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SINOPSE

Introducao: A retinopatia diabética (RD) ¢ a principal causa de novos casos de cegueira
entre norte-americanos em idade produtiva. Existe uma associacdo entre RD e as outras
complicagdes microvasculares do diabete melito. A associagdo da RD com a fase inicial da
nefropatia, a microalbuminuria, ndo esta esclarecida em pacientes com diabete melito (DM) tipo 2.
Polimorfismos de genes (ENNP1; FABP2) relacionados a resisténcia insulinica, entre outros,
poderiam estar associados a RD.

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar fatores genéticos e nao genéticos associados a
RD avangada em pacientes com DM tipo 2.

Métodos: Neste estudo caso-controle foram incluidos pacientes DM tipo 2 submetidos a
avaliacdo clinica, laboratorial e oftalmologica. Foi realizada oftalmoscopia binocular indireta sob
midriase e obtidas retinografias coloridas em 7 campos padronizados. Foram classificados como
casos os pacientes portadores de RD avangada (formas graves de RD ndo proliferativa e RD
proliferativa) e como controles os pacientes sem RD avangada (fundoscopia normal, e outras formas
de RD). Foram estudados os polimorfismos K121Q do gene ENNP1 e A54T do gene FABP2. Na
analise estatistica foram utilizados testes paramétricos ¢ ndo paramétricos conforme indicado. Foi
realizada analise de regressdo logistica multipla para avaliar fatores associados a RD avangada. O
nivel de significancia adotado foi de 0,05%.

Resultados: Foram avaliados 240 pacientes com DM tipo 2 com 60,6 + 8,4 anos de idade e
duracdo conhecida de DM de 14,4 + 8,4 anos. Destes, 67 pacientes (27,9%) apresentavam RD
avancada. Os pacientes com RD avangada apresentaram maior duragdo conhecida de DM (18,1 +
8,1 vs. 12,9 £ 8,2 anos; P< 0,001), menor indice de massa corporal (IMC) (27,5 £ 4,2 vs. 29,0 £ 9,6

kg/mz; P=0,019), além de uso de insulina mais freqliente (70,8% vs 35,3%; P< 0,001) e presenga
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de nefropatia diabética (81,1% vs 34,8%; P< 0,001) quando comparados com os pacientes sem RD
avangada. Na avaliacdo laboratorial os pacientes com RD avancada apresentaram valores mais
elevados de creatinina sérica [1,4 (0,6 -13,6) vs 0,8 (0,5-17,9) mg/dl; P<0,001] e de albumintria
[135,0 (3,6-1816,0) vs 11,3 (1,5-5105,0) pg/min; P<0,001] quando comparados com pacientes sem
RD avangada. A distribuicdo dos gendtipos dos polimorfismos do ENNP1 ¢ FABP2 nao foi
diferente entre os grupos. A andlise de regressao logistica multipla demonstrou que a presenga de
nefropatia (OR=6,59; 1C95%: 3,01-14,41; P<0,001) e o uso de insulina (OR=3,47; 1C95%: 1,60-
7,50; P=0,002) foram os fatores associados a RD avangada, ajustados para a duragdo de DM,
presenca de hipertensdo arterial, glicohemoglobina e IMC. Quando na andlise foram incluidos
apenas pacientes normoalbumindricos e microalbumintiricos, a microalbumintria (OR=3,8; 1C95%:
1,38-10,47; P=0,010), o uso de insulina (OR=5,04; 1C95%: 1,67-15,21; P=0,004), a duracao do DM
(OR=1,06 1C95%: 1,00-1,13; P=0,048) e a glicohemoglobina (OR=1,35; 1C95%: 1,02-1,79;
P=0,034) foram os fatores associados a RD avangada, ajustados para a presenca de hipertensdo
arterial e IMC.

Conclusiao: Pacientes com DM tipo 2 portadores de formas avangadas de RD apresentam
mais freqlientemente envolvimento renal pelo DM, incluindo o estagio de microalbumintria. Uma
avalia¢do renal com medida de albumintria dever ser incorporada como avaliacdo de rotina nestes

pacientes.
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I- INTRODUCAO

1. Aspectos Gerais da Retinopatia Diabética

O diabete melito (DM) ¢ uma sindrome metabolica complexa onde ocorre uma deficiéncia
relativa ou absoluta de insulina afetando o metabolismo dos carboidratos, lipidios e proteinas. Cerca
de 85 a 90% dos pacientes portadores de DM possuem o chamado DM tipo 2, previamente
denominado DM ndo dependente de insulina (1). Estima-se que no Brasil 7,6% da populacao
urbana entre 30 e 69 anos apresente DM, sendo que 46% dos casos ndo se sabem portadores de DM
(2). O DM esta associado a complicagdes cronicas cardiovasculares, microvasculares e do sistema
nervoso periférico e autbnomo. Uma das complicagdes microvasculares mais importantes do DM ¢
a retinopatia diabética (RD), que ¢ a principal causa de novos casos de cegueira entre norte-
americanos em idade produtiva, causando 8000 novos casos de cegueira a cada ano (3). No Brasil,
estima-se que a RD seja responsavel por 7,5% das causas de incapacidade de adultos para o

trabalho (4) e por 4,58% das deficiéncias visuais (5).

2. Patogénese

A causa da doenga microvascular retiniana ndo esta totalmente esclarecida. As alteracdes
subclinicas precoces incluem aumento da permeabilidade vascular, aumento do fluxo sangiiineo,
espessamento ¢ alteragdo na membrana basal. Sabe-se que a hipoxia retiniana associada a
hiperglicemia e as alteragdes da permeabilidade capilar sdo a base da RD.

A retina normal consiste de varias camadas celulares, se estendendo desde a membrana
limitante interna (na jungdo com o vitreo) ao epitélio pigmentar da retina, que estd em contato com

a cordide. A microcirculag@o da retina consiste de artérias, veias € um extenso feixe capilar.
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A RD parece ter seu inicio nos capilares retinianos, que formam a barreira hemato-retiniana
interna. Os capilares retinianos normais sao formados internamente por células endoteliais
alongadas, envolvidas por membrana basal, e externamente por pericitos intramurais circulares ou
ovoides. A propor¢cdo normal entre os dois tipos celulares ¢ 1:1 [Figura 1 (6)]. As alteragdes
vasculares iniciais comegcam com a perda seletiva de pericitos murais e espessamento da membrana
basal, impedindo o adequado contato entre as células endoteliais e pericitos, afetando a barreira
hemato-retiniana e levando a alteragdes da permeabilidade vascular, agravando progressivamente a
condig¢do hipoxica da retina (6,7).

A auséncia de perfusao por oclusdo capilar ¢ um achado caracteristico e aparece nos estagios
precoces da RD. A oclusdo capilar ¢ provocada por coagulacdao intravascular e por aumento da
adesividade plaquetaria, leucocitaria e eritrocitaria, que precede a neovascularizacdo (8). Os
neovasos t€m juncodes endoteliais fenestradas, com tendéncia a vazamento, e podem ser rompidos
facilmente causando hemorragia vitrea. Se a neovascularizacio persiste, tecido fibroso se incorpora
aos neovasos causando descolamento tracional de retina ou hemorragia vitrea cronica (6).

O fator mais importante na discussdo da patogénese da RD, ou de qualquer complicagdo
tardia do DM ¢ a hiperglicemia cronica. O papel da glicose no desenvolvimento da RD ¢ complexo.
Durante episodios de hiperglicemia, ocorre um aumento da atividade na via dos polidis. O excesso
de glicose ¢ transformado em sorbitol, sob agdo da aldose redutase. O sorbitol, que ¢ formado
intracelularmente, ocasionaria estresse hiperosmotico para as células, diminui¢do do mioinositol
intracelular e redugio da atividade da ATPase Na'/K™ dependente, levando ao dano celular com
enfraquecimento da parede capilar. Nas paredes ocorre exsudagdo, causando edema retiniano, que
leva a reducdo da disponibilidade de oxigénio para a retina (6). Entretanto, até o presente momento,
o uso de drogas inibidoras da atividade da aldose redutase ndo foi capaz de modificar o

desenvolvimento da RD (9).
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Outro mecanismo patogénico também diretamente relacionado a hiperglicemia ¢ o aumento
da glicacdo da hemoglobina. Valores elevados de glicohemoglobina, como ocorre na presenca de
DM descompensado, sdo acompanhados de aumento da afinidade da hemoglobina pelo oxigénio
com conseqiiente hipdxia retiniana pela redugdo de oferta (10). A hiperglicemia também aumenta os
radicais livres e desencadeia a glicacdo ndo enzimatica de proteinas estruturais e funcionais, ambos
processos causando dano endotelial (11).

Certos componentes da membrana basal normalmente inibem o crescimento e a proliferacao
endotelial. O desequilibrio entre estes e os fatores angiogénicos provocam proliferacao endotelial. A
associacao da RD a fatores angiogénicos nao ¢ recente. Desde 1948 surgiu a hipdtese de que fatores
soliveis liberados pela retina isquémica induziriam crescimento vascular (12). O fator de
crescimento endotelial vascular (FCEV; “vascular endothelial growth factor-VEGF”) pode ser o
pivo na patogénese da RD. O FCEV ¢ uma glicoproteina com potentes efeitos angiogénicos e sobre
a permeabilidade vascular. Muitos tipos celulares intra-oculares produzem FCEV: pericitos, células
do epitélio pigmentar da retina, e endoteliais. Nestas células, em especial nos pericitos, a expressao
do FCEV aumenta até 30 vezes no estado de hipoxia (13, 14). Qualquer estado de hipoxia intra-
ocular pode aumentar a concentracdo de FCEV intravitrea, como oclusdo venosa, doenga obstrutiva
das cardtidas, retinopatia da prematuridade, anemia falciforme, etc. Estudos clinicos demonstraram
que a concentragdo intra-ocular de FCEV ¢ proporcional a hipoxia ocular, sendo mais elevada em
pacientes portadores de RD proliferativa (3,6+6,3 ng/mL) em comparagdo com pacientes com RD
ndo proliferativa (0,1+£0,2 ng/mL; P=0,003). Além disto, apds a realizacdo de panfotocoagulagdo a
concentragdo de FCEV diminui em até 75% (15).

