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RESUMO

Introdugdo: A Degeneracdo Macular Relacionada a Idade (DMRI) é a
principal causa de cegueira no ocidente em pessoas acima de 65 anos de idade.
Nos EUA, estima-se que mais de 8 milhdes de pacientes tenham DMRI. A idade
€ o principal fator de risco e com o aumento da expectativa de vida, espera-se
maior numero de casos nos proximos anos. A atividade inflamatéria na
fisiopatologia da DMRI tem sido cada vez mais estudada e cresce em
importancia a cada dia, com varios mecanismos propostos, com especial
atencdo ao sistema complemento. Objetivos: Avaliacdo do papel da lectina
ligante de manose (MBL) do sistema complemento em pacientes com DMRI.
Pacientes e Métodos: Foram avaliados 136 individuos (60 homens e 76
mulheres), com idade acima de 55 anos. Dentre eles, 68 eram portadores de
DMRI e 68 eram controles. Esses foram pareados com os pacientes de acordo
com idade, sexo, caracteristicas étnicas, socioeconémicas e origem geografica.
A concentracdo sérica de MBL foi avaliada através do método TRIFMA. O
estudo foi realizado no Centro da Visao do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal do Parana e compreendeu: consulta oftalmolégica completa (exame
oftalmolégico, tomografia de coeréncia dptica com protocolo especifico); coleta
de sangue, analise laboratorial e estatistica. Resultados: As concentragdes de
MBL nao mostraram diferencgas significantes quanto a etnia, idade, sexo, IMC ou
tabagismo entre grupos de pacientes e controles. A mediana da MBL para os
casos foi de 608 ng/mL (30 - 3415ng/mL) e controles 739 ng/mL (30 — 6039
ng/mL); p = 0,4770. Comparando-se DMRI exsudativa com a forma seca,
observou-se menor concentragao de MBL na forma exsudativa (476 ng/mL) em
relacdo a forma seca (893 ng/mL). Entretanto, esses resultados ndo mostraram
diferenga estatisticamente significante (p = 0,1011). Houve discreta diminuigéo,
nao significativa, dos niveis de MBL com o avango da idade nos controles.
Conclusoes: Os resultados obtidos ndo demonstraram associagcdo entre a
concentracao sérica de MBL e a DMRI ou com suas formas clinicas exsudativa e
seca.

Palavras-chave: Degeneracdo macular relacionada a idade. Sistema

complemento. MBL. Marcadores inflamatdrios.



ABSTRACT

Introduction: Age Macular Degeneration (AMD) is the leading cause of
blindness in the Western population over 65 years. In the U.S., more than 8 million
patients have some degree of AMD. The maijor risk factor for AMD is the age and
due to the increase in the global life expectancy, a higher number of cases are
expected. The inflammatory activity in the pathophysiology of the disease has been
studied for years, gaining importance in the recent years. Several mechanisms have
been proposed with special attention paid to the complement system. Objectives: To
evaluate the role of mannose-binding lectin (MBL) of complement system in AMD
patients. Patients and Methods: A total of 136 subjects with age over 55 years were
evaluated (68 patients with AMD and 68 controls). All subjects were followed up at
the Vision Centre of the Hospital de Clinicas — Federal University of Parana in
Curitiba — Brazil. For all individuals complete ophthalmologic exams and optical
coherence tomography using a specific protocol were performed. Blood samples
were collected for MBL measurement. Results: There was no difference regarding
ethnicity, age, gender, BMI or smoking habits between patients and controls. The
median MBL levels for AMD patients was 608 ng /mL (30-3415 ng/mL —) and for the
controls 739 ng/mL (30-6039 ng/mL), with no statistically significant difference (p=
0,4770). There was no difference either when comparing exudative with dry AMD,
with median MBL of 476 ng/mL in the exudative form and 893 ng/mL in the dry form
(p=0,1011). There was no difference between men and women regarding MBL serum
levels and a not significant decrease in MBL levels was observed with aging in
controls. Conclusions: There was no association between MBL serum levels and
AMD or with the exudative and dry clinical forms of AMD.

Keywords: Age macular degeneration, complement system, MBL,

inflammatory markers.
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1 INTRODUGAO

A degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI) é uma doenga de
etiologia multifatorial, com prevaléncia e morbidade crescentes e significativas. Os
primeiros estudos datam dos anos 80 e desde entdo, atencao crescente tem sido
dada a esta doenca. Embora o componente hereditario (poligénico) seja um dos
principais fatores de risco para desenvolvimento da doencga (SILVESTRI, 1997),
(ZHAO et al., 2013); essa é de carater multifatorial. Entre os fatores envolvidos,
destacam-se a idade (principal), etnia, genética e historia familiar, exposicao a luz
(principalmente solar), aumento de indice de massa corpérea (IMC) e tabagismo.
Mais recentemente, tem-se demonstrado ainda, importante participacdo do processo
inflamatoério na DMRI (DONOSO et al., 2014).

O impacto socioecondmico e emocional da DMRI é grande, uma vez que
diminui significativamente a capacidade de leitura, dire¢ao e todas as atividades que
necessitam de foco acurado da visdo (BOK, 2005). A DMRI constitui a principal
causa de cegueira legal no mundo ocidental, em faixas etarias superiores a 50 anos
(KLEIN; ROWLAND; HARRIS, 1995). Somente nos Estados Unidos da América
(EUA), 9,20% da populagdo maior de 40 anos de idade apresentam alguma forma
de DMRI (KLEIN; CHOU, 2011). Na Franga, a DMRI é a principal causa de cegueira
na populagdo acima de 55 anos, afetando até 8,50% dessa populacéo (LE TIEN,
2008). Sua prevaléncia aumenta com a idade afetando cerca de 8,5 a 27,9% da
populacao francesa acima de 75 anos (SOUBRANE; HADDAD; COSCAS, 2002).
Espera-se que o numero de individuos afetados pela DMRI deva aumentar em 50%
até 2020 devido ao aumento da expectativa de vida (DONOSO et al., 2006).
Alteracdes sistémicas diversas como doenca vascular, aterosclerose e até doencas
infecciosas tem sido associadas a DMRI (KLEIN et al., 1999; MILLER et al., 2004).
Além disso, algumas medicagbes anti-hipertensivas (vasodilatadores) também
foram associadas a DMRI (KLEIN; MYERS; KLEIN, 2014).

No Brasil ndo ha estatistica oficial sobre a prevaléncia de DMRI. Em
metanalise recente a partir de 149 estudos, apenas 39 foram considerados
confiaveis (utilizando protocolos de imagem e triagem), dos quais somente um foi da
América Latina. No entanto, esse estudo refere-se somente a um grupo especifico
de ascendéncia oriental de Londrina — PR (WONG et al., 2014); (OGUIDO, 2004), o

qual apresentou 8,01% de alguma forma de DMRI nos individuos maiores de 40
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anos. Outro estudo, realizado em Verandpolis — RS, apresentou prevaléncia de
31,50% de DMRI em adultos maiores de 80 anos daquela localidade (ROMANI,
2005); porém esse estudo ndo foi incluido na metanalise por ndo satisfazer os
critérios de inclusao.

Com base nos dados preliminares do censo IBGE 2010 em Curitiba (“IBGE
2010”), aproximadamente 285 mil habitantes sdo maiores de 55 anos, sendo a
prevaléncia de DMRI estimada em 17 a 28 mil casos (todas formas de DMRI) ou 6 a
10%. Prevaléncia esta calculada a partir de dados mundiais — Europa e Estados
Unidos - pois nao ha estatistica oficial no Brasil.

Alguns processos biolégicos e patolégicos dispdem de marcadores que
podem ser objetivamente aferidos. Sao particularmente udteis quando tais
marcadores precedem o processo patoldgico, tornando-se assim um fator de risco
mensuravel de alteracbes em tecidos nao acessiveis normalmente. Um exemplo sao
os marcadores de doenga cardiovascular, tais como a pressao arterial, niveis de
colesterol e indice de massa corporal (IMC).

A idade avangcada é um fator de risco conhecido para desenvolvimento de
DMRI. Estudos demonstram que alteracbes que ocorrem com O avancar da idade
predispdem ao dano oxidativo do epitélio pigmentar da retina (EPR) e da
coriocapilar. Essas alteragdes incluem diminuigdo no nivel plasmatico de glutationa,
vitaminas C e E e atividade da catalase. Ainda observa-se incremento nos niveis de
lipofuscina no EPR e peroxidagéo lipidica (ZARBIN, 2004).

Nos ultimos anos, o papel critico da inflamagcdo no desenvolvimento e
progressao da DMRI vem sendo elucidado (ANDERSON et al., 2002); (HAGEMAN
et al.,, 2001). Varios mediadores inflamatérios foram identificados em lesbes de
DMRI, assim como na circulagdo. Dados inconclusivos apontam para a proteina C
reativa (marcador de resposta inflamatéria inespecifica) e também para a
interleucina-6 (IL-6). Alguns pesquisadores sugerem que a proteina C reativa possa
ter papel direto no desenvolvimento e progressédo da DMRI por sua habilidade em
induzir ativagdo do sistema complemento (SEDDON et al., 2005). Outros grupos
porém, demonstraram nao haver tal associagao (KLEIN et al., 2005).

Em relagdo a IL-6, os dados também s&o discordantes. Enquanto alguns
descrevem associagao entre niveis de IL-6 e a progressdao da DMRI (SEDDON et

al., 2004), outros referem nao haver tal associagcéo (KLEIN et al., 2005).
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Nos ultimos anos, atencao especial vem sendo dada ao fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF), pois sabe-se que tal molécula desempenha importante
papel na DMRI e é passivel de tratamento com anticorpo monoclonal anti-VEGFs.
Foram descritos niveis significativamente aumentados de VEGF no soro de
pacientes com DMRI exsudativa em comparacdo com pacientes de DMRI seca,
sugerindo que tais niveis podem ser um importante marcador de gravidade de
doenca (TSAIl et al., 2006).

