparacdo das varidveis entre 3 grupos.

Tabela 2. Descricdo quantitativa da idade, tempo dos sintomas, nimero de injegdes e
medidas de acuidade visual e espessura retiniana central dos pacientes com DMRI
exsudativa em tratamento com antiangiogénicos acompanhados por um ano

Genétipo VARIAVEL N MEDIA D.P. MIN MEDIANA MAX  VALOR-P*
cc Idade 11 76,27 10,07 63,00 79,00 93,00 P=0,228
Tempo de Sintomasll 8,36 6,95 1,00 7,00 24,00 P=0, 660
No. de injegbes 11 3,45 1,44 1,00 3,00 6,00 P=0,787
LogMar Pré 11 0,92 0,39 0,30 1,00 1,64 P=0,652
LogMar Poés 11 0,91 0,41 0,48 0,78 1,68 P=0,282
OCT Pré 11 386,45 138,38 245,00 333,00 647,00 P=0,402
OCT Pés 11 294,00 76,25 200,00 322,00 400,00 P=0,294
CT Idade 23 73,52 7,11 58,00 75,00 83,00
Tempo de Sintomas23 6,65 6,75 1,00 3,00 24,00
No. de injecdes 23 3,83 1,95 1,00 3,00 8,00
LogMar Pré 23 0,84 0,42 0,10 0,90 1,50
LogMar Poés 23 0,77 0,55 0,10 0,60 1,64
OCT Pré 23 318,48 82,84 149,00 308,00 577,00
OCT Pés 23 257,13 87,57 118,00 273,00 435,00
TT Idade 12 77,42 7,32 57,00 79,00 86,00
Tempo de Sintomasl2 7,50 6,67 1,00 5,50 24,00
No. de injecdes 12 3,83 1,59 1,00 4,00 7,00
LogMar Pré 12 0,83 0,49 0,30 0,62 1,60
LogMar Pos 12 0,68 0,53 0,08 0,58 1,66
OCT Pré 12 315,75 67,77 250,00 275,00 418,00
OCT Poés 12 264,00 113,68 170,00 228,00 564,00

* Valor-P referente ao teste de Kruskal-Wallis para comparacgdo das
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