Assim como fatores locais, fatores circulantes podem influenciar o curso da RD. Entre eles,

os hormoénios PDGF (“platelet-derived growth factor”) e de crescimento, IGF-1 (“insulin-like
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growth factor-1”). Alteragdes hemodinamicas por aumento geral do fluxo sangiliineo podem

também estar envolvidas na patogénese da RD (16).

3. Curso clinico e Classificacao

As alteracoes fundoscOpicas seguem um curso progressivo, sendo resultado da
microangiopatia retiniana, caracterizada por oclusdo vascular e, mais tarde, por proliferagdao
fibrovascular e cicatrizacdo. A oclusao do leito capilar estd intimamente associada a alteragdes
claramente demonstraveis na angiografia fluoresceinica (17).

A angiografia fluoresceinica proporcionou um maior entendimento das alteracdes
microvasculares da RD. O aparecimento de microaneurismas € o aumento na permeabilidade
capilar sdo as alteracdes mais precocemente detectaveis por meio da angiografia. Os
microaneurismas, hiperfluorescentes, ocorrem predominantemente no lado venoso. Areas focais de
oclusdo capilar podem aparecer no leito capilar afetado por marcada formagao de microaneurismas.
Oclusao capilar ocorre muito mais freqiientemente e em maior extensdo na meia periferia. Podem
estar relativamente inaparentes ao oftalmoscopio, e sua extensdo na meia periferia esta diretamente
relacionada com o desenvolvimento de neovascularizagdo (18).

A baixa acuidade visual na RD resulta de varios mecanismos: edema ou ndo perfusio
macular, descolamento tracional de retina e hemorragia pré-retiniana ou vitrea provocada por
sangramento dos neovasos (19).

O edema macular pode estar presente em qualquer estagio da RD, especialmente em
pacientes com DM tipo 2. O edema macular altera a estrutura macular, afetando significativamente
sua fungdo por cole¢do de fluido intra-retiniano, ndo perfusdo de capilares parafoveais, tragdo por

tecido fibroso proliferativo que distorce ou desloca o tecido macular ou formacdo de buraco
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macular. Clinicamente, edema macular ¢ denominado como clinicamente significante se houver um
dos seguintes achados:

- espessamento de retina a menos de 500 p do centro da macula

- exsudatos (com espessamento de retina adjacente) a menos de 500 p do centro da macula

- zona de espessamento de retina de 1 disco de diametro ou maior, localizado a menos de 1

disco de diametro do centro da macula (1 disco de diametro equivale a 1500u) (20).

A lesdo mais precoce clinicamente visivel no exame fundoscopico ¢ o microaneurisma, uma
alteracdo saculiforme nos capilares retinianos. Pode ocorrer em qualquer lugar da retina,
desenvolvendo-se inicialmente como saculagdes afetando capilares paravenulares nos locais de
perda de pericitos ou agrupados ao redor de zonas de oclusdo capilar, representando uma resposta
proliferativa celular a hipoxia. Podem aparecer em qualquer nivel da rede capilar, seja superficial ou
profunda, inclusive na coriocapilar. Suas paredes sdo espessadas por proliferacdo da membrana
basal endotelial, sua luz pode estar obstruida com eritrocitos aglutinados ou trombos. Os
microaneurismas podem medir de 12 a 100p de didmetro, sendo visiveis oftalmoscopicamente a
partir de 30p.

Os exsudatos duros sdo resultado de extravasamento de lipoproteinas séricas através de
vasos anormalmente permedveis, especialmente de microaneurismas. Estdo normalmente
localizados na camada plexiforme externa e aparecem facilmente a oftalmoscopia como pontos
branco-amarelados de limites irregulares, mas bem delimitados. Podem ser vistos em qualquer lugar
no polo posterior, mas tém especial afinidade com a macula, estando intimamente associados a
espessamento da retina. Em certos casos, pode haver depositos subretinianos, causando degeneracao
de fotorreceptores. Podem ser reabsorvidos espontaneamente ou apds fotocoagulacao a laser.

As hemorragias intra-retinianas, indicadores de rompimento de microaneurismas, capilares

ou vénulas, assumem diferentes formatos de acordo com o local da arquitetura retiniana onde estao
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localizadas: puntiformes se profundas (geralmente nas camadas plexiforme externa e nuclear
interna) ou em chama de vela se mais superficiais (Figura 2). Elas geralmente se resolvem em 3 a 4
meses ¢ podem estar espalhadas no pdlo posterior ou somente na periferia. Com o agravamento da
isquemia, surgem as manchas algodonosas, indicativas de zonas focais de relativa isquemia causada
por oclusao capilar parcial ou total de arteriolas pré-capilares (microinfarto retiniano). Tém margens
imprecisas e se localizam na camada de fibras nervosas da retina.

Quando fenomenos vasculares oclusivos causados pelo DM envolvem arteriolas, os achados
fundoscopicos se agravam e incluem: dilatacdo capilar em segmentos irregulares, alteragdes
microvasculares intra-retinianas (IRMAs), que sdo proliferacdes endoteliais formando
comunicagdes entre areas de nao perfusdo, veias em rosario, algas venosas e, finalmente, os
neovasos, caracteristicos da RD proliferativa.

Os neovasos se originam do leito venoso nas zonas de nao perfusdao, como finas algas ou
redes de vasos em forma de roda de carroga na superficie da retina acompanhados de proliferagao
vitrea. Pacientes com neovascularizacdo s3o assintomaticos até que a separacdo da hialdide
posterior eleve os neovasos, causando sangramento vitreo. Pode haver avulsdo dos vasos retinianos,
conduzindo a hemorragia vitrea, proliferacdo fibrovascular, descolamento de retina tracional e/ou
regmatogénico e glaucoma neovascular (7, 21).

A Associacdo Americana de Oftalmologia (22) de acordo com os achados clinicos na
fundoscopia sob midriase preconiza a utilizagdo das seguintes categorias: sem RD ou RD minima,
RD nio proliferativa (leve, moderada, grave e muito grave) e RD proliferativa de baixo e de alto
risco. No entanto, uma das classificagdes de RD mais utilizadas, especialmente por permitir
estadiamento objetivo para estudos prospectivos, ¢ a descrita originalmente pelo ETDRS (“Early
Treatment Diabetic Retinopathy Study”) (23) com as seguintes categorias: RD ausente ou RD

questionavel (nenhum ou raros microaneurismas), RD ndo proliferativa leve ou moderada
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(microaneurismas ¢ hemorragias intra-retinianas difusamente, exsudatos duros, exsudatos
algodonosos), moderadamente grave e grave (abundantes hemorragias intra-retinianas e/ou
microaneurismas ou veias em rosario ou alteragdes microvasculares intra-retinanas) e RD
proliferativa (neovasos no disco Optico ou na retina, hemorragia vitrea ou pré-retiniana
acompanhada por neovascularizagdo, tracao retiniana com ou sem descolamento de retina).

Nao existe cura para a RD, estando os esforcos terapéuticos concentrados nos fatores de
risco para o aparecimento e agravamento da doenca retiniana e no tratamento cirargico das lesdes
com alto risco de evolucao para perda visual. Os estudos multicéntricos que vém sendo realizados
nos ultimos trinta anos [DRS- “Diabetes Retinopathy Study”; ETDRS; DRVS- “Diabetic
Retinopathy Vitrectomy Study” (20); WESRD- “Wisconsin Epidemiologic Study of Diabetic
Retinopathy” (24); DCCT- “Diabetes Control and Complications Trial” (25); UKPDS-“United
Kingdom Prospective Diabetic Study” (26)] permitiram o estabelecimento de recomendacdes
quanto ao acompanhamento ¢ manejo da RD (27)(Quadro 1), além de reforgar a importancia dos

fatores de risco associados.

4. Fatores de risco para retinopatia diabética

Os estudos sobre os possiveis fatores associados a RD avaliam prevaléncia e/ou incidéncia
e/ou progressao de RD em geral, da RD proliferativa, da maculopatia e da redugdo ou perda visual.

Os fatores de risco podem ser classificados como genéticos e ndo genéticos. Entre os fatores
ndo genéticos estdo aqueles relacionados a presenca do DM, como duragio do DM, controle
glicémico e nefropatia diabética e fatores nao relacionados diretamente ao DM, como a hipertensao
arterial sistémica (HAS), dislipidemia, doenca cardiovascular, obesidade, gestacdo, puberdade,

fatores ambientais e fatores oculares.
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Fatores de risco ndo genéticos

Fatores de risco relacionados diretamente ao DM

Tempo de DM

A duragdao do DM esté fortemente associada com a freqiiéncia e gravidade da RD (24, 28-
30). O risco de desenvolver RD aumenta no 5° ano de DM até um méaximo no 10° ano de duragio do
DM e se mantém constante até o resto da vida do paciente (11). Apos 20 anos de duracao de DM
quase todos os pacientes com DM tipo 1 e mais do que 60% dos pacientes com DM tipo 2
apresentam algum grau de RD, sendo 20% do tipo proliferativo (19, 31-37). Até 21% dos pacientes
portadores de DM tipo 2 apresentam RD no momento do diagnéstico de DM, estimando-se que o
aparecimento da RD pode preceder em 4 a 7 anos o diagnostico clinico deste tipo de DM (38).