A formacdo de drusas, lesdes iniciais caracteristicas da DMRI, séo
provavelmente resultado de uma resposta inflamatdria localizada (JOHNSON et al.,
2001a). Este conceito provem da observagdo de que varios componentes do
sistema complemento e outras proteinas envolvidas nos processos imunolégicos e
inflamatdrios encontrarem-se na composigao das drusas (KLEIN et al., 2003). Como
exemplo, podemos citar a proteina amiloide (proteina de fase aguda do componente
inflamatério em placas da doenga de Alzheimer) também encontrada nas drusas
(ANDERSON et al., 2004). Ainda, ha outras proteinas envolvidas na modulagédo da
resposta inflamatéria, tais como vitronectina, apolipoproteinas B e E e o receptor 1
do complemento (CR1) que podem desempenhar um papel no desenvolvimento da
drusa e consequentemente na DMRI (ZARBIN, 2004).

A inflamacédo também parece ser importante na evolugcdo para a forma mais
grave (exsudativa ou neovascular) de DMRI. A ativagao precoce de mondcitos e a
presenca de células de inflamacgao cronica tais como linfocitos na superficie externa
da membrana de Bruch foram descritas em formas neovasculares de DMRI (MILLER
et al., 2004). Tais células inflamatérias danificam a membrana de Bruch liberando
enzimas proteoliticas, agentes oxidantes e radicais téxicos do oxigénio (PENFOLD
et al., 2001).

Essas observacdes foram obtidas em modelos experimentais nos quais
células inflamatérias induziram neovascularizagdo de coroide. Um recrutamento
anormal de macrofagos foi associado com a produgao de VEGF pelo EPR, o que
pode estar envolvido na angiogénese aberrante (APTE et al., 2006). Observou-se
ainda uma reducdo em tamanho e extravasamento de membranas neovasculares
subretinianas (MNSR) induzidas por laser apds deplecdo experimental de
macrofagos (ESPINOSA-HEIDMANN et al., 2003; SAKURAI et al., 2003).
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Uma série de eventos adjuvantes ao dano oxidativo como a produgado de uma
matriz extracelular anormal, derivada do EPR e fotorreceptores, que altera a difusao
de nutrientes para a retina e coroide, promove perpetuagao do processo.

Recentemente um numero crescente de relatos vém indicando componentes
do sistema complemento como fatores de risco para DMRI. As evidencias mais
consistentes se referem ao fator H e fator B, componentes essenciais da via
alternativa (AUGUSTIN; KIRCHHOF, 2009; EDWARDS et al., 2005; GOLD et al.,
2006; HAINES et al., 2005).

Considerando o fato de que a composi¢ao da drusa — lesdo basica da DMRI
discutida adiante — possui alta concentragao de diferentes componentes do sistema
complemento, pode-se supor a participagao de outras vias além da alternativa na
génese da DMRI (NISIHARA, 2009; TSUTSUMI et al.,, 2001). O sistema
complemento é ativado através de trés vias interdependentes e necessarias para
seu funcionamento: a via classica, alternativa e das lectinas. Um estudo aferindo a
resisténcia transepitelial em monocamadas de células do EPR tanto de ratos quanto
de embrides humanos mostrou que, somente ao se adicionar componentes das vias
alternativa e das lectinas conjuntamente, a atividade litica celular era iniciada, fato
que nao ocorria somente com a via alternativa (JOSEPH et al., 2013). Esses

achados sugerem que participagao da via das lectinas na génese ou piora da DMRI.



21

1.1 OBJETIVO GERAL

* Avaliar as concentragbes séricas de MBL em pacientes com Degeneragao

Macular Relacionada a ldade

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Avaliar possivel relacdo das concentracdes séricas de MBL com a presenca e
a gravidade de DMRI.

* Avaliar se ha variagao de niveis séricos de MBL com relacdo a idade, etnia e

sexo em pacientes com DMRI.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 DEGENERAGCAO MACULAR RELACIONADA A IDADE
2.1.1 DEFINICAO

A DMRI é uma doencga que causa lesao de fotorreceptores, epitélio pigmentar
da retina (EPR) e coriocapilar de forma irreversivel, com consequente baixa de
visdo. Sua etiologia € multifatorial, incluindo idade, etnia, tabagismo, aumento de
IMC, exposicao a luz, fatores genéticos e inflamatérios. A lesdo basica da DMRI é a
drusa. Esta € composta por depdsitos extracelulares que se acumulam abaixo do
EPR, ao nivel da membrana de Bruch. A membrana de Bruch consiste em uma
camada elastica colagena que mantem os vasos sanguineos da coroide em sua
posicao normal, sendo mais fina na regiao macular (CHONG et al., 2005), fato este
que poderia explicar a predilecdo na formagao de drusas pela regido macular da
retina. A modulagcdo no desenvolvimento destas lesdes poderia ser usada como
estratégia no tratamento ou prevengdo da DMRI. Estudos imunocitoquimicos
mostram deposicdo de componentes diversos como proteina amiloide, vitronectina,
inibidor tecidual de metaloproteinase 3 nas drusas (CRABB et al., 2002; HAGEMAN,
2001). A composigao da drusa encontra-se ilustrada na figura 1.

A DMRI pode ser classificada em duas formas principais: seca e exsudativa.
Dentro destas formas, podemos ainda subdividir a seca em categorias 1, 2, 3 e
atrofia geografica; e a exsudativa em formas ativa (neovascularizagao de coroide) e

cicatrizada ou fibrosada. Figura 2.
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FIGURA 1 — Imunocitoquimica de uma drusa com deposi¢cao de componentes do

sistema complemento.

NOTA: Imagem de Patrick Johnson e Kellen Betts (Universidade da Califérnia),
retirado de (BOK, 2005).

NOTA 2: Legendas representam D (drusa), RPE (Epitélio Pigmentado da Retina),
BM (membrana de Bruch), L (lumen vascular). Substancia em verde = Fator H; em

laranja = C5b-9 ou MAC (complexo de ataque a membrana).

oo
, \ Atrofia

FIGURA 2 — Esquema demonstrando a classificagao clinica da DMRI.

NOTA: NVC = Neovascularizacado de coroide.
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Dentro desta classificacdo, as formas que normalmente causam baixa efetiva
de acuidade visual sédo a atrofia geografica e ambas formas da exsudativa. Inclusive,
estas formas podem ser consideradas DMRI tardia (“late AMD”), enquanto as
demais formas como DMRI inicial (“early AMD”) (KLEIN et al., 2011). A definigdo de

cada uma das formas esta descrita a seguir.
2.1.2 DMRI NAO EXSUDATIVA (“SECA”)

A forma seca é a forma mais prevalente de DMRI, representando cerca de 80-
90% dos casos. E caracterizada pela presenca das drusas entre o EPR e a
membrana de Bruch na regido macular. Pode progredir para disfungdo e morte de
células da monocamada do EPR e consequente atrofia geografica. Apesar da maior
prevaléncia, corresponde somente a 20% dos casos de cegueira por DMRI (HO,
2011).

A categoria 1 da DMRI seca corresponde a apenas algumas pequenas drusas
maculares, menores de 62 u m. Figura 3.

Ja a categoria 2 da DMRI seca consiste em diversas pequenas drusas (mais
de 20) ou algumas médias de 63 - 124 u m. Figura 3.

A categoria 3 da DMRI seca é caracterizada por diversas drusas médias (mais
de 2) ou a0 menos uma drusa grande, maior que 125 1 m. Figura 4.

A atrofia geografica que ocorre na DMRI seca, apresenta diminuigao efetiva

de fotorreceptores com afinamento bem-delimitado de EPR e coroide. Figura 4.
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FIGURA 3 — Exemplo de DMRI categoria 1 (esquerda), apresentando apenas drusas

pequenas e esparsas — seta. (www.asrs.org); e categoria 2 (direita), apresentando
diversas drusas pequenas e de algumas drusas de médio tamanho - seta

(www.asrs.orq).

FIGURA 4 — Exemplo de DMRI seca categoria 3 (direita), composta por drusas

medias e grandes - seta (www.retinagallery.com) e exemplo de Atrofia Geografica

(esquerda), com extensa area de atrofia de EPR e coroide - seta

(www.retinagallery.com)
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2.1.3 DMRI EXSUDATIVA

A forma exsudativa ou neovascular da DMRI, mesmo sendo menos comum
que a forma seca, tem um pior prognostico visual e, ao contrario da forma seca, a
maioria dos pacientes apresenta sintomas. Embora represente 5 a 10% dos casos
de DMRI corresponde a 80-90% dos casos de cegueira por esta doenca (figura 5).
Pode se apresentar como neovascularizacdo subretiniana, sub-EPR e
descolamentos de EPR (“DEPs”). Inclui ainda outras entidades como a vasculopatia
polipoidal idiopatica da coroide e proliferagdo angiomatosa da retina, que séao

clinicamente semelhantes a DMRI exsudativa porem podem exigir diferentes

tratamentos e seguem diferentes cursos clinicos (HO, 2011).

FIGURA 5 — Exemplo de DMRI exsudativa ativa com MNSR em atividade (esquerda

- seta) e cicatrizada com fibrose (direita).
2.1.4 EPIDEMIOLOGIA

A DMRI é uma doenca com incidéncia e prevaléncia crescentes no mundo
ocidental. A composicdo étnica, componente genético e fatores externos
influenciam na ocorréncia da DMRI. No sul do Brasil estima-se uma casuistica
semelhante a europeia. Nado ha dados oficiais brasileiros mas pela composicao
populacional, a prevaléncia aproximada seria de 8% em maiores de 40 anos (todas
formas de DMRI) a até 27% em maiores de 75 anos (SOUBRANE; HADDAD;
COSCAS, 2002; WONG et al., 2014). E possivel, no entanto, que poderia haver
alguma variagcado pela exposigcao maior de raios ultravioletas no Brasil. Em outras
regides brasileiras é provavel que seja algo semelhante a populagdes da américa

central, para as quais os dados também sio escassos. Em paises desenvolvidos a
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DMRI ja é a principal causa de cegueira em maiores de 55 anos de idade e um
aumento de 50% ¢é esperado até 2020 (DONOSO et al., 2006). O Brasil, pelo
aumento da expectativa de vida, sendo a idade o principal fator de risco, deve ter um

aumento importante na ocorréncia de DMRI.