Na avalia¢do inicial do WESRD, um estudo prospectivo observacional de pacientes com
DM tipos 1 e 2, a prevaléncia de RD proliferativa dos pacientes portadores de DM tipo 1 (n=996),
foi de 2% nos pacientes com até 2 anos de duragdo do DM e de 97,5% nos pacientes com 15 anos
ou mais de doenga (34). No mesmo estudo, em pacientes portadores de DM tipo 2 ndo usuarios de
insulina (n=674), a prevaléncia de RD foi de 23% em pacientes com até 2 anos de DM e 57,3% em
pacientes com 15 anos ou mais de DM. Nos pacientes usudrios de insulina, considerados os mesmos
tempos de duragdo de DM (n=696), a prevaléncia foi de 30 e 84,5%, respectivamente (39). A
associagdo positiva entre duracdo de DM e desenvolvimento da RD foi confirmada também na
avaliag¢do prospectiva do WESRD em pacientes com DM tipo 1 (24).

Assim sendo, a duracdo do DM ¢é um fator a ser levado em consideragdo em todos os

pacientes, independente do controle glicémico ou do grau de comprometimento oftalmologico.
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Controle glicémico

A relacao entre hiperglicemia e RD tem sido debatida desde a invencao do oftalmoscopio e
as primeiras descricdes de RD em 1860. Com a introducao da medida da glicohemoglobina na
década de 80, que passou a ser utilizada como uma avaliagdo acurada do controle glicémico, foi
demonstrado ser o controle da glicemia o fator de risco modificavel independente mais importante
para a RD (40).

No WESRD, onde uma coorte de 2366 pacientes com DM foi avaliada durante 10 anos, esta
observagao foi confirmada. A glicohemoglobina inicial foi o mais importante fator de risco para
incidéncia e progressao da RD, mesmo depois de controlada a andlise para idade, sexo e duragao do
DM (41). Em pacientes com DM tipo 1, o estudo também demonstrou que para cada 1% de
incremento nos valores de HbA1c o risco de progressao da RD aumentou 1,21 vezes (24).

O UKPDS iniciou em 1977 com o objetivo de avaliar o papel do controle estrito da glicemia
e da pressdo arterial no desenvolvimento das complicagdes micro e macrovasculares do DM,
acompanhando 4209 pacientes portadores de DM tipo 2 recém diagnosticados. Neste ensaio clinico
randomizado, no segmento destinado a avaliar o controle glicémico, os pacientes (n=3867) foram
submetidos a tratamento intensivo do DM (sulfoniluréias ou insulina) ou convencional (dieta). Ap6s
10 anos de acompanhamento, foi demonstrada uma reducdo de 25% no risco de doenga
microvascular no grupo de tratamento intensivo, incluindo hemorragia vitrea e necessidade de
fotocoagulagdo retiniana. Concluiu-se que para cada ponto percentual de reducdo nos valores de
glicohemoglobina (por exemplo, de 9 para 8%) houve 35% de redugdo no risco de complicagdes
microvasculares (26). Avaliando-se o aparecimento ¢ progressaio da RD em 6 anos de
acompanhamento nos pacientes do UKPDS, no grupo com controle intensivo, que tinha valores de
glicohemoglobina de 6,2 a 7,4%, o risco relativo (RR) para aparecimento de RD foi de 1,4 ¢ com

valores mais elevados de glicohemoglobina (>7,5%) se observou um RR=2,5. O risco de progressao
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da RD (nos pacientes que ja apresentavam RD no comeco do estudo), considerando-se os mesmos
valores de glicohemoglobina, foi de 4,1 e 8,1 respectivamente (42).

Os resultados de um estudo prospectivo que avaliou o papel do controle glicémico na
prevengdo das complicacdes cronicas relacionadas ao DM em pacientes com DM tipo 2 japoneses
também confirmaram o efeito benéfico do controle glicémico na prevenc¢ao da RD. Uma populagdo
de 110 pacientes, divididos em coorte de prevencdo primaria (sem RD, n=55) e prevencao
secundaria (presenca de RD leve), randomizados em grupo de tratamento convencional (insulina de
acdo intermedidria 1 a 2 vezes ao dia) e outro com controle intensivo (insulina regular a cada
refeicdo e insulina intermediaria ao deitar), foram acompanhados por 8 anos com oftalmoscopia
indireta, retinografia e angiografia a cada 6 meses. No grupo de tratamento intensivo, tanto o
aparecimento da RD quanto a progressdo de RD foram reduzidos em cerca de 33% quando
comparados com os pacientes sob tratamento convencional (43).

O DCCT foi um ensaio clinico randomizado onde foram avaliados 1441 pacientes
portadores de DM tipo 1, sendo 726 sem RD (coorte de prevencao primaria) € 715 com RD leve ou
moderada (coorte de prevengdo secundaria) e randomizados em dois grupos: um com controle
glicémico estrito (infusdo subcutinea continua ou multiplas doses de insulina ao dia) e outro com
tratamento convencional (insulina subcutdnea 1 a 2 doses ao dia). Os pacientes foram
acompanhados por 4 a 9 anos e realizadas retinografias estereoscopicas a cada 6 meses. O DCCT
mostrou que terapia intensiva com insulina reduziu o aparecimento de RD em 42% quando
comparado com o grupo sob terapia convencional. Além disso, a terapia intensiva diminuiu a
progressdo de RD pré-existente em 32,1%. Esta melhora foi obtida com uma redu¢ao média de 10%
nos valores de glicohemoglobina (de 8 para 7,2%) (25, 44). No prolongamento do estudo, o EDIC
(“Epidemiology of Diabetes Interventions and Complications”) observou-se que, mesmo com

controle glicémico menos rigido, a propor¢ao da incidéncia de nefropatia diabética e RD, incluindo
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necessidade de fotocoagulacdo, edema macular e RD proliferativa, continuou menor no grupo que
havia sido submetido previamente ao controle intensivo quando comparado com o tratamento
convencional (72 versus 87%) (45).

Todos estes estudos demonstram de forma contundente a importancia do controle glicémico
como um fator de risco para RD. Deve ser refor¢ada ao paciente sua importancia no sentido de

prevenir a RD, especialmente no inicio do DM.

Nefropatia diabética

A nefropatia diabética apresenta em seu curso clinico trés etapas evolutivas: a fase de
nefropatia incipiente, a fase de nefropatia clinica e a fase de insuficiéncia renal terminal, sendo
nesta ultima etapa necessario o tratamento de substitui¢do renal (dialise ou transplante). A fase de
nefropatia incipiente € caracterizada por aumento de excrec¢dao urinaria de albumina (EUA = 20 -
200 pg/min), definido como microalbuminuria, e ocorre em 30 a 45% dos pacientes com DM tipo 1
e em 13 a 26% dos pacientes com DM tipo 2. Esta fase ¢ potencialmente reversivel através da
adocdo de medidas terapéuticas especificas. A fase seguinte, a nefropatia clinica, também
denominada de fase de proteintiria ou de macroalbumintria, ¢ definida por uma EUA > 200 pg/min
ou proteinuria de 24 horas > 500 mg. A partir desta etapa, que em geral ocorre ap6s 10 anos de
duracdo de DM, ocorre uma perda progressiva da fungdo renal com presenca de HAS na maioria
dos pacientes e de outras complicagdes cronicas relacionadas ao DM, tanto micro- quanto
macrovasculares (46, 47).

O controle rigido da glicemia reduz a incidéncia de nefropatia e RD, como demonstrado no
DCCT (48) ¢ no UKPDS (49), o que refor¢ca a associagdo entre ambas complicagdes
microvasculares. Varios estudos demonstram a associa¢do de nefropatia diabética e RD. Em estudo

de caso-controle em pacientes com DM tipo 1, observou-se que, embora um grande nimero de
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pacientes com RD nao apresentasse nefropatia (estimada pela microalbuminuria), todos os pacientes
com insuficiéncia renal apresentavam RD proliferativa (28). Outros autores também demonstraram
uma maior prevaléncia de proteinuria macica em pacientes portadores de RD, principalmente
naqueles com RD mais grave (50-52). Esta associagdo ¢ também observada em pacientes com DM
tipo 2 (34, 51, 52).

A associagdo de RD e nefropatia foi também demonstrada em relagdo a fase inicial da
nefropatia em pacientes com DM tipo 1 (53-58). No WESDR (59) observou-se apds 4 anos de
acompanhamento de 1139 pacientes com DM, que a presenga de microalbumintria aumentou em 3
vezes o risco de aparecimento de RD proliferativa em pacientes com DM tipo 1 e ndo em pacientes
com DM tipo 2. De fato, os dados sobre a associagao da microalbumintria com RD em pacientes

com DM tipo 2 sdo conflitantes, com associacdes positivas (60, 61) e sem associagdo (62, 63).

Fatores de risco ndo diretamente relacionados ao DM

Hipertensao arterial sistémica

A HAS ¢ duas vezes mais freqiiente na populagdo com DM e parece desempenhar um papel
importante na patogénese da RD (64). Em pacientes portadores de DM existe hiperperfusdo do leito
capilar em varios tecidos. O aumento da pressdo arterial aumenta a pressao intraluminar piorando o
extravasamento da rede vascular favorecendo a filtragdo de proteinas plasmaticas através do
endotélio e sua deposi¢do na membrana basal do capilar, contribuindo para o dano vascular ¢ a
isquemia retiniana aumentando o risco do aparecimento e progressdo da RD (16).

Em estudo prospectivo de 8 anos em 392 pacientes com longa duragdo de DM, a hipertensao

sistolica foi um fator de risco independente na incidéncia de RD tanto em pacientes com DM tipo 1



XXV

quanto tipo 2, sendo que os pacientes usudrios de drogas anti-hipertensivas mostraram menor
progressao (37).