2.2 SISTEMA COMPLEMENTO

Os processos imunolégicos podem ser divididos em dois principais sistemas:
o adaptativo (linfécitos B e T com reconhecimento antigeno-especifico e memoria
imunoldgica) e o inato (menos especifico, mas de agdo imediata). O sistema
complemento participa em ambos processos, apesar de ativar mais
significativamente os mecanismos inatos de defesa (ABBAS LICHTMAN, ANDREW
H., PILLAI, SHIV., 2012). O sistema complemento compreende mais de 30 proteinas
plasmaticas e associadas a membranas celulares, com uma concentragao total de
3g/L no plasma (DUNKELBERGER; SONG, 2009). Atua na protecdo contra
patdgenos invasores, remogao de debris celulares e como adjuvante em respostas
imunes mediadas por células. Os hepatdcitos sintetizam cerca de 90% dos
componentes do sistema complemento. Alguns entretanto, tem sua origem em sitios
diversos (C1 no intestino e mondcitos/macrofagos; fator D em tecido adiposo; C7 em
granulécitos da medula 6ssea, etc.). Alteragdes na produgcdo ou fungdo destas
proteinas podem predispor a infeccdes ou estados pro-inflamatdrios. A ativacao do
complemento pode ocorrer em 3 vias: classica, das lectinas e alternativa (figura
6).

A via classica, chamada assim pois foi a primeira descoberta, € ativada
principalmente quando a proteina C1q se liga a anticorpos IgG e IgM associados a
antigenos. A molécula C1q se liga a porgdo Fc dos anticorpos, ocasionando a
ativacao das serinoproteinases C1r e C1s, as quais iniciam a cascata proteolitica
envolvendo as demais proteinas do complemento. A via alternativa, descoberta apos
a classica, € ativada diretamente por antigenos, sem necessidade de anticorpos,
através da hidrolise espontanea de C3, o qual se liga ao fator B e permite que o fator
D o fracione em Ba e Bb, formando a enzima C3 convertase da via das lectinas. A
via das lectinas é ativada pela ligacao da lectina ligante de manose (MBL), ficolinas
ou colectinas 10 e 11 a polissacarideos presentes na superficie celular de diferentes

patdgenos.
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A C3 convertase cliva C3, a proteina central do sistema, em C3a e C3b. C3a é
liberado, tendo funcdo quimiotatica para neutrofilos, continuando o processo
inflamatério. C3b liga-se ao antigeno e a outras proteinas do complemento para
formar a C5 convertase, a qual cliva o C5 em um peptideo secretado C5a com
funcdo quimiotatica e em C5b, o qual fica aderido ao antigeno alvo e inicia a
formacdo de um complexo com as proteinas C6, C7, C8 e C9. Esse complexo se
liga a membrana do antigeno alvo € chamado de complexo de ataque a membrana

(MAC), o qual leva a lise da célula (figuras 1 e 6).

Inicio da ativagao
do complemento

Passos iniciais Passos finais

R r ]
Micrébio C:.J‘r- c3 ‘ \_05 )
Via y ‘ cs\ / C3bé

\

Alternativa | \ depositado Complexo de ataque
: no micrébio a membrana (MAC)
Vs / [ —_
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_& (C3v/ 550
C3b| ] (€sb
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! lC3b - A
Classica Anticorpo ‘)Dv ) a9 Csa
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ligante de SUgl ~ | efetoras Inflamacio Opsonizagio e Inflamagio patégeno
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Abbas et al: Cellular and Molecular Immunology, 7e.
Copyright © 2012, 2007, 2005, 2003, 2000, 1997, 1994, 1991 by Saunders, an imprint of Elsevier Inc.

FIGURA 6 — Vias de ativacdo do Sistema Complemento (adaptado de ABBAS
LICHTMAN, ANDREW H., PILLAI, SHIV., 2012).

2.3 SISTEMA COMPLEMENTO NA DMRI

A drusa, conforme descricdo no item 2.1.1, € composta por diversas proteinas
mas principalmente por proteinas do sistema complemento. Uma resposta
inflamatdria exacerbada parece contribuir de forma intensa para a génese da DMRI
(DONOSO et al., 2006). Esta hipotese ganha forga a medida que variantes génicas
de componentes da via alternativa do complemento aumentam a susceptibilidade a
doenca, notadamente variagées do fator H (EDWARDS et al., 2005; HAGEMAN et
al., 2005; UFRET-VINCENTY et al., 2010).
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O fator H (FH) é um inibidor da via alternativa agindo em varios pontos desta
mas principalmente inibindo a ligagdo de C3b ao fator B e consequentemente, a
formagdo da C3 convertase. Alteragbes na fungdo e variantes genéticas do FH
foram relacionadas a diferentes doencas. Deficiéncia de fator H predispde a
glomerulonefrite por um mecanismo suposto de ativagao continua de C3 proximo a
membrana basal dos glomérulos, principalmente em pacientes com LES (lupus
eritematoso sistémico) (TSUTSUMI et al., 2001). Outra alteragdo conhecida do FH,
caracterizada por um polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) rs1061170 no Exon 9
(troca de tirosina por histidina na posigédo 402 do gene (Y402H) teve uma associagao
importante com a DMRI (EDWARDS et al., 2005). Pacientes homozigotos para esta
mutacdo apresentaram um risco relativo de quase 7 vezes o de pacientes sem
mutacdo (THAKKINSTIAN et al., 2006). Mais recentemente, outro SNP intrénico
rs1410996 do gene do fator H também apresentou uma relagdo importante com
DMRI, também em populagdes néo europeias (LI et al., 2007; MALLER et al., 2006).

Esses estudos demonstram que a via alternativa tem papel bem estabelecido
na génese da DMRI. Ainda outros genes tais como PLEKHA1, ARMS2 e HtrA1
(LOC387715) parecem estar envolvidos na desregulagdo da via alternativa e
envolvidos na DMRI (ROSS et al., 2007). Embora nos Estados Unidos (EUA) o risco
atribuivel na populagdo (RAP) para polimorfismos do FH varie de 43-68%
(JAKOBSDOTTIR et al., 2005); (MAGNUSSON et al., 2005; ZAREPARSI et al,,
2005) e para HtrA1 seja 49,3%, estes polimorfismos nao sao responsaveis por todos
os casos de DMRI com histéria familiar da doenca.

Entretanto, deve-se considerar que o sistema complemento é ativado de
forma interdependente pelas suas diferentes vias. Um papel da via das lectinas na
lesdo celular do EPR foi demonstrada recentemente por Joseph (JOSEPH et al.,
2013). No estudo observou-se que a lesdo na monocamada de células do EPR
dependia da via das lectinas. Na auséncia desta via, observou-se que o stress
oxidativo foi insuficiente para produgdao de lesdo celular. Somente quando
componentes de ambas vias (alternativa e lectinas) foram adicionados, observou-se
lesdo oxidativa nas células (JOSEPH et al., 2013). Dessa forma, apesar da
importancia das alteragdes da via alternativa na lesdo celular do EPR, estas
parecem nao ser suficientes para aumento de risco de DMRI. O objetivo desse

estudo foi investigar se componentes da via das lectinas do complemento estariam
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presentes na lesdo celular inicial da DMRI (stress oxidativo do EPR), assim como

ocorre com a via alternativa.

VIA DAS LECTINAS

A via das lectinas é ativada pela proteina plasmatica lectina ligante de manose
(MBL) que reconhece terminais de polissacarideos na parede celular dos patégenos.
Apos esta ligagao, as serino-proteinases associadas a MBL (MASPs) 1 e 2, as quais
tem fungdes similares as do C1r e C1s da via classica (JACK; KLEIN; TURNER,
2001; MESSIAS-REASON et al., 2009), associam-se a MBL para iniciar a cascata
proteolitica idéntica a da via classica (ABBAS LICHTMAN, ANDREW H., PILLAI,
SHIV., 2012). Além da MBL, a via das lectinas pode ser ativada pelas ficolinas M, H
e L, proteinas com dominio de reconhecimento semelhante ao fibrinogénio e que se
associam as MASPs, podendo também levar a ativacdo da via das lectinas, além
das colectinas 10 e 11 (BELTRAME et al., 2015).

Os niveis circulantes de referéncia dos componentes da via das lectinas estao

demonstrados na tabela 1.

2.3.1 MBL - LECTINA LIGANTE DE MANOSE

A MBL é uma proteina plasmatica com importante papel no sistema de defesa
inato, constituindo um dos componentes iniciadores de ativacao da via das lectinas.
Atua na neutralizagdo de patégenos independentemente de anticorpos (PETERSEN
et al., 2001). A MBL é composta por 3 subunidades polipeptidicas de 32kD ligadas
por pontes de dissulfeto, as quais formam polimeros de até 6 unidades (hexameros)
(JACK; TURNER, 2003; LIM et al., 1994) - figura 7. Cada cadeia é formada por uma
regido N-terminal rica em cisteina, um segmento semelhante ao colageno, uma
regido de pescogco e um dominio carbdxi-terminal ou de reconhecimento de

carboidrato (CRD) que é dependente de calcio.
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FIGURA 7 — Estrutura da molécula de MBL.

NOTA: Adaptado de (FUJITA, 2002).

A MBL forma complexos com as MASPs 1, 2 e 3 e uma forma “truncada” de
MASP2 — a Map19. Sendo que as MASP-1 e 2 estdo envolvidas na ativagao da
cascata do complemento levando a lise direta de microorganismos ou a fagocitose.
Ja o papel de MASP-3 e Map 19 parece ser regulatorio do processo de ativagao
(WALLIS; CHENG, 1999).

O gene mbl2, localizado no cromossomo 10 q11.2-g21, possui 4 exons, com 3
pontos de mutagdo no exon 1 que, geram além da forma selvagem A, outras 3
variantes alélicas: B, C e D. Estas variam conforme a populagao estudada: variante
B é mais frequente entre europeus (29%) e japoneses (37%), enquanto a C é mais
comum em africanos (50-60%) e a D é rara em todas populagbées (SUMIYA et al.,
1991; TSUTSUMI et al., 2001).

Trés polimorfismos de nucleotideos unicos (SNP’s) nos cédons 52 (Arg52Cys,
alelo D), 54 (Gly54Asp, alelo B) e 57 (Gly57Glu, alelo C) do exon 1 resultam na

substituicdo de um aminoacido diferente na regido do colageno. Esta ira conferir



32

defeitos na polimerizagdo e consequente decréscimo nos niveis soroldgicos e
funcionais da MBL circulante. Polimorfismos na regido promotora do gene MBL2
(H/L, X/Y, P/Q, nas posi¢gdes -221, -550 e +4, a partir do inicio da transcrigéo,
respectivamente) também afetam a concentragdo de MBL (LIM et al., 1994; MA et
al., 2009). Ainda, polimorfismos adicionais na regido promotora do gene geram 3
haplétipos: HY (associado a altos niveis séricos de MBL); LY (niveis intermediarios)
e LX (niveis baixos) (MADSEN et al., 1995; STEFFENSEN et al., 2000). A estrutura
genica da MBL pode ser vista na figura 8. O exon 1 codifica a regido N-terminal rica
em cisteina e parte da regido colagenosa, enquanto o exon 2 codifica o restante da
regido colagenosa. O exon 3 codifica a regidao hidrofébica espiralada conhecida
como pescogo € 0 exon 4 o CRD (JACK; TURNER, 2003).

Avancos na biologia molecular tém facilitado a caracterizagédo dos alelos do
complemento. A alotipagem (caracterizagao fenotipica das variantes proteicas) e a
genotipagem (caracterizagdo genbmica do DNA) sdo usadas habitualmente.
Polimorfismo refere-se a ocorréncia simultdnea de diferentes gendtipos, resultantes
da combinacdo de alelos de um mesmo locus, que podem ou nao resultar em
diferentes fendétipos. Porém, para que um locus génico seja considerado polimérfico,
o seu alelo mais comum nao deve apresentar frequéncia populacional superior a
99%, de modo que o outro alelo polimorfo tenha frequéncia igual ou maior que 1%.
Entretanto, a definicdo classica preconiza que o termo se refira ao gene (ou locus
génico) e nao a cada alelo individualmente.

Os valores séricos de MBL apresentam grande variagdo inter-individual,
devido em grande parte aos polimorfismos no exon 1 e regido promotora do gene
MBL2. Essa variagdo também é observada entre individuos com gendétipos idénticos
de MBL2 (YTTING et al., 2007). Portanto, ndo ha consenso clinico definitivo do
ponto de corte para o valor de referéncia da MBL. Utiliza-se habitualmente como
valor “alto” acima de 1000 ng/mL (1ug/mL), “médio” entre 500-1000 ng/mL (0,5-
1ug/mL), “baixo” mas suficiente entre 200-500 ng/mL (0,2-0,5ug/mL) e “muito baixo”
e insuficiente abaixo de 100 ng/mL (0,1ug/mL) (GUARDIA; LOZANO, 2003).
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FIGURA 8 — Gene da MBL (MBL

2) com principais polimorfismos e proteina com

substituicdes de aminoacidos. NOTA: Cortesia Dra. Angelica Boldt (2011).

TABELA 1 — Concentracdes séricas dos componentes da via das lectinas do sistema

complemento.

Concentragao

Proteina Funcgao
sérica (ng/mL)
MBL 100-8000 Liga a residuos de polissacarideos na superficie

de microrganismos, opsonizagao

MASP-1 6000 Cliva C2 e ativa C3 e MASP-2

MASP-2 170-1200 Forma complexo com MBL e ficolinas, cliva C4 e
C2

MASP-3 5000 Fungao regulatéria

Map-19 ? Funcao desconhecida

Ficolina-L 13700 Associa-se as MASPs, ativa a via das lectinas
ssocia-se as MASPs e pode ativar via das lectinas

Ficolina-H 6000-83000 Associa-se as MASPs, ativa a via das lectinas

Modificado de (ABBAS LICHTMAN

, ANDREW H., PILLAI, SHIV., 2012)
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Baixas concentragdes ou deficiéncia de MBL (<100 ng/ml) estdo associadas a
defeitos de opsonizagdo e fagocitose, resultando em infeccées de repeticdo em
recém-nascidos e criangas (GUARDIA; LOZANO, 2003). A frequéncia estimada de
deficiéncia de MBL é de 5-7% da populagao geral, caracterizando a imunodeficiéncia
primaria mais comum (JACK; KLEIN; TURNER, 2001). Otite media, diarreia crénica
e meningite foram as doengas mais frequentemente associadas com deficiéncia de
MBL (FERRARONI, 2010).

Por outro lado, o aumento nos niveis de MBL pode estar associado com
condicdes inflamatdrias. Em estudo realizado em amostras de humor aquoso e
vitreo de 27 individuos, sendo 15 controles com catarata e 12 com alteragoes
oculares inflamatérias — endoftalmite e herpes retiniana, observou-se um aumento
significativo das concentracbes de MBL nas amostras oculares dos pacientes com
condigdes inflamatérias (CHOW et al., 2011).

Logo, a determinacédo das concentragdes séricas da MBL € util na avaliagao
de mecanismos de saude e doenca, para maior entendimento da defesa imune inata
e de processos que cursam com inflamagao sistémica. Nado € de nosso
conhecimento, a existéncia de estudos relacionando as concentracoes de MBL a
DMRI.

3 PACIENTES E METODOS
3.1 SELECAO DE PACIENTES

Pesquisa aprovada em setembro de 2011 pelo Comité de Etica em Pesquisa
em seres humanos do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana
(Anexo A). Foram examinados 164 pacientes entre novembro de 2011 e novembro
de 2013, maiores de 55 anos de ambos os sexos. Os pacientes analisados
procuraram espontaneamente o Centro da Visdao do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana em busca de consulta oftalmoldgica.

Apenas pacientes capazes de compreender o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE — Anexo B) foram incluidos conforme os critérios abaixo (cada

paciente levou uma copia assinada do TCLE):
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Critérios de inclusao para o grupo de casos:

Idade maior de 55 anos (inclusive);

Ter a capacidade de ler e compreender o TCLE;

Drusas bilaterais grandes confluentes (>125 ym) ou drusas grandes em
um olho e olho contralateral com atrofia geografica macular (>360 pm),
sinais de neovascularizagao de coroide ativa ou cicatrizada (hemorragia
subretinianas, descolamento seroso macular, descolamento epitélio
pigmentar, fibrose macular, etc.);

Auséncia de outras doencas oculares identificaveis como: opacidades de
meios Opticos de qualquer natureza que dificultem ou impossibilitem a
avaliagdo macular (catarata, turvacgao vitrea, opacidades corneanas);
glaucoma diagnosticado ou suspeito, outras patologias do nervo Optico
(colobomas, palidez, etc.); doengas retinianas que possam alterar a regido
macular (estrias angioides, coriorretinopatia serosa central, membrana
epirretiniana, oclusdes vasculares retinianas, uveite em atividade,
degeneragdes retinianas (excluindo-se DMRI), etc.;

Auséncia de cirurgias ou procedimentos oculares prévios que possam
interferir na acuidade visual e/ou avaliagdo da regidao macular;

Negar uso cronico de medicagao ocular ou sistémica sabidamente tdxicas
ao nervo oOptico ou retina (Deferoxamina, Cloroquina, Hidroxicloroquina,
Tamoxifeno, etc.);

Nao estar usando anti-angiogénico sistémico (ex: lactato de squalamina,
avastin, etc.);

Negar diabetes ou hipertensao arterial ndo controlada (uso de medicagao

e/ou diagnostico medico prévio)

Critérios de inclusao para o grupo controle:

Mesmos acima exceto terceiro item.

Os pacientes do grupo de casos foram convidados a participar quando

houvesse o diagndstico de DMRI satisfazendo os critérios de inclusao apds

consulta previa no ambulatério de oftalmologia do Hospital de Clinicas da

UFPR. Pacientes do grupo controle também foram convidados apds consulta

ambulatorial de rotina e que satisfizessem os critérios de inclusio para tal.
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Critérios de exclusao para os casos de DMRI:

* Idade menor de 55 anos (exclusive);

* Incapacidade de ler e compreender o TCLE;

* Drusas bilaterais pequenas (<125 pm) em um olho sem sinais de drusas
grandes (>125 um) ou membrana neovascular subretiniana ativa
(hemorragia subretiniana, descolamento seroso macular, descolamento
epitélio pigmentar, fibrose macular, etc.) ou cicatrizada em olho
contralateral ou atrofia geografica macular < de 360 pm em olho
contralateral;

* Retinopatia diabética em qualquer grau;

* Ambliopia suspeita em qualquer olho;

* Presenca de outras patologias oculares identificaveis como: opacidades
de meios 6pticos de qualquer natureza que dificultem ou impossibilitem a
avaliagdo macular (catarata, turvagao vitrea, opacidades corneanas);
glaucoma diagnosticado ou suspeito; outras patologias do nervo Optico
(colobomas, palidez, etc.), doengas retinianas que possam alterar a regido
macular: (estrias angidides, coriorretinopatia serosa central, membrana
epirretiniana, oclusdes vasculares retinianas, uveite em atividade,
degeneragdes retinianas — exceto DMRI, etc.);

* Cirurgias ou procedimentos oculares prévios que possam interferir na
acuidade visual e/ou avaliagdo da regiao macular;

* Necessidade de uso crénico de medicagdo ocular ou sistémica
sabidamente toxicas ao nervo optico ou retina (Deferoxamina, Cloroquina,
Hidroxicloroquina, Tamoxifeno, etc.);

* Paciente usando anti-angiogénico sistémico (ex: lactato de squalamina,

avastin, etc.)
Critérios de exclusao para o grupo controle:

* Idade menor de 55 anos (exclusive);
* Incapacidade de ler e compreender o TCLE;
* Presenca de patologias oculares identificaveis como: opacidades de meios

opticos de qualquer natureza que dificultem ou impossibilitem a avaliacao
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macular (catarata, turvacédo vitrea, opacidades corneanas); glaucoma
diagnosticado ou suspeito; outras patologias do nervo éptico (colobomas,
palidez, etc.); doengas retinianas que possam alterar a regidao macular
(estrias  angidides, coriorretinopatia serosa central, membrana
epirretiniana, oclusdes vasculares retinianas, uveite em atividade,
degeneragdes retinianas (incluindo-se DMRI em qualquer estagio),
retinopatia diabética em qualquer grau, etc.;

* Ambliopia suspeita em qualquer olho;

* Presenca de cirurgias ou procedimentos oculares prévios que possam
interferir na acuidade visual e/ou avaliagdo da regidao macular;

 Estar em uso crénico de medicagcdo ocular ou sistémica sabidamente
toxicas ao nervo optico ou retina (Deferoxamina, Cloroquina,
Hidroxicloroquina, Tamoxifeno, etc.);

* Estar usando anti-angiogénico sistémico (ex: lactato de squalamina,

avastin, etc.).