Em pacientes com DM tipo 1, apds 14 anos de acompanhamento no WESRD, estimou-se
que a hipertensao sistolica e diastélica estavam relacionadas com a progressao e gravidade da RD e
também com o desenvolvimento de RD proliferativa e edema macular (24). Em estudo prospectivo
de 4 anos envolvendo 153 pacientes portadores de DM tipo 1, com cerca de 23 anos de duragdo do
DM, foi estabelecido que valores de pressao diastdlica > 70mmHg ja representam risco para
progressao da RD (65). A importancia dos niveis de pressdo arterial foi confirmada em outro estudo
prospectivo em portadores de DM tipo 1 acompanhados por 4 anos, onde se observou que para cada
10mmHg de aumento na pressdo diastolica, houve 24% de aumento no risco de progressdo da RD.
Neste estudo ndo foi observada relacdo com pressao arterial sistolica (66).

Ja em pacientes com DM tipo 2, um estudo transversal demonstrou que valores de pressao
arterial sistolica > 140mmHg estavam associados a maior prevaléncia e gravidade da RD, mesmo
quando ajustados para duragao do DM, controle metabdlico e funcao renal (18). No UKPDS (67),
apds um seguimento de 9 anos de 1148 pacientes hipertensos com DM tipo 2, os pacientes com
controle mais rigido da pressdo arterial (média = 144/84mmHg) quando comparados com pacientes
com controle ndo intensivo (média = 154/87mmHg) tiveram uma redugdo de 47% no risco de perda
da acuidade visual. Além disso, o melhor controle pressorico pareceu também ter efeito protetor na
ocorréncia de edema macular. Estes resultados ndo foram relacionados ao tipo de tratamento anti-
hipertensivo utilizado (captopril ou atenolol) (68). Na mesma populagdo, avaliando-se isoladamente
a RD, em 6 anos de acompanhamento, os niveis de pressdo arterial sistolica estiveram
significativamente associados ao desenvolvimento de RD. O RR foi de 1,5 para pressdo arterial

sistolica entre 125 e 139mmHg e de 2,8 para pressdo arterial sistolica > 140mmHg (42).
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A hipertensao sistolica parece ter um papel preponderante como fator de risco para RD
sendo que esta associagao foi também observada em outras populacdes. Em estudo transversal com
926 pacientes malaios, na Asia, a hipertensio sistolica foi o mais importante fator associado a RD
em pacientes com DM tipo 1 e tipo 2 diagnosticados antes dos 40 anos de idade (69).

Em estudo caso-controle em pacientes com DM tipo 2 e sindrome plurimetabdlica, esta
definida pela presenca de pelo menos 2 das seguintes caracteristicas - HAS, dislipidemia, obesidade
e microalbumintria (70), o fator de risco independente mais importante para presenga de RD foi a
HAS (71).

Pode-se concluir que o aumento dos niveis pressoricos ¢ um fator de risco para RD tao
importante quanto o controle glicémico: em pacientes com DM tipo 2 para cada 10mmHg de
redu¢do nos valores de pressao sistolica ocorre uma reducdo de 13% nas complicagdes

microvasculares (72, 73).

Dislipidemia

O papel da hipercolesterolemia na RD foi evidenciado em dois estudos longitudinais, o
WESDR (74) e o ETDRS (75). No WESDR, se observou uma maior presen¢a de exsudatos duros
em pacientes com DM tipo 1 e tipo 2 usuarios de insulina que tinham colesterol total elevado.
Entretanto, a gravidade da RD ndo foi associada a dislipidemia. J& no ETDRS, um estudo
multicéntrico pioneiro na avaliacdo da eficicia do tratamento precoce a LASER na RD, apds
acompanhamento de 7 anos de 2709 pacientes com DM tipo 1 e tipo 2, foi demonstrado que um
valor de colesterol total > 240 mg/dL aumentou 2 vezes o risco de desenvolvimento de exsudatos
duros e o risco de perda visual em 50% quando comparado com valores de colesterol total < 200
mg/dL. Resultado similar foi encontrado para LDL colesterol > 160 mg/dL. quando comparado com

LDL < 130 mg/dL (RR=1,97) (75).
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A influéncia do colesterol elevado no desenvolvimento da RD foi confirmada em um estudo
multinacional da Organiza¢ao Mundial da Saude (OMS) sobre doencga vascular em diabetes. Em um
periodo de acompanhamento de 8,4 anos, o colesterol sérico foi um fator de risco independente para
a RD proliferativa e para perda visual grave (32, 33). No mesmo estudo, foram verificados valores
mais elevados de triglicerideos nos pacientes que desenvolveram RD. Entretanto, quando foi
realizada andlise multivariada esta observacao ndo foi confirmada (32). De fato, ndo existe

associacao demonstrada entre hipertrigliceridemia e doenca microvascular (76).

Doenga cardiovascular

A doenga cardiovascular (doenga coronariana, cerebrovascular e vascular periférica) ¢ a
principal causa de mortalidade em pacientes com DM tipo 2. Estes pacientes t€ém de 2 a 4 vezes
mais chances de ter eventos cardiovasculares do que pacientes nao diabéticos da mesma faixa etaria
(77).

Muitos dos possiveis fatores de risco relacionados a RD sdo coincidentes com os fatores de
risco para a doenca macrovascular do DM, em especial para a cardiopatia isquémica (77). Sao
exemplos a HAS, o fumo e a dislipidemia. De fato, em estudos com longo tempo de
acompanhamento, observa-se que a mortalidade por todas as causas ¢ maior nos pacientes
portadores de formas mais graves de RD (40, 78, 79).

A incidéncia de obito por doenga cardiovascular foi avaliada em uma coorte de 408
pacientes portadores de DM tipo 2 com cegueira legal por RD acompanhada por 4 anos. O 6bito por
doencga cardiovascular foi 5,6 vezes maior nos pacientes portadores de RD incapacitante quando
comparados com pacientes sem RD (RR=5,6) (80). Além disso, em estudo prospectivo de 7 anos

com 1040 pacientes com DM tipo 2, foi demonstrado através de analise multivariada que o risco de
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infarto ou morte cardiaca em pacientes com RD proliferativa foi 2 vezes maior do que em pacientes
sem esta alteragao (81).

A associacao entre doenga cardiaca aterosclerdtica e RD deve ser sempre considerada e,
independente da presenga de sintomas compativeis com cardiopatia isquémica, 0s pacientes com

RD, em especial em estagios avancados, devem ser submetidos a uma avaliagdo cardiologica.

Obesidade

A obesidade, um dos componentes da sindrome plurimetaboélica (70), representa um estado
de resisténcia insulinica. A possivel associacdo entre resisténcia insulinica ¢ RD ¢ sugerida pela
observagao de um estudo retrospectivo envolvendo 534 pacientes com DM tipo 2, onde os pacientes
portadores de qualquer estdgio de RD apresentaram um maior indice de massa corporal total, bem
como uso de doses maiores de insulina (52). Outros fatores determinantes poderiam estar
relacionados a esta associagdo, ja que muitos pacientes obesos parecem ter um maior periodo sem
diagnostico de DM tipo 2 com pior controle metabolico inicial, além de outros fatores, como
dislipidemia e maior viscosidade sangiiinea (18).

A importancia da resisténcia insulinica é reforgada pela recente observagdo da associacao
entre os componentes da sindrome plurimetabdlica e complicagdes microvasculares do DM.
Pacientes com DM tipo 2 portadores de sindrome plurimetabdlica apresentaram mais
freqlientemente RD grave (71). Também um estudo em pacientes japoneses com DM tipo 2
observou associagdo entre resisténcia insulinica e formas avangadas de RD (81) Entretanto, o papel
da obesidade como fator de risco independente para a RD até o presente momento nio estd

claramente estabelecido.
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Gestacao e puberdade

Em pacientes com DM tipo 1, a RD ndo costuma aparecer antes do inicio da puberdade,
sugerindo sua relacdo com hormonios sexuais e crescimento (31). Em geral, sugere-se que o
rastreamento da doenca retiniana nao ¢ necessario antes dos 10 anos de idade. Entretanto,
recentemente foi observado que a duragdo pré-puberal do DM parece ser importante como
determinante no aparecimento de complicagdes microvasculares (57).

A piora das complicacdes microvasculares no DM durante a gestagdao, em especial a RD,
provavelmente se deve a fatores como instituicao de controle glicémico rigido, presenca de fatores
de crescimento, HAS e estresse hemodinamico (sobrecarga) da gestagdo e parto (82).

Nas pacientes com DM tipo 1 a progressio da RD durante a gestacdo ¢ geralmente
importante, principalmente se houverem alteragdes retinianas pré-existentes (82). Pacientes com
DM tipo 1 gestantes tém risco de cerca de 2,3 vezes maior para progressao da RD, quando
comparados a pacientes com DM tipo 1 ndo gestantes independente da glicohemoglobina, duracao
do DM, idade e pressao arterial (83).

O papel da gestagdo como um fator de risco independente para a progressao da RD foi
recentemente confirmado. O DCCT (84) comparou a progressio de RD em 180 mulheres
portadoras de DM tipo 1 que engravidaram com 500 mulheres do mesmo grupo que ndo
engravidaram, em um periodo de acompanhamento de 6,5 anos. Foi demonstrado um maior risco de
piora da RD, tanto nas pacientes que ja estavam sob tratamento intensivo (RR=1,68) quanto nas
pacientes que estavam sob tratamento convencional previamente a gestagdo, embora maior neste
ultimo grupo (RR=2,48). Quando o agravamento da RD foi ajustado para as alteracdes nos valores
de glicohemoglobina, o risco de piora da RD durante a gestagdo persistiu, estendendo-se por até 1

ano apo6s o parto (RR=2,87).
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Em conclusao, a gestagcdo representa um fator de risco bem definido para a RD e idealmente
as pacientes que pretendem engravidar devem ter uma avaliagao oftalmoldgica prévia a concepgao e
tratamento adequado da RD, se necessario (19). Da mesma forma, devem ser controlados outros
fatores de risco bem estabelecidos, como os niveis glicémico e pressorico. Uma vez iniciado o
periodo gestacional a paciente deve permanecer sob acompanhamento do oftalmologista por até 1

ano apds a concepgao.