3.2 COLETA DE DADOS

Para o exame oftalmoldgico, foi usada a melhor acuidade visual corrigida,
sempre na mesma sala de exame utilizando 2 métodos: tabela de optotipos de
Snellen (projetor) e tabela do ETDRS modelo “2” conforme a figura 9. Os exames de
acuidade visual eram feitos sem midriase.

Apos a acuidade visual, os pacientes eram submetidos a biomicroscopia em
ldampada de fenda para avaliar transparéncia corneana, cristaliniana e demais
fatores que pudessem exclui-los conforme os critérios anteriormente citados. Foram
submetidos entdo a tonometria de aplanagao com tonometro de Goldmann e entao

feita midriase com 1 a 2 gotas de tropicamida 1%.
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FIGURA 9 — Tabela de avaliagdo da Acuidade Visual — ETDRS “Chart 2”

3.3 EXAME DE BIOMICROSCOPIA E FUNDO DE OLHO

Previamente a midriase, foi realizada biomicroscopia em lampada de fenda.
Excluiam-se o0s pacientes que apresentassem quaisquer alteragdes que
dificultassem a visualizacao retiniana, conforme descrito nos critérios de inclusao e
exclusao.

Apds midriase, os pacientes foram submetidos ao exame de mapeamento de
retina com oftalmoscépio indireto e lente de 20 dioptrias e também biomicroscopia
de fundo em lampada de fenda com uma lente de 78 dioptrias. Neste exame, dois
especialistas em retina e vitreo faziam a avaliagdo das alteragdes retinianas e
classificavam a DMRI (para grupo de casos) e confirmavam a auséncia de

alteragbes no grupo controle.

: ) /: v
FIGURA 10 — Lampada de fenda Topcon SL-1E, lente de 78 dioptrias Volk e

Oftalmoscopio Indireto Heine EN30.
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3.4 TOMOGRAFIA DE COERENCIA OPTICA (OCT)

Todos os pacientes (casos e controles) foram submetidos a um OCT no
Centro da Visao - HC-UFPR. O protocolo estabelecido usou como base o critério da
“University of Wisconsin — School of Medicine and Public Health — Fundus
Photograph Reading Center — Non-study Specific Stratus Optical Coherence
Tomography (OCT 3)” (DEPARTMENT OF OPHTHALMOLOGY AND VISUAL
SCIENCES, 2011)

Para cada paciente foram feitas duas imagens por olho (figura 11):

* Fast Macular Thickness Map

* 6mm Cross Hair

Para fins de documentagdo, as imagens eram consideradas aceitaveis

quando:

— Captura centrada na macula;

— As bordas retinianas (linhas brancas) deveriam estar logo acima da
membrana limitante interna e logo acima do epitélio pigmentar da
retina;

— Qualidade de imagem (“nota”) minima de 6.

O aparelho usado foi um Zeiss Stratus OCT (figura 11), software
versao 4.0.2 (0056), Macular Normative Data Feature MAC-3244.
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FIGURA 11 — Exemplo de caso de DMRI exsudativa cicatrizada (esquerda) e

controle (direita) capturado pelo OCT.

3.5 ANGIOGRAFIA FLUORESCEINICA

Alguns pacientes, para elucidagdo diagndstica ou controle pés tratamento,

eventualmente necessitaram de angiografia fluoresceinica. Para tal, também foi

usado o protocolo da “University of Wisconsin — School of Medicine and Public

Health — Fundus Photograph Reading Center — Non-study Specific Standard 35mm
Film Fluorescein Angiography” (DEPARTMENT OF OPHTHALMOLOGY AND
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VISUAL SCIENCES, 2012). Este procedimento, no entanto, foi um procedimento de
exclusao, devido aos riscos envolvidos pelo contraste.

O aparelho usado neste procedimento foi Topcon TRC50x (figura 11), com
contraste de fluoresceina sodica a 20% (Oft vision®, Tatuapé, Sao Paulo, Brasil),
injetada em veia antecubital com agulha 26Gauge (0,45x13mm) e seringa plastica
de 5mL.

FIGURA 12 — Angio-retindgrafo Topcon TRC50x.
3.6 COLETA DE SANGUE

Para todos os pacientes selecionados, foram coletadas amostras de sangue
venoso periférico. As amostras foram coletadas e processadas no Laboratério de
Imunopatologia — HC — UFPR. Para tal foi puncionada uma veia antecubital apos
garroteamento proximal com agulha 22Gauge (0,70x25mm) ou 26Gauge
(0,45x0,13mm) (ambas BD®), sendo o sangue colocado em 2 frascos, 1 para
obtencao de soro (Gel BD SST® Il Advance; 16x100mm; 8,5mL: Ref. 367953) e 1
com EDTA para obtencéo de plasma (EDTA K2; 13x75mm; 4mL; Ref 367861).

Todos os frascos eram etiquetados somente com o numero de controle e
sempre processadas no mesmo dia no Laboratério de Imunopatologia do HC-UFPR.

Apods centrifugagcdo, as amostras de soro, plasma e anel leucocitarios foram
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fracionadas em aliquotas e armazenadas em temperatura -80°C até serem

utilizadas.
3.7 QUANTIFICA(}AO DA MBL SERICA

Para a quantificacdo da MBL sérica foi usado o método imunofluorométrico
(Time-Resolved Immunofluorometric — “TRIFMA”). As amostras foram encaminhadas
a Universidade de Aarhus - Dinamarca, ao Dr Jens Jensenius, apoés resfriamento a -
96°C, acondicionamento e transporte por via aérea. De maneira sucinta, a técnica
empregou placas de microtitulagdo (FluoroNunc MaxiSorp, Nunc, Kamstrup,

Denmark) revestidas com 1 u g de manose em 100 u L de tampé&o de bicarbonato
pH 9,6. Sitios de ligacao dos residuos de manose foram bloqueados pela adicéo de
200 p g de albumina de soro humano (HSA, Statens Serum Institute, Copenhagen,
Denmark) em 200 u L de “Tris-buffered saline - TBS” (10mMTris—HCI, 140 mM
NaCl, 15 mM NaN3, pH 7.4), TBS/HSA por poco, durante 1 hora a temperatura
ambiente. As amostras de plasma foram diluidas 20 ou 100 vezes em tamp&o com
alta concentracao salina (20 mM Tris, 1 M NaCl, 0.05% (v/v) Triton X-100, 10 mM
CaCl2, 0.1% (w/v) HSA, pH 7,4) e adicionadas aos pogos em duplicatas de 100 . L.
As amostras foram incubadas a 4°C por 18h, os pogos foram lavados 3 vezes antes
da adicédo de 100 ng de anticorpo monoclonal anti-CRD (dominio de reconhecimento
de carboidrato) de MBL conjugado com europium (Hyb 131-01, Antibody Shop,
Copenhagen, Denmark) em 100 n L de TBS/Tween/25 M EDTA (TBS contendo
0.05%(v/v) Tween 20, 25« M EDTA) por 1 hora em temperatura ambiente.

Apds a lavagem, uma solugdo de aprimoramento (PerkinElmer, Wallac®,
Massachusetts, USA) foi adicionada e os sinais aferidos por fluorometria com tempo
resolvido em um fluorometro Delfia 1232 (PerkinElmer,Wallac®, Massachusetts,
USA). O anticorpo monoclonal Hyb 131-01 foi marcado com ions de europium
usando reagentes e procedimentos da Perkin Elmer. Isto proporciona o acoplamento
do quelato de Eu®** do N1-(p-isotiocianatobenzila)dietilenetriamina-N1, N2, N3-acido
tetraacetico. O grupo DTTA (acido dietilenetriaminotetraacetico) forma um complexo
estavel com os ions de europium e o grupo isotiocianato reage com os grupos de
aminas livres nas proteinas, formando uma ligacdo covalente tio-ureia estavel.

Diluicbes de plasma padrao contendo 3,6 1 g MBL/mL, assim como amostras de
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MBL de baixa, média e alta concentragao foram incluidas como controle interno em
cada placa de microtitulagao (figura 12). As quantificagdes de MBL dos soros testes
foram determinadas através de calculo utilizando-se a curva padrao.

A sequéncia completa deste procedimento pode ser observada no “Anexo C”.

- g Dosagens
s Fluorometria MBL
Valores

gAc-anﬁ CRD minimos de
com 30 ng/mL
Europium
Spiuiciodo T
Plasma Incubagdo
,_ ambiente
Incubagdo

c’Manose ad°C ﬁ
HSA/TBS B ﬁ, % g
Pocos de .
microtitu In-house MBL lectin TRIFMA
¥ Eu'- conjugate

FIGURA 13 — Quantificagdo de MBL pelo método TRIFMA (FREDERIKSEN et al.,
2006).

ANALISE ESTATISTICA

Para célculo de tamanho amostral, foi utilizado o programa Microsoft Excel for
Mac 2011 com planilha disponivel em (CAMPOS, [s.d.]) e dados populacionais
disponiveis no IBGE para Curitiba (“IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica”, 2014). Para a analise estatistica, foi usado inicialmente o programa
“Assistat v7.7®”. O teste de Kolmogorov-Smirnov (IC 95%, significancia estatistica p
<0,05) demonstrou uma relagdo nao paramétrica entre os grupos. Utilizou-se entdo o
“GraphPad Prism 6 — GraphPad Software®’, teste de Mann-Whitney para comparar
0s grupos (controles e casos; exsudativa e seca). Outros dados demograficos como
sexo, etnia, idade, IMC e tabagismo foram analisadas usando o mesmo software
com base em correlagdes de Spearman, teste exato de Fisher ou Qui-quadrado (IC
95%, p <0,05).
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4 RESULTADOS

Foram incluidos neste estudo 126 pacientes, sendo que o grupo controle foi
constituido por 68 pacientes sem alteragdes oculares identificaveis, enquanto o
grupo de casos incluiu 68 pacientes com DMRI (34 com DMRI n&o exsudativa e 34
com DMRI exsudativa). Sessenta e trés pacientes com DMRI eram de origem
europeia (93%) e 5 (7%) nao europeus. Ainda no grupo de DMRI, 33 (49%) eram do
sexo masculino e 35 (51%) do sexo feminino, enquanto nos controles, 27 (40%)
eram do sexo masculino e 41 (60%) feminino. A idade média (+tDP) no grupo de
DMRI foi de 73 anos (£8,17 anos) e 67 (£8,10 anos) nos controles. O tabagismo foi
similar em ambos os grupos, sendo mais alto, porém sem significancia estatistica,
no grupo controle (37%) em relagdo aos casos (29%). Ainda, houve uma maior
proporcdo de pré-obesos e obesos em relacdo aos nao-obesos em ambos os
grupos, com maior frequéncia nos controles porem sem diferenga significativa entre

eles. Os dados demograficos dos casos e controles estdo demonstrados na tabela 2.
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TABELA 2 — Dados demograficos dos pacientes portadores de DMRI e controles.

] Controles (%) DMRI (%)
Caracteristicas Valor p
N =68 N =68
Etnia
Europeia 63 (93%) 63 (93%) 1,000*
Nao Europeia 5 (7%) 5 (7%)
Sexo
Masculino
27 (40%) 33 (49%)
Feminino 0,3001*
41 (60%) 35 (51%)
Tabagismo**
Sim 25 (37%) 20 (29%)
0,3622*
Nao 43 (63%) 48 (71%)
IMC
Normal 24 (35%) 31 (46%)
Pré-obeso 27 (40%) 30 (44%) 0,073*
Obeso 17 (25%) 7 (10%)
Idade media (*DP) 67 (£8,10) 73 (£8,20) 0,3365"** (r 0,12)

* Qui-quadrado / ** Maior de 1 ano-mago / ***Spearman

Os niveis medianos de MBL observados foram de 739 ng/mL (217 a 1632
ng/mL; 25 — 75%) nos controles e de 608 ng/mL (225 a 1464 ng/mL; 25 — 75%) nos
casos de DMRI. Os valores de MBL circulante entre casos e controles nao
demonstrou diferenga estatisticamente significante; p = 0,4770 (teste de Mann-
Whitney) (grafico 1; tabela 3).
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GRAFICO 1 — Concentragdes de MBL sérica (ng/mL) em casos de DMRI e

controles.

Concentragoes da MBL em controles e casos de DMRI.

8000+
- 6000+ —_r
E
<)
£ 40001
J —
m
= 20001

0 f f
Controles DMRI

TABELA 3 — Concentracdes de MBL sérica em casos de DMRI e controles.

DMRI Controles
MBL (ng/mL) MBL(ng/mL) Valor p*
N =68 N =68
Mediana 608 739
25-75% 225 - 1464 217 — 1632 0,4770
Minimo — Maximo 30 - 3415 30 - 6039

*Teste de Mann-Whitney.

O aumento da idade mostrou tendéncia de diminui¢gao nos niveis de MBL nos
controles (Spearman, r = -0,14, p = 0,2576), porém nao nos casos de DMRI
(Spearman, r = -0,051, p = 0,6779) (grafico 2).
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GRAFICO 2 — Correlagao entre idade e niveis de MBL nos controles e casos de

DMRI.
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Ao estratificarmos os casos e controles por grupos conforme os niveis de MBL

considerados baixos (<100 ng/mL), médios ou normais (100-1000ng/mL) e altos

(>1000 ng/mL); a distribuicdo desses foi semelhante entre pacientes com DMRI e

controles. Em ambos grupos, aproximadamente 15% deles apresentaram baixos

niveis de MBL, 45% dos controles e 48% dos casos com niveis médios e 40% dos

controles e 37% dos casos com altos niveis da proteina (grafico 3).

GRAFICO 3 - Estratificagao de pacientes com DMRI e controles de acordo com

variagao nos niveis de MBL.
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Os niveis de MBL também né&o diferiram tanto nos controles como nos casos
em relagdo ao género (embora discretamente maior nos homens de ambos os
grupos). Nos casos de DMRI, observou-se mediana de MBL de 676 ng/mL (x163 EP
ng/mL — intervalo de 30 — 3415 ng/mL) em 33 homens e de 557 ng/mL (x144 EP
ng/mL — intervalo de 30 — 2938 ng/mL) em 35 mulheres, resultando em valor p de
0,9102 (Mann-Whitney). Ja nos controles, a mediana de MBL nos individuos
masculinos foi de 552 ng/mL (x316 EP ng/mL — intervalo de 30 — 6039 ng/mL) e de
778 ng/mL nas mulheres (£196 EP ng/mL — intervalo de 30 — 4703 ng/mL), p=
0,9627 (teste de Mann-Whitney) (grafico 4).

GRAFICO 4 - Frequéncias absolutas de género em relagdo aos niveis de MBL em
pacientes com DMRI e controles.
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Ao avaliarmos os dados demograficos e caracteristicas clinicas entre os
pacientes com DMRI nao-exsudativa ou seca e pacientes com DMRI exsudativa,
observou-se frequéncia alta de europeus em ambos os grupos (>90%), semelhanga
na distribuicdo do género (aproximadamente 50% em ambos os grupos), tabela 4.
Uma proporgao menor de tabagistas foi observada na DMRI seca (29%) em relagao
a exsudativa (44%). Observou-se maior frequéncia de individuos pré-obesos e
obesos em relagcdo a ndo obesos em ambos os grupos (>50% em cada grupo). Em
relacdo a idade, ndo houve diferenca significativa, sendo a media de 73 anos para
ambos os grupos. O avango da idade também n&o influenciou de forma significativa
os niveis de MBL. Uma discreta elevacdo dos niveis de MBL com a idade foi
observada na DMRI seca (Spearman, r = 0,26, p = 0,1374) e diminuigdo na

exsudativa (Spearman, r = -0,22, p = 0,2059), conforme grafico 5.

GRAFICO 5 — Correlacao entre idade e niveis de MBL na DMRI seca e exsudativa.
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TABELA 4 — Dados demograficos de portadores de DMRI seca e exsudativa.

DMRI Seca (%) DMRI Exsudativa (%)

Caracteristicas Valor p
N=34 N=34
Etnia
1,000*
Europeu 31 (91%) 32 (94%)
Nao Europeu 3 (9%) 2 (6%)
Sexo
Masculino 16 (47%) 17 (50%)
0,8083**
Feminino 18 (53%) 17 (50%)

Tabagismo***

Sim 10 (29%) 15 (44%)
0,2086**
Nao 24 (71%) 19 (56%)
IMC
Normal 16 (47%) 15 (44%)
Pre-obeso 12 (35%) 18 (53%) 0,0906**
Obeso 6 (18%) 1(3%)
Idade media (+DP) 73 (£7,70) 73 (+8,80) 0,5505****(r 0,11)

*Teste exato de Fisher / **Qui-quadrado / *** Maior de 1 ano-mago / ****Spearman

Com relagao as concentragdes séricas de MBL entre os subtipos de DMRI,
observou-se nos casos de DMRI seca uma mediana de 893 ng/mL (365 — 1738
ng/mL; 25 — 75%) e nos casos de DMRI exsudativa, mediana de 476 ng/mL (211 —
1428; 25 — 75%). No entanto, ndo houve diferenca estatistica; p = 0,101, grafico 6,
tabela 5).
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GRAFICO 6 — Comparacéao dos niveis de MBL sérica nos subtipos de DMRI.

Concentragcoes de MBL em DMRI exsudativas e secas.
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TABELA 5 — Comparacao dos niveis de MBL sérica nos subtipos de DMRI.

Seca Exsudativa
(MBL ng/mL) (MBL ng/mL) Valor p*
N=34 N=34
Mediana 893 476
25 —-75% 365 - 1738 211 — 1428 0,1011
Minimo — Maximo 30 - 2938 30 - 3415

*Teste Mann-Whitney.
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5 DISCUSSAO

Embora ndo existam dados epidemioldgicos oficiais sobre a prevaléncia da
DMRI no Brasil, essa doenca certamente encontra-se em expansao no nosso meio.
Apenas dois trabalhos relatam a sua prevaléncia em grupos distintos no pais. Em
pacientes orientais maiores de 60 anos de Londrina - PR (OGUIDO, 2004),
observou-se aproximadamente 15% de todas formas de DMRI e 1,3% de formas
tardias. Ja em pacientes maiores de 80 anos de Veranodpolis — RS, observou-se uma
prevaléncia de 31,50% de DMRI. No entanto, deve-se ressaltar que os métodos
utilizados para diagnostico nesses estudos n&o sao os adotados internacionalmente
(ROMANI, 2005).

O aumento da expectativa de vida, exposi¢cdo solar, tabagismo, obesidade,
entre outros, tendem a elevar substancialmente o numero de casos de DMRI nos
préximos anos, tanto no Brasil como em todo mundo. Notadamente na regiao sul,
com composicao étnica semelhante a europeia, a DMRI devera brevemente tornar-
se uma importante causa de cegueira legal. No presente estudo monitoramos todos
os pacientes (num total de 6155 pacientes) que, nestes dois anos, procuraram o
Centro da Visao do Hospital de Clinicas - UFPR em busca de consulta oftalmoldgica.
Durante esse periodo um total de 346 pacientes foram diagnosticados com doencgas
diversas de retina (5,6% do total) e destes, 68 tiveram diagnostico de DMRI, o que
representaria uma prevaléncia aproximada de 1,1% de DMRI nos individuos
atendidos nesse Centro.