Fatores de risco ambientais

O habito de fumar poderia ter efeito deletério sobre a retina com vascularizagdao deficiente
dos pacientes portadores de DM pelos seus efeitos isquémicos: aumento do monédxido de carbono,
aumento de agregacao plaquetaria e vasoconstric¢do. Entretanto, na maior parte dos estudos (65, 66;
85), incluindo um estudo prospectivo com mais de 10 anos de seguimento (86), o tabagismo nao
pareceu estar associado a RD. Em pacientes que participaram do UKPDS, comparando-se em 6
anos de acompanhamento, a incidéncia de RD em fumantes atuais e naqueles que nunca haviam
fumado, foi encontrado um efeito protetor do tabagismo (RR=0,5). Os autores sugerem que esta
protecdo ocorra por possiveis efeitos farmacoldgicos da nicotina ou de outros componentes do
tabaco (42). E possivel que a falta de correlagio deva-se ao aumento de mortalidade em fumantes,
especialmente por doenga cardiovascular, o que reduziria as chances destes pacientes
desenvolverem RD (86, 87). Outro estudo sugeriu também um menor risco de aparecimento e
progressio da RD em pacientes diabéticos fumantes. Entretanto, esta aparente vantagem
desapareceu quando os valores de glicemia foram incluidos na analise (33). Portanto, o tabagismo
ndo parece conferir risco ou protecdo para o desenvolvimento de RD.

O consumo de alcool pode estar relacionado a mau controle glicémico e a aumento dos

niveis pressoricos, mas ndo parece ser um fator de risco para a RD (85, 88), seja para a forma
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proliferativa ou para a progressao da RD. Os possiveis efeitos benéficos residiriam no incremento
de HDL, reducao de agregacao plaquetaria e dos niveis de fibrinogénio.

O WESRD avaliou a relagdo entre o risco de microangiopatia e atividade fisica. Foi
estudada a historia pregressa e atual da atividade fisica em pacientes com DM tipo 1. Em mulheres
com histéria de atividade fisica atual ou na adolescéncia, a prevaléncia de RD proliferativa foi
menor quando comparadas com mulheres sedentarias, o que nao foi observado em homens (89).

Hé4 um consenso de que atividade fisica pode ter efeito benéfico nas complicagdes do DM.
Entretanto, pacientes com RD em estidgios avancados devem evitar atividades extenuantes que
envolvam manobra de Valsalva, golpes ou choques com a cabeca, pelo risco de hemorragia vitrea
ou descolamento tracional de retina (90-92).

O uso de acido acetilsalicilico nas doses de até¢ 625 mg/dia ou de agentes tromboliticos nao
esta associado a aumento de hemorragia vitrea ou influéncia no aparecimento ou progressao da RD
(93, 94). Conclui-se que, respeitadas as contra-indicagdes usuais, pacientes diabéticos portadores de
RD podem utilizar o acido acetilsalicilico tanto na prevengdo primaria quanto secundaria da doenga

cardiovascular sem risco adicional para a RD (93).

Fatores de risco oculares

Pacientes portadores de DM desenvolvem catarata mais precocemente do que pacientes nao
diabéticos (95). As complicagcdes poés-operatorias da facectomia nestes pacientes sdo mais
freqlientes, provavelmente pela quebra da barreira hemato-aquosa no transoperatério, especialmente
se houver RD pré-existente. Independente da técnica cirargica utilizada (facectomia extracapsular,
facoemulsificagdo), a facectomia ¢ um fator de risco para a progressdo da RD. O risco de piora pode
variar de 21% (96) a 25% (97). Este risco ¢ maior nos pacientes com maior duragdo do DM, pior

controle metabolico, em uso de insulina e com RD prévia mais grave (98).
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Embora exista a observacdo de que a presenga de glaucoma esta associada a menor
prevaléncia e severidade da RD (99), estes achados ndo foram comprovados e existem poucos
estudos sobre o tema. Em estudo de coorte com 4 anos de acompanhamento, foi demonstrado que
pacientes com DM tipo 1 com pressao de perfusdo ocular elevada {2/3.[PD+(PS-PD)/3]-10P} —
onde PD=pressao diastolica, PS=pressao sistdlica, [OP=pressao intra-ocular —apresentaram risco de
desenvolvimento de RD de 2,13 vezes para cada 10mmHg de elevagdo de perfusdo ocular. Tal
achado nao foi observado em pacientes com DM tipo 2 (100).

A presencga de miopia maior de —2 dioptrias parece ter efeito protetor para o aparecimento e
progressao da RD (99). Tal efeito benéfico foi confirmado em uma coorte de 1210 pacientes com
DM tipo 1 e 1780 pacientes com DM tipo 2, onde a presenca de miopia foi um fator protetor para o

desenvolvimento da RD (RR=0,4) (100).

Fatores de risco genéticos

O controle dos principais fatores de risco conhecidos para RD ndo é capaz de prevenir o
aparecimento ou progressdo da RD na totalidade dos casos, como ja foi demonstrado em grandes
ensaios clinicos multicéntricos tanto para pacientes com DM tipo 1 quanto para pacientes com DM
tipo 2 (36, 48, 49). Esta observacao sugere a existéncia de fatores genéticos relacionados a RD. No
entanto nao foram realizados, até o presente momento, estudos de agregagdo familiar de RD. Além
disto, os estudos que avaliam a associagdo de RD com etnia (101) e com o sistema HLA (102, 103,
104), tém resultados conflitantes.

De uma maneira geral os genes candidatos a ser associados a RD estdo relacionados aos
fatores de risco ou a provaveis mecanismos patogénicos relacionados as complicagdes
microvasculares do DM. A avaliagdo de polimorfismos de genes candidatos demonstrou uma

associagdo positiva da RD com os seguintes genes: aldose redutase (105-109), FCEV (110),
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glicoproteina de membrana plasmatica a2B1 integrina (receptor plaquetario para coldgeno) (111) e
gene do receptor para produtos finais de glicagdo avangada (RAGE) (112). Ja os polimorfismos dos
genes da enzima oxido nitrico sintase endotelial (113), inibidor da ativagdo do plasminogénio 1
(PAI-1) (114, 115), apolipoproteina E (116), receptor p3-adrenérgico (117) e glicoproteina de
membrana plaquetaria allbB3 integrina (receptor plaquetario para fibrinogénio e fator de von
Willebrand) ndo foram associados a RD (111). Em relacdo ao polimorfismo do gene da enzima
conversora de angiotensina (ECA), a associagdo com a RD ndo estd estabelecida de forma
definitiva, havendo estudos sem associagdo demonstrada (118-123) ¢ outros com associa¢ao
positiva (124, 125).

A resisténcia insulinica ¢ um elemento chave para o desenvolvimento do DM e das
complicacdes cardiovasculares associadas (70). Evidéncias recentes sugerem também a associacao
de resisténcia insulinica e complicagdes microvasculares do DM, ja descritos anteriormente nesta
introducao (71, 81).

O polimorfismo (K121Q) do gene da proteina de membrana, ectonucleotideo
pirofosfatase/fosfodiesterase 1 (ENNP1), previamente chamado PC-1 (126), parece estar
relacionado a resisténcia insulinica (127) e as complicagdes microvasculares do DM, em especial a
progressao da nefropatia diabética (128). J& em relacdo a RD, a maioria dos estudos em pacientes
com DM tipo 1 ndo observou associacdo deste polimorfismo com RD (115, 128), embora um
estudo prospectivo em pacientes com DM tipo 1 tenha sugerido a associag@o da presenca do alelo Q
ao aparecimento ou progressdo da RD (129). Em pacientes com DM tipo 2 a provavel relagdo da
resisténcia insulinica com a RD ¢ sugerida pela associacdo de RD e obesidade e uso de doses
elevadas de insulina (52) e por um estudo transversal realizado em pacientes japoneses com DM

tipo 2 (81). Outro polimorfismo genético que tem sido relacionado a resisténcia insulinica ¢ o do
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gene da proteina intestinal ligadora de 4cidos graxos (FABP2), embora os resultados sejam ainda

controversos (130-132). Nao existem dados sobre a associagao de RD e polimorfismo FABP2.
Vérios genes, portanto, estdo relacionados a RD e o estudo de novos genes candidatos em

grupos populacionais diversos podera permitir a avaliagao da influéncia relativa de cada gene no

desenvolvimento e/ou progressao da RD.

Conclusao

A RD ¢ uma complicacao cronica do DM que apresenta elevada prevaléncia e morbidade e
cuja patogénese nao esta completamente esclarecida. Mau controle glicémico e pressoérico, junto
com longo tempo de duracdo do DM, sdo os principais fatores de risco que devem ser levados em
consideragdo na abordagem de qualquer paciente portador de DM. A avaliagdo genética relacionada
a RD esta ainda em fase inicial. O objetivo final da identificagdo e controle dos fatores de risco ¢

prevenir o aparecimento e a progressao da RD.
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Quadro 1: Acompanhamento de pacientes portadores de DM segundo classificacao da RD (27).

Alteracio retiniana observada

Seguimento minimo

Sem RD, RDNP minima
RDNP leve a moderada sem edema macular
RDNP leve a moderada com edema macular ndo clinicamente

significante

RDNP leve a moderada com edema macular clinicamente
significante

RDNP grave ou muito grave sem edema macular

RDNP grave ou muito grave com edema macular clinicamente
significante

RDP sem alto risco sem edema macular clinicamente significante
RDP sem alto risco com edema macular clinicamente significante
RDP de alto risco sem edema macular clinicamente significante
RDP de alto risco com edema macular clinicamente significante

RDP de alto risco sem possibilidade de fotocoagulagao

RDP muito severa

Anual

Cada 6 — 12 meses

Cada 4 - 6 meses

Cada 2 - 4 meses

Cada 3-4 meses

Cada 2 - 4 meses

Cada 2 — 4 meses

Cada 2 — 4 meses

Cada 3 — 4 meses

Cada 3 — 4 meses

Cada 1 — 6 meses

Cada 3 — 4 meses

RDNP = retinopatia diabética ndo proliferativa
RDP = retinopatia diabética proliferativa
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Figura 1: Esquema do capilar retiniano. A célula endotelial (EN) cerca a luz (L) do capilar e ¢é
coberta por uma membrana basal (MB). A membrana basal ¢ envolvida pelo pericito (P).
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Figura 2: Hemorragias retinianas: puntiformes (a); em chama de vela (b); hemorragia vitrea (c);
hemorragia sub-hialoidéia (d).
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IT - JUSTIFICATIVA

Muitos possiveis fatores de risco para a RD ainda ndo tém seu papel esclarecido, em
especial em pacientes com DM tipo 2 e em amostras populacionais com composicao genética
heterogénea, como ¢ o caso da populacao brasileira. O estabelecimento e entendimento destes
fatores poderdo auxiliar na adogao de estratégias de prevencao e de intervencao sobre a RD, bem

como sugerir possiveis mecanismos patogénicos envolvidos na RD.
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III - OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar possiveis fatores genéticos € ndo genéticos associados a

presenca de retinopatia diabética grave em pacientes com DM tipo 2.
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IV - FATORES GENETICOS E NAO GENETICOS EM FORMAS AVANCADAS DE RETINOPATIA

DIABETICA EM PACIENTES COM DIABETE MELITO TIPO 2.

(GENETIC AND NON-GENETIC FACTORS IN ADVANCED FORMS OF DIABETIC RETINOPATHY

IN TYPE 2 DIABETIC PATIENTS.)
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SINOPSE

Introducao: A retinopatia diabética (RD) ¢ a principal causa de novos casos de cegueira
entre norte-americanos em idade produtiva. Existe uma associacdo entre RD e as outras
complicagdes microvasculares do diabete melito. A associagdo da RD com a fase inicial da
nefropatia, a microalbuminuria, ndo esta esclarecida em pacientes com diabete melito (DM) tipo 2.
Polimorfismos de genes (ENNP1; FABP2) relacionados a resisténcia insulinica, entre outros,
poderiam estar associados a RD.

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar fatores genéticos e nao genéticos associados a
RD avangada em pacientes com DM tipo 2.

Métodos: Neste estudo caso-controle foram incluidos pacientes DM tipo 2 submetidos a
avaliacdo clinica, laboratorial e oftalmologica. Foi realizada oftalmoscopia binocular indireta sob
midriase e obtidas retinografias coloridas em 7 campos padronizados. Foram classificados como
casos os pacientes portadores de RD avangada (formas graves de RD ndo proliferativa e RD
proliferativa) e como controles os pacientes sem RD avangada (fundoscopia normal, e outras formas
de RD). Foram estudados os polimorfismos K121Q do gene ENNP1 e A54T do gene FABP2. Na
analise estatistica foram utilizados testes paramétricos ¢ ndo paramétricos conforme indicado. Foi
realizada analise de regressdo logistica multipla para avaliar fatores associados a RD avangada. O
nivel de significancia adotado foi de 0,05%.

Resultados: Foram avaliados 240 pacientes com DM tipo 2 com 60,6 + 8,4 anos de idade e
duracdo conhecida de DM de 14,4 + 8,4 anos. Destes, 67 pacientes (27,9%) apresentavam RD
avancada. Os pacientes com RD avangada apresentaram maior duragdo conhecida de DM (18,1 +
8,1 vs. 12,9 £ 8,2 anos; P< 0,001), menor indice de massa corporal (IMC) (27,5 £ 4,2 vs. 29,0 £ 9,6

kg/mz; P=0,019), além de uso de insulina mais freqliente (70,8% vs 35,3%; P< 0,001) e presenga
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de nefropatia diabética (81,1% vs 34,8%; P< 0,001) quando comparados com os pacientes sem RD
avangada. Na avaliacdo laboratorial os pacientes com RD avancada apresentaram valores mais
elevados de creatinina sérica [1,4 (0,6 -13,6) vs 0,8 (0,5-17,9) mg/dl; P<0,001] e de albumintria
[135,0 (3,6-1816,0) vs 11,3 (1,5-5105,0) pg/min; P<0,001] quando comparados com pacientes sem
RD avangada. A distribuicdo dos gendtipos dos polimorfismos do ENNP1 ¢ FABP2 nao foi
diferente entre os grupos. A andlise de regressao logistica multipla demonstrou que a presenga de
nefropatia (OR=6,59; 1C95%: 3,01-14,41; P<0,001) e o uso de insulina (OR=3,47; 1C95%: 1,60-
7,50; P=0,002) foram os fatores associados a RD avangada, ajustados para a duragdo de DM,
presenca de hipertensdo arterial, glicohemoglobina e IMC. Quando na andlise foram incluidos
apenas pacientes normoalbumindricos e microalbumintiricos, a microalbumintria (OR=3,8; 1C95%:
1,38-10,47; P=0,010), o uso de insulina (OR=5,04; 1C95%: 1,67-15,21; P=0,004), a duracao do DM
(OR=1,06 1C95%: 1,00-1,13; P=0,048) e a glicohemoglobina (OR=1,35; 1C95%: 1,02-1,79;
P=0,034) foram os fatores associados a RD avangada, ajustados para a presenca de hipertensdo
arterial e IMC.

Conclusiao: Pacientes com DM tipo 2 portadores de formas avangadas de RD apresentam
mais freqlientemente envolvimento renal pelo DM, incluindo o estagio de microalbumintria. Uma
avalia¢do renal com medida de albumintria dever ser incorporada como avaliacdo de rotina nestes

pacientes.
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ABSTRACT

Introduction: Diabetic retinopathy (DR) is the leading cause of new-onset legal blindness
among working-age people in the United States. There is an association of diabetic chronic
microvascular complications and DR. In patients with type 2 diabetes mellitus (DM) the association
of early stages of diabetic nephropathy is still unclear. Polymorphisms of genes related to insulin
resistance (ENNP1; FABP2), among others, could be associated to DR.

Objective: To assess genetic and non-genetic factors associated with advanced stages of DR
in type 2 DM patients.

Methods: This is a case-control study including type 2 DM patients submitted to a clinic,
laboratory and ophthalmologic evaluation. Fundus examination was performed using binocular
indirect ophthalmoscopy under mydriasis. Seven stereoscopic fundus photographs of each eye were
obtained. Patients with advanced DR (severe forms of nonproliferative and proliferative DR) were
considered as cases, and patients without advanced DR constituted the control group (none DR or
others forms of non-proliferative DR). Polymorphism K121Q of ENNP1 gene and A54T of FABP2
gene was studied. Parametric and non-parametric statistical analysis was performed as indicated.
Multiple logistic regression analysis was performed to evaluate factors associated with advanced
DR. The adopted level of significance was 0.05%.

Results: Two hundred-fourty type 2 DM patients aged 60.6 = 8.4 years, with known
diabetes duration of 14.4 + 8.4 years were evaluated. Advanced DR was present in 67 patients
(27.9%). Patients with advanced DR presented longer known diabetes duration (18.1 + 8.1 vs. 12.9
+ 8.2 years; P< 0.001), lower body mass index (BMI) values (27.5 £ 4.2 vs. 29.0 £ 9.6 kg/mz; P=
0.019), and more frequent use of insulin (70.8% vs. 35.3%; P< 0.001) and presence of diabetic

nephropathy (81.1% vs. 34.8%; P< 0.001) than patients without advanced DR. Patients with
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advanced DR presented higher values of serum creatinine [1.4 (0.6-13.6) vs. 0.8 (0.5-17.9) mg/dI;
P<0.001) and albuminuria [135.0 (3.6-1816.0) vs. 11.3 (1.5-5105.0) pg/min; P<0.001) when
compared to patients without advanced DR. The genotype distribution of ENNP1 and FABP2
polymorphisms was not different between the groups. Multiple logistic regression revealed that
presence of diabetic nephropathy (OR=6.59; CI95%: 3.01-14.41; P<0.001) and insulin use
(OR=3.47; CI95%: 1.60-7.50; P=0.002) were associated factors with DR, in a model adjusted to
hypertension, glycated hemoglobin, and BMI. When only patients with normoalbuminuria and
microalbuminuria were analyzed, microalbuminuria (OR=3.8; CI95%: 1.38-10.47; P=0.010),
insulin use (OR=5.04; CI95%: 1.67-15.21; P=0.004), diabetes duration (OR=1.06; CI95%: 1.00-
1.13; P=0.048) and glycated hemoglobin (OR=1.35; CI95%: 1.02-1.79; P=0.034) were the factors
associated with advanced DR, adjusted to the presence of hypertension and BMI.

Conclusion: In conclusion, type 2 DM patients with advanced forms of DR presented more
often diabetic nephropathy, including microalbuminuria. A renal evaluation with measurement of

albuminuria should be incorporated as part of the routine assessment of these patients.
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Introducao:

A retinopatia diabética (RD) ¢ a principal causa de novos casos de cegueira entre norte-
americanos em idade produtiva (1). Quanto mais grave o estdgio da RD, maior ¢ o risco de perda
visual (2). Além disto, os pacientes portadores de RD proliferativa tém maior risco de doenca
cardiaca, acidente vascular cerebral, nefropatia diabética, amputagdes e morte (3, 4).

Os principais fatores de risco para desenvolvimento ou progressao da RD sdo: duracao
conhecida de diabete melito (DM) (5, 6), mau controle glicémico (6-9), hipertensao arterial
sistémica (HAS) (5-7, 10-14) e gestagdo (15, 16). Outros fatores ainda nao bem definidos, como a
puberdade (17), a dislipidemia (18; 19) e o sedentarismo (20) podem também ter um efeito
determinante sobre a RD.