Estima-se que em Curitiba, a populagdo de adultos maiores de 55 anos seja
de aproximadamente 285.000 individuos conforme dados do IBGE (“IBGE - Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica”, 2014). Considerando-se uma prevaléncia de
6% de DMRI (IC 95%, erro de +5%), uma amostra significativa desta populacao,
seria 87 individuos. Devido a idade normalmente avangada dos pacientes que
apresentam DMRI, esses frequentemente apresentam comorbidades tais como:
hipertensao arterial sistémica (HAS), diabetes do tipo 2, além de uso medicacdes
diversas, entre outros. Dessa forma, apenas uma pequena parcela desses pacientes
ira apresentar alteracbes retinianas, devido exclusivamente a DMRI. Por
consequéncia desses fatores e respeitando-se os critérios de exclusao, apds 24

meses de acompanhamento no Centro da Visao - HC-UFPR, somente 68 casos de
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DMRI puderam ser incluidos no estudo. Esse numero € equivalente a IC 91%, erro
de 5%, considerando-se uma prevaléncia de DMRI de 6%.

As alteracbes do sistema complemento, tanto relativas a ativacdo quanto a
deficiéncia, tem uma relagao estreita com a atividade inflamatéria sistémica. Existe
uma associacdo bem estabelecida entre a DMRI e a ativacdo do sistema
complemento. Sendo que a via alternativa € a melhor estudada, especialmente os
polimorfismos do gene do fator H, em todas as formas da doenca (HAGEMAN et al.,
2005; KLEIN et al., 2011). Mesmo havendo, pelo menos em modelos murinos, pouca
expressao retiniana de componentes da via das lectinas (LUO; CHEN; XU, 2011), o
sistema complemento é necessario como um todo para o desenvolvimento da DMRI,
principalmente a forma exsudativa (ROHRER et al., 2012); uma vez que as trés vias
(classica, alternativa e das lectinas) convergem para o mesmo produto final: ativagao
de C3 e C5 e formagao do complexo litico de membrana.

Recentemente demonstrou-se que a ativagao isolada da via alternativa nao foi
capaz de produzir lesao oxidativa celular de células do epitélio pigmentado da retina
(EPR). Porém, ao associar-se "a ativagao da via alternativa a via das lectinas, houve
lesdo oxidativa das células do EPR (JOSEPH et al., 2013). A via das lectinas do
sistema complemento, em cuja ativagdo a MBL exerce fundamental papel, ainda é
pouco estudada em relagéo a fisiopatologia da DMRI. A MBL se liga a carboidratos
presentes na superficie de patdégenos levando a opsonizacao e fagocitose, e ativa a
cascata do complemento que culmina com a lise celular e resposta inflamatéria. As
concentragdes séricas de MBL sao geneticamente determinadas e, quando baixas,
aumentam a susceptibilidade especialmente a infeccbes por microrganismos
extracelulares (NISIHARA et al., 2010). Por outro lado, no caso de patdégenos
intracelulares que usam a opsonizacdo por complemento para adentrar as células
como o Mycobacterium leprae, uma baixa concentragcdo de MBL pode promover
certa “protecao natural” (JACK; KLEIN; TURNER, 2001). Ainda, altas concentragdes
de MBL estdo associadas a doengas que cursam com inflamagao crénica, como
cardite reumatica (SCHAFRANSKI et al., 2004), nefropatia por IgA (ENDO et al.,
1998) e diabetes tipo 2 (HANSEN et al., 2003). Considerando o importante papel da
reacao inflamatéria no desenvolvimento da DMRI, pode-se especular a participagao
da MBL ou ativagao da via das lectinas no processo imunopatolégico dessa doenca.
Esta possibilidade se baseia no fato que a glomerulonefrite membranosa do tipo 2,

doenca renal mediada pelo sistema complemento, produz drusas retinianas
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idénticas histologicamente as encontradas na DMRI (GEHRS et al., 2010). Portanto,
o estudo da via das lectinas e de seus componentes incluindo a MBL, além de
polimorfismos génicos poderia fornecer informag¢des importantes sobre o risco
associado a doenca, além de eventualmente contribuir para um tratamento precoce
e personalizado. Dessa forma, portadores de variantes genéticas de maior risco a
doenca poderiam ser observados e orientados precocemente quanto a exposicao
aos fatores externos modificaveis normalmente envolvidos na patogénese da DMRI
(GROUP, 2001).

Como ainda nao foram publicados estudos na populagao brasileira sobre a
prevaléncia e concentragcdes de MBL na DMRI, as comparagdes foram realizadas
neste estudo com dados obtidos em outras populacdes. Sabe-se que os niveis de
MBL atingem seu pico por volta de um més de idade (AITTONIEMI et al., 1996) e
diminuem apdés os 40 anos de idade (IP et al., 2004). De fato, na populagédo
investigada, os niveis de MBL foram significativamente mais baixos do que os niveis
normais observados em adultos saudaveis. Vale ressaltar que a idade média dos
pacientes foi de 73(18,20) anos e controles era 67(+8,10) anos e que a
concentracdo de MBL teve uma tendéncia de diminuicdo com aumento da idade,
principalmente no grupo controle, o que corrobora o fato da diminuigdo dos niveis
séricos da proteina com o passar do tempo. Em relagdo ao sexo, niveis
discretamente maiores de MBL foram observados nos pacientes do sexo masculino,
porém nao nos controles.

Devido a presenca de comorbidades em idosos, ja anteriormente referido, e
de possiveis alteragbes do sistema complemento associados a essas (UTIYAMA,
2004), foi necessario um critério restrito para inclusdo dos casos neste estudo.
Portanto, os pacientes com DMRI nao apresentavam outras comorbidades no
momento de sua inclusdo no estudo. Uma menor concentracdo de MBL foi
observada nesses casos em relacdo aos controles. Interessante também que, os
pacientes com a forma mais grave, DMRI exsudativa, apresentaram niveis ainda
mais baixos de MBL. Porém nao houve associacdo com a deficiéncia de MBL.
Pode-se inferir que alguns componentes do complemento incluindo MBL, estejam
sendo “consumidos” devido a ativagdo do complemento e maior atividade
inflamatéria na DMRI, ou que haja menor producédo proteica (JOHNSON et al.,
2001b). Assim, a diminui¢ao dos niveis de MBL na DMRI poderia estar associada a

doencga, tal como ocorre com doengas vasculares (BEST et al., 2004). Interessante
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ressaltar que, para doencas aterosclerdticas, existe uma relacdo de aumento de
risco com baixos niveis de MBL (BEST et al., 2004), o que poderia também estar
presente na DMRI. Além disso, uma possivel causa para o achado de menores
concentragcbes de MBL na DMRI poderia ser a presengca de variantes genéticas
associadas a deficiéncia da proteina nestes pacientes. Esse fato podera ser
confirmado com a investigagao de polimorfismos do gene MBL2. No entanto, deve-
se ressaltar que os resultados obtidos ndo alcangaram diferencas estatisticamente
significantes, provavelmente devido ao tamanho do numero amostral. Estudos
futuros incluindo maior niumeros de pacientes devem ser realizados a fim de se
confirmar a relagao de baixas concentracées de MBL com DMRI.

Sabe-se que a evolugdo da DMRI para casos graves, como a doencga
exsudativa, esta associada com intensa atividade inflamatéria. No presente estudo,
concentracdes séricas menores de MBL foram observadas nos pacientes com DMRI
exsudativa em relacdo aqueles com DMRI seca. E provavel que a MBL esteja
participando in situ desse processo inflamatério, e por conta disso, seus niveis
circulantes estariam mais diminuidos ainda na forma mais grave da doenga. No
entanto, essa hipotese s6 podera ser confirmada em futuros estudos que incluam
um numero amostral mais expressivo de pacientes com as diferentes formas clinicas
da doenca.

O mecanismo fisiopatolégico exato que ocorre na DMRI permanece ainda
obscuro. Sabe-se que fatores ambientais e genéticos atuam em conjunto na sua
etiopatogenia, como na maioria das doengas complexas. A importancia do sistema
complemento na DMRI é reconhecida, sendo, portanto, promissoras estratégias
utilizando intervencbes no sistema complemento, tanto na prevencdo como no
tratamento da doenca.

No nosso conhecimento, este € o primeiro trabalho sobre concentracdes
séricas de MBL em pacientes com DMRI no Brasil. Devido a selecdo criteriosa e
restrita dos pacientes e do grupo controle com individuos de mais de 55 anos sem
doencas oculares, acreditamos haver confiabilidade para extrapolagcdo de dados
tanto interna como externamente, ressalvando-se porem o grupo amostral reduzido.
Mais estudos sdo necessarios para esclarecer o real papel de MBL, bem como dos
outros componentes da via das lectinas incluindo, ficolinas e MASPs e sua relacao
com a DMRI. Achados significantes poderdo contribuir para desenvolvimento de

terapias visando a regulagao da via das lectinas, a exemplo daquelas ja existentes
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para a via alternativa. Inibidores do complemento como o anticorpo monoclonal
lampalizumab, anti-fator D — que inibe via alternativa, j4 vem sendo testados em
estudos clinicos de fase 3 para tratamento da DMRI seca (HELWICK, 2013;
MCNAMARA, 2013; REGILLO; EYE; JEFFERSON, 2015). O fator D do
complemento é um importante regulador da via alternativa do complemento, a qual,
quando apresenta exacerbada ativacdo, esta diretamente relacionada ao
desenvolvimento da DMRI.

Finalmente, um fato significante observado ao longo deste estudo, € que os
pacientes ja chegavam ao ambulatério com doenga ocular avangada em grande
parte dos casos, sendo 50% deles com doenga exsudativa. O esperado,
considerando a prevaléncia geral de DMRI, incluindo servigos primarios, secundarios
e terciarios, seria de aproximadamente 10% de casos de doencga exsudativa (WONG
et al.,, 2014). Este fato provavelmente esta relacionado ao atendimento de um
hospital terciario publico. Observa-se um desconhecimento de grande parcela da
populagao leiga e mesmo medica a respeito da doenga e de seu grande potencial de
cegueira. Portanto, medidas de conscientizagao e, principalmente, de melhora no
acesso aos servigos e exames oftalmolégicos séo indispensaveis para diminuigao do
custo pessoal e social relacionado a esta doenca. Importante lembrar que, uma vez
estabelecida, o tratamento é dificil e pode n&o ser efetivo. Marcadores séricos
podem ser a melhor forma, no Brasil, para diagnostico e escalonamento de risco,
dada a escassez de recursos de alto custo muitas vezes necessarios. Neste sentido,
a busca de afericbes factiveis e confiaveis reveste-se de suma importancia para

aprimoramento do diagndéstico e acompanhamento de pacientes com DMRI.
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CONCLUSOES

v" Nao foi observada diferenga significante nas concentragdes séricas de MBL

em pacientes com DMRI em relagao aos controles.

v" Nao houve diferencga estatisticamente significante nas concentracoes séricas
de MBL em pacientes com a forma seca de DMRI em relacdo a forma

exsudativa.

v' Nao houve diferenga, tanto em pacientes quanto em controles, nas

concentragdes séricas de MBL em relagao ao género.

v' Observou-se tendéncia a diminuicdo das concentragdes de MBL com avanco

da idade nos controles.
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ANEXOS

ANEXO A - Carta de Aprovagio do Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos do HC-

% HOSPITAL DE CLINICAS »
R #® UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA CEP/HCIUFPR

Curitiba, 28 de setembro de 2011.
limo (a) Sr. (a)
Fernando Morandini Pradella
Hospital de Clinicas da UFPR
Curitiba - PR

Prezado Pesquisador:

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado: “ATUACAO DO SISTEMA
COMPLEMENTO NA DEGENERACAO MACULAR RELACIONADA A IDADE”, foi analisado
e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos, em reunifo
realizada no dia 27 de setembro de 2011.

O referido projeto atende aos aspectos das Resolugbes CNS 196/96, e
suas complementares, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos do Ministério da Saude.

CAAE: 0239.0.208.000-11
Registro CEP: 2609.215/2011-09

Conforme a Resolugao 196/96, solicitamos que sejam apresentados a este
CEP, relatérios sobre o andamento da pesquisa, bem como informagdes
relativas as modificagbes do protocolo, cancelamento, encerramento e
destino dos conhecimentos obtidos.

Data para entrega do primeiro relatério: margo de 2012.
Atenciosamente,

MC.J( M
) -ice Coordenadora do Comité de Bios am
)g‘mm:?ams" :
Renato Tambard Filho " Mat. 100900

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Hospital de Clinicas/lUFPR

UFPR
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: “Atuagdo do Sistema Complemento na Degeneragdo Macular
Relacionada a Idade”

Investigador: Fernando Morandini Pradella
Local da Pesquisa: Centro da Visio — Universidade Federal do Paran4
Endereco e telefone: Rua Pasteur, 26 / Telefone: 3323-8727

PROPOSITO DA INFORMACAQ AO PACIENTE E DOCUMENTO DE
CONSENTIMENTO

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa, coordenada por um
profissional de saude agora denominado pesquisador. Para poder participar, é necessario
que vocé leia este documento com atengdio. Ele pode conter palavras que vocé nfo
entende. Por favor, peca aos responsaveis pelo estudo para explicar qualquer palavra ou
procedimento que vocé néo entenda claramente.

O proposito deste documento € dar a vocé as informagdes sobre a pesquisa e, se
assinado, dard a sua permissfio para participar no estudo. O documento descreve o
objetivo, procedimentos, beneficios e eventuais riscos ou desconfortos caso queira
participar. Vocé s6 deve participar do estudo se vocé quiser. Vocé pode se recusar a
participar ou se retirar deste estudo a qualquer momento.

INTRODUCAO

Investigagfio sobre Degeneragdio Macular Relacionada a Idade (DMRI - doenca
que ataca a retina no fundo dos olhos) e relagdo com sistema complemento (uma das
defesas do organismo).

PROPOSITO DO ESTUDO

Avaliar o papel dos fatores de ativa¢do/inibigdo do sistema complemento e genes
envolvidos na Degeneragéio Macular Relacionada a Idade

SELECAO

Séo incluidos pacientes com diagnéstico de DMRI (com ou sem tratamento) e
grupo controle sem esta alteragdo.

PROCEDIMENTOS

Preenchimento de questiondrio sucinto, exames de protocolo (padrdo) para sua
doenca e coleta de frasco de sangue para exame laboratorial.

Versio L data SET ] 20M
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Beneficios: Maior conhecimento sobre sua doenga, podendo trazer
aperfeicoamento no diagndstico e tratamento futuros tanto para vocé como para outros
pacientes nesta condig#o.

Riscos: Procedimentos protocolares (padrio) poderdo acarretar riscos nfio maiores
do que os usualmente encontrados no diagndstico e tratamento de sua doenga, exceto pelo
possivel hematoma (“mancha de sangue”) no local de pungfo para retirada de sangue.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA:

Sua deciso em participar deste estudo é voluntaria. Vocé pode decidir nfio
participar no estudo. Uma vez que vocé decidiu participar do estudo, vocé pode retirar
seu consentimento e participa¢fio a qualquer momento. Se vocé decidir ndo continuar no
estudo e retirar sua participagfio, vocé nfo perderd qualquer beneficio ao qual vocé tem
direito.

CUSTOS

Nido havera nenhum custo a vocé relacionado aos procedimentos previstos no
estudo.

PAGAMENTO PELA PARTICIPACAO

Sua participagdio ¢ voluntaria, portanto vocé nfo serd pago por sua participag¢do
neste estudo.

PERMISSAO PARA REVISAO DE REGISTROS, CONFIDENCIALIDADE E
ACESSO AOS REGISTROS: :

O Investigador responsavel pelo estudo e equipe ird coletar informagdes sobre
vocé. Em todos esses registros um cddigo substituird seu nome. Todos os dados coletados
serdo mantidos de forma confidencial. Os dados coletados serdo usados para a avaliacfo
do estudo, membros das Autoridades de Satde ou do Comité de Etica, podem revisar os
dados fornecidos. Os dados também podem ser usados em publicagdes cientificas sobre o
assunto pesquisado. Porém, sua identidade nfo serd revelada em gualquer circunstincia.

Vocé tem direito de acesso aos seus dados. Vocé pode discutir esta questdo mais
adiante com seu médico do estudo.

CONTATO PARA PERGUNTAS

Se vocé ou seus parentes tiver (em) alguma duvida com relagdo ao estudo, direitos
do paciente, ou no caso de danos relacionados ao estudo, vocé deve contatar o
Investigador do estudo ou sua equipe no Centro da Visfio (pesquisador Fernando M
Pradella); telefone 3323-8727/9612-7712. Se vocé tiver duvidas sobre seus direitos como
um paciente de pesquisa, vocé pode contatar Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos (CEP) do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parand, pelo
telefone: 3360-1896. O CEP trata-se de um grupo de individuos com conhecimento
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cientificos e néo cientificos que realizam a revisfo ética inicial e continuada do estudo de
pesquisa para manté-lo seguro e proteger seus direitos.

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE:

Eu li e discuti com o investigador responsavel pelo presente estudo os detalhes
descritos neste documento. Entendo que eu sou livre para aceitar ou recusar, e que eu
posso interromper minha participagdo a qualquer momento sem dar uma razdo. Eu
concordo que os dados coletados para o estudo sejam usados para o proposito acima
descrito

Eu entendi a informagfdo apresentada neste termo de consentimento. Eu tive a
oportunidade para fazer perguntas e todas as minhas perguntas foram respondidas.

Eu receberei uma coépia assinada e datada deste Documento de Consentimento
Informado.

NOME DO PACIENTE ASSINATURA
DATA

NOME DO INVESTIGADOR ASSINATURA
DATA

(Pessoa que aplicou o TCLE)
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ANEXO C - Dosagem e Quantificacdo da MBL Sérica por TRIFMA (Ensaio

Imunofluorometrico a tempo resolvido).

Ensaio da Lectina: O ensaio é baseado na ligagdo de MBL com o ligante
manose, revestido em placa de 96 pogos e a detecg¢ao da ligacdo de MBL com MADb

anti-MBL marcada com Europium.

Métodos:

1. Prepare 10 ug manose/ml em Tampao de revestimento (Coatingbuffer pH 9.6)

2. Distribua a solugcdo em uma placa de 96 pocgos e deixe as placas revestirem
overnight em temperatura ambiente com a manose.

3. A placa é esvaziada e preenchida com 200 pyl de TBS/HSA 1 mg/ml para
bloqueio por uma hora em temperatura ambiente.

4. A placa é lavada 3 vezes com TBS/Tween na lavadora de placas.

5. Misture as amostras, o pool de standard (soro com concentragdes
conhecidas) e os controles em um mixer para fazer a diluigdo.

6. Dilua os controles e amostras 1/100 em Tampao ROSA (Tampé&o salino).

7. Para a curva standard diluir primeiro 1/20 e de maneira sucessiva 3.5 vezes,
totalizando 8 amostras. 1/20, 1/70, 1/245...

8. Todas as amostras sao adicionadas em duplicatas, inclusive os standards e
controles. Primeiro adicione os standards nos 16 primeiros pocos, e entado
somente Tampao ROSA nos proximos dois, nos proximos 8 pocos o0s
controles e finalmente as amostras. (35 amostras por placa).

9. Incubar a placa com amostras a 4°C overnight.

10.A placa é lavada 3 vezes com TBS/Tween/Ca 2+ na lavadora de placas e
entdo incubada por 2 horas em temperatura ambiente com Biotina (hyb 131-
1) diluida em TBS/Tween/Ca2+

11.A placa é lavada 3 vezes com TBS/Tween/Ca 2+ na lavadora de placas e
entdo incubada com Solugao Enhancement por uma hora.

12.A placa é colocada em agitagcao por 5 minutos em uma agitadora de placas.

13.Leia a contagem por fluorometria DELFIA-reader da Perkin Elmer — Victor3).