Aparentemente ha uma associacdo entre as complicagdes microvasculares do DM e a RD,
especialmente os estagios mais avangados desta (21). Pacientes com proteintria ou em dialise
invariavelmente apresentam formas avangadas de RD (21-29). J4 a associagdo com fases iniciais da
nefropatia diabética apresenta resultados controversos. A microalbuminuria estd associada a
aumento do risco de RD proliferativa em pacientes com DM tipo 1 (6, 30, 31), porém em pacientes
com DM tipo 2 os estudos mostram resultados conflitantes (11, 23, 25, 29, 32-36).

Existem algumas evidéncias que sugerem haver uma predisposi¢do genética para a RD,
embora pouco se saiba sobre os genes especificos envolvidos. Alguns polimorfismos foram
associados a RD (37-41). Entre estes, o mais estudado foi o polimorfismo da aldose redutase (40,
41).

A resisténcia insulinica, caracteristica da sindrome metabdlica, € um elemento chave para o
desenvolvimento do DM e das complicagdes macrovasculares associadas (42). Evidéncias recentes

sugerem haver também uma associacdo da sindrome metabolica com o desenvolvimento de RD.
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Pacientes com DM tipo 2 portadores de sindrome plurimetabdlica apresentam mais freqiientemente
RD grave quando comparados a pacientes diabéticos que ndo apresentam esta sindrome (43). Além
disto, em um estudo com pacientes japoneses com DM tipo 2 foi observada associacao entre formas
avangadas de RD e resisténcia insulinica (44). Portanto, genes ligados a resisténcia insulinica
poderiam estar envolvidos na patogénese da RD. A presenga do alelo Q do polimorfismo K121Q do
gene da proteina de membrana ectonucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase 1 (ENNP1),
previamente chamado PC-1 (45), parece estar relacionado a resisténcia insulinica (46) e as
complicagdes microvasculares do DM, em especial a progressao da nefropatia diabética (47). Ja em
relagdo a RD, a maioria dos estudos em pacientes com DM tipo 1 ndo observou associacdo deste
polimorfismo com RD (47, 48), embora um estudo prospectivo com pacientes portadores de DM
tipo 1 tenha sugerido a associagdo da presenca do alelo Q com o aparecimento ou progressao da RD
(49). A presencga do alelo T no polimorfismo A54T do gene da proteina intestinal ligadora de acidos
graxos (FABP2) tem também sido relacionada a resisténcia insulinica (50), embora os estudos
apresentem resultados conflitantes (51-53). Nao existem dados sobre a associacdo de RD e
polimorfismo A54T do gene FABP2.

O objetivo do presente estudo ¢ avaliar fatores genéticos e ndo genéticos associados a8 RD

avangada em pacientes com DM tipo 2.
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Pacientes e Métodos:

Este estudo seguiu um delineamento do tipo caso-controle. Pacientes com DM tipo 2
definido de acordo com os critérios da OMS (42): diagndstico de DM apos 30 anos de idade, sem
uso de insulina nos primeiros 5 anos de diagnéstico e auséncia de episdédios de cetoacidose.
Pacientes portadores de DM tipo 2 e com formas avangadas de RD atendidos consecutivamente por
um mesmo pesquisador no periodo de janeiro de 1999 a dezembro de 2001 foram considerados
como casos. Pacientes sem RD ou com formas nao avangadas de RD atendidos no mesmo periodo
pelo mesmo investigador constituiram o grupo-controle. Todos os pacientes foram submetidos a
avaliacdo clinica, laboratorial ¢ oftalmologica. O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, tendo sido obtido consentimento informado de todos os

pacientes.

Avaliacao fundoscopica: Foi realizada oftalmoscopia binocular indireta sob midriase e
obtidas retinografias coloridas em sete campos padronizados, de acordo com o padrao do “Diabetic
Retinopathy Study” (54). Os exames foram avaliados e classificados por dois examinadores que ndo
estavam a par do estado clinico dos pacientes. A RD foi classificada pelo pior olho segundo os
critérios do ETDRS (“Early Treatment Diabetic Retinopathy Study”) (55), e classificadas como:
RD ausente ou RD questiondvel (nenhum ou raros microaneurismas), RD nao proliferativa leve ou
moderada (microaneurismas ¢ hemorragias intra-retinianas difusamente, exsudatos duros, exsudatos
algodonosos), moderadamente grave e grave (abundantes hemorragias intra-retinianas e/ou
microaneurismas ou veias em rosario ou alteracdes microvasculares intra-retinanas) ¢ RD
proliferativa (neovasos no disco Optico ou na retina, hemorragia vitrea ou pré-retiniana
acompanhada por neovascularizagdo, tragdo retiniana com ou sem descolamento de retina). Os
olhos ja fotocoagulados foram classificados como RD avangada e os de fundoscopia impossivel por

falta de transparéncia de meios foram avaliados e classificados pelo olho contra-lateral (um paciente
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por catarata e outro por hemorragia vitrea). Nenhum paciente foi excluido por impossibilidade de
exame fundoscopico.

Foram considerados como pacientes portadores de RD avangada aqueles com formas graves
de RD ou com RD proliferativa (casos). Os pacientes com fundoscopia normal ou com outras
formas de RD nao proliferativa foram considerados controles.

Avaliacao Clinico-laboratorial: Os pacientes responderam questionario incluindo

informacdes quanto a sexo, idade, etnia (autoclassificacdo de brancos e nao brancos), duracao
conhecida do DM, tipo do tratamento do diabete, HAS e histéria de tabagismo. Foi considerado
tabagismo presente o habito de fumar no momento da avaliagdo ou que fuma por 1 ano ou mais e
ndo parou por até 6 meses antes da avaliacdo. Os pacientes foram pesados em roupas leves sem
sapatos, ¢ a altura foi registrada para célculo de indice de massa corporal (IMC) =
peso(kg)/altura(m)’. A pressdo arterial em repouso foi medida 2 vezes no braco direito apds 10
minutos de repouso (fases [ e V de Korotkoff). HAS foi definida com niveis pressoricos > 140/90
mmHg ou quando o paciente vinha em uso de medicacdo anti-hipertensiva (56). A cardiopatia
isquémica foi considerada como positiva na presenga de sintomas compativeis pelo questionario
Rose da OMS (57) e/ou presenca de alteragcdes compativeis com isquemia ou necrose no ECG de
repouso e/ou na cintilografia miocardica sob estresse farmacoldgico.

Glicemia de jejum foi medida pelo método glicose-peroxidase, glicohemoglobina por
cromatografia liquida de alta pressao (HPLC, Merck-Hitachi 9000: valores de referéncia: 3,1-
4,3%), creatinina pelo método de Jaffé (58), colesterol total e triglicerideos por método enzimatico
colorimétrico (59). O colesterol HDL foi medido por método homogéneo direto (DiaSys). O
colesterol LDL foi estimado pela equagao de Friedwald (60).

Albuminuria foi medida por imunoturbidimetria (61; Microalb — AMES; coeficiente de

variagdo intra e interensaio: 4,5% e 11,0%, respectivamente) em amostra estéril casual e confirmada
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em urina de 24 h com tempo marcado (excre¢do urinaria de albumina — EUA 24h). Nefropatia
diabética foi definida como presenca de microalbumintria, macroalbumintria ou tratamento de
substituicdo renal. No grupo em dialise, o diagndstico de nefropatia diabética foi feito quando
proteinuria, hipertensao e retinopatia estiveram presentes sem outra evidéncia de doenga renal.

Microalbumintria foi diagnosticada com albuminuria > 17 mg/L na amostra casual e EUA
24h de 20 a 200 pg/min e macroalbuminuria com valores > 176 mg/L e > 200 pg/min na amostra e
na urina de 24 h respectivamente(62-64).

Avaliacdo genotipica: A andlise genotipica do variante aminodcido (K121Q) do gene

ENNPI1 foi realizada através da ampliacdo do exon 4 através da reagdo de polimerase em cadeia
(PCR) usando 100 ng de DNA gendmico extraido de leucécitos periféricos e oligonucleotideos
inicializadores especificos (5°’-CTG TGT TCA CTT TGG ACA TGT TG-3’ e 5’-GAC GTT GGA
AGA TAC CAG GTT TG-3") como descrito previamente (49). Resumidamente, 1 uM de cada
oligonucleotideo inicializador foi usado em uma solugdo contendo 20 mmol/L de MgCl,, 50
mmol/L de KCI, 20 mmol/L de Tris-HCI, pH 8,4, 0,2 mmol/L de dNTPs e 1 IU de Taq polimerase
(GIBCO, BRL). As reacdes foram realizadas em um ciclador térmico (PTC-100, MJ Research,
Watertown, MA, EUA) a 94°C (1 min), 64°C (1 min) e 72°C (1 min) por 35 ciclos, a extensdo final
por 5 min a 72°C. Os produtos finais foram digeridos usando enzima de restri¢do Avall e analisados
através de eletroforese por gel de agarose 3%. A presenga do alelo K resultou em uma banda de 238
pb e do Q em bandas de 148 ¢ 90 pb. De acordo com a presenca de alelos K e Q os pacientes foram
classificados em KK, KQ ¢ QQ. A analise do polimorfismo FABP2 (A54T) foi determinada sob as
mesmas condigdes descritas. Usando 5’- ACAGGTGTTAATATAGTGAAAAG-3 e 5°-
TACCCTGAGTTCAGTTCCGTC-3 como oligonucleotideos iniciadores, foram obtidas
amplificagdes do exon 2. Os produtos do PCR foram digeridos usando a enzima de restri¢do Hha I e

posteriormente analisados por eletroforese em gel de agarose a 3%. Os alelos T formam uma banda
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de 180 pb e alelos A sdo clivados em 2 fragmentos de 99 e 81 pb. Os pacientes foram classificados
nos grupos AA, AT ou TT de acordo com a presenca dos alelos. Todas as reacdes de amplificagdao
realizadas neste estudo foram feitas em duplicata. Os alelos Q e T dos polimorfismos dos genes
ENNP1 e FABP2 respectivamente, foram considerados como possiveis alelos de risco para a
presenca de RD avangada .

Analise Estatistica: O tamanho da amostra foi calculado para um alfa = 0,05, poder de 80%

e prevaléncia de RD avancada de 20% (65), a partir dos dados de Savage et al (23), onde em
pacientes com RD proliferativa a prevaléncia de micro- e macroalbuminuria foi de 66%, estimou-se
uma amostra com 110 pacientes controles e 22 pacientes casos (Epilnfo2000).

Comparagdes entre os grupos foram realizadas através de teste t para amostras
independentes, teste de Mann-Whitney ou qui-quadrado (y°) para varidveis paramétricas e nio
paramétricas. A razdo de chance e tamanho de efeito padronizado [TEP (66)] foram calculados para
as varidveis categoricas e continuas, respectivamente. Analise de regressdo logistica multipla foi
usada para isolar os possiveis fatores de associagdo para RD avancada (variavel dependente) para
controlar o efeito de potenciais fatores de confusdo. As varidveis independentes foram escolhidas de
acordo com sua significancia na analise univariada ou por sua importancia biologica. Os resultados
foram descritos como média e desvio padrdo para as variaveis com distribuicdo normal, mediana
(variacdo) para as varidveis com distribui¢do ndo normal, ou porcentagem de pacientes com a
caracteristica em estudo (nimero de pacientes com a caracteristica/nimero de pacientes avaliados).
O nivel de significancia adotado foi de 0,05, sendo utilizado o programa estatistico SPSS

“Statistical Package for Social Sciences- Professional Statistics TM” 9.0.
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Resultados:

Foram avaliados 240 pacientes com DM tipo 2 com idade de 60,6 + 8,4 anos (36-86 anos),
duracdo conhecida de DM de 14,4 + 8,4 anos (1-51 anos), IMC de 28,6 + 4,9 kg/m2, 46,7% do sexo
masculino e 85,4% definiram-se como brancos. Foram considerados fumantes 20,9% e hipertensos
70,8% dos pacientes, sendo os niveis pressoricos médios de 146 + 24 / 85 £ 12 mmHg. Em 56,1%
(97/173) dos pacientes havia histéria de uso de medicagdes anti-hipertensivas e 34% (81/238) dos
pacientes vinham em uso de inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA). Nefropatia
diabética foi diagnosticada em 110 pacientes. Destes pacientes, 46 eram portadores de
microalbuminuria, 36 de macroalbumintria e 28 estavam em tratamento dialitico. A freqiiéncia do
uso de insulina, associada ou ndo a agentes orais para tratamento do DM foi de 44,6%. Os valores
de glicemia de jejum foram 172 + 68 mg/dl, de glicohemoglobina 6,5 £ 1,2 %, de triglicerideos 151
mg/dl (20-1022 mg/dl) e de colesterol total, HDL e LDL de 218 *+ 48, 44 + 12 e 138 £ 39 mg/dl,
respectivamente.

RD avancada esteve presente em 67 pacientes (27,9%): 13 tinham formas graves de RD e 54
tinham RD proliferativa. Cento e setenta e trés pacientes ndo tinham RD avancada: 125 nao
apresentavam RD, 39 tinham RD duvidosa ou leve e 9 tinham RD ndo proliferativa moderada.

As caracteristicas clinicas avaliadas nos dois grupos de pacientes estdo expressas na Tabela
1. Os pacientes com RD avangada apresentaram maior dura¢do conhecida de DM, menor IMC,
além de uso de insulina e de nefropatia diabética mais freqiiente quando comparados com os
pacientes sem formas avangadas de RD. A proporcao dos diferentes estagios da nefropatia diabética
estd apresentada na Figura 1. Ocorreu uma tendéncia positiva para as fases de maior
comprometimento renal pelo DM nos pacientes com RD avangada (> P “for trend” P<0,001).

Pacientes com RD avangada apresentaram uma maior propor¢ao de sindrome metabolica. Nao
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houve diferenga quanto a propor¢ao de sexo, etnia, tabagismo, HAS, valores pressoricos, uso de
inibidores da ECA e presenca de cardiopatia isquémica entre os 2 grupos.

Na avaliacdo laboratorial, os pacientes com RD avancada tiveram valores de creatinina
sérica e de albuminuria mais elevados do que os pacientes sem RD avangada. O controle glicEémico
e o perfil lipidico ndo foram diferentes entre os 2 grupos, como demonstrado na Tabela 2.

O calculo do tamanho da associagdo entre a presenca de RD avangada e creatinina sérica e
presenca de RD avancada e albuminuria demonstraram um tamanho de efeito padronizado
moderado (TEP=0,9) para ambas as variaveis e pequeno em relagdo ao IMC (TEP=0,3). A razao de
chance (OR) para presenga de RD avancada associada a nefropatia diabética foi grande (OR=8,4;
1C95%: 4,2-17,1; P<0,000) e para a associagao com o uso de insulina, moderada (OR=4,5; 1C95%:
2,4-8,3; P<0,000).

As avaliagdoes dos gendtipos do polimorfismo do ENNP1 foram realizadas em 204
pacientes, sendo observados os seguintes genotipos: KK, 116 pacientes (56,9%); KQ, 72 pacientes
(35,3%) e QQ, 16 pacientes (7,8%). A freqiiéncia do alelo K foi 0,75 e do alelo Q 0,25. O
polimorfismo FABP2 foi analisado em 209 pacientes ¢ foram observados os seguintes genotipos:
AA, 120 pacientes (57,4%); AT, 80 pacientes (38,3%) e TT, 9 pacientes (4,3%). A freqiiéncia do
alelo A foi de 0,76 e do alelo T, 0,24. A distribuicdo dos genoétipos esteve de acordo com o
equilibrio de Hardy-Weinberg (P>0,05) para ambos os polimorfismos avaliados.

Na Tabela 3 estdo descritas as propor¢des dos genotipos dos polimorfismos do ENNP1 e
FABP2 de acordo com a presenca dos alelos Q e T, respectivamente. Nao foi observada qualquer
diferenca nas propor¢des destes genotipos entre os pacientes com e sem RD avangada.

A andlise de regressdo logistica multipla demonstrou que a presenca de nefropatia diabética
e o uso de insulina foram os fatores significativamente e independentemente associados a RD

avancada, ajustados para a duragdo conhecida de DM, presenca de HAS, glicohemoglobina ¢ IMC
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(Tabela 4). A inclusdo de sexo no modelo de regressao nao modificou os resultados. Quando, na
mesma andlise, foram incluidos somente os pacientes com mais do que 10 anos de duragao de DM
(n=147), a presen¢a de nefropatia diabética (OR=5,30; 1C95%: 2,27-12,42; P=0,0001) e o uso de
insulina (OR=4,70; 1C95%: 1,95-11,37; P=0,0006) permaneceram significativos no modelo de
regressao.

Com o objetivo de verificar a associagdo entre microalbumintria ¢ RD avancada foram
excluidos da analise os pacientes macroalbuminudricos e em dialise (Tabela 5). Foram incluidos 46
pacientes microalbumintricos [EUA=60,3(21,79-198,73) ug/min] e 117 normoalbuminuricos
[EUA=5,97 (1,46-19,74) pg/min]. A andlise de regressdo logistica multipla demonstrou que a
microalbumindria, assim como o uso de insulina, duragdo do DM e glicohemoglobina foram os

fatores independentes significativamente associados a presenga de RD avancada.



Ixviii

Discussio:

Neste estudo a presenca de nefropatia diabética e uso de insulina foram os fatores associados
a presenca de formas avancadas de RD, ajustados para o tempo de duracdo de DM, controle
glicémico e HAS. Esta associa¢ao foi observada ja na fase de microalbumintria. Por outro lado, RD
avangada ndo esteve associada a presenga dos alelos Q e T dos polimorfismos ENNP1 ¢ FABP2,
respectivamente.

Embora a associacdo de formas graves de RD com macroalbuminuria (proteinuria) em
pacientes portadores de DM tipo 2 esteja bem estabelecida (12, 21-29, 67), a relagdo em fases
precoces de nefropatia diabética, ainda no estagio de microalbuminuria, ainda € controversa. Alguns
autores reportam associacao positiva (25, 29, 33, 34, 35), enquanto em outros isto ndo foi observado
(11, 12, 23, 32, 36). Estes ultimos estudos incluiram pacientes que ndo usavam drogas anti-
hipertensivas, apenas ndo fumantes ou mais jovens (11), com menor duragao de DM (23, 36) e com
pior controle metabolico (23). Nestes aspectos aqueles pacientes diferiram dos do presente estudo,
que provavelmente sdo mais representativos dos pacientes com DM tipo 2 com formas avangadas
de RD. Além disso, em alguns destes estudos pacientes com qualquer grau de RD foram analisados
conjuntamente (11, 36). A associacdo entre estagios avangados de RD e microalbumintria
observada no presente estudo pode representar um estado de disfungdo microvascular generalizada
(68), ou ainda que a microalbuminuria e a RD podem compartilhar determinantes em comum. Na
verdade, duragdo do DM, controle metabolico e pressérico, sdo fatores de risco bem conhecidos
tanto para RD como para nefropatia diabética (4, 9, 13, 28, 46, 69). No presente estudo foi
observado que a duracdo do DM e a glicohemoglobina, além da microalbumintria, foram também
significativamente associadas com RD avancada.

Na populagdo estudada o uso de insulina associado a RD avangada é um achado importante.

O uso de insulina ja foi descrito como fator de risco para RD (7, 12, 25, 28, 70-71). Além disso, em
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pacientes com DM tipo 2 usuarios de insulina, maiores doses de insulina estdo associadas a RD
(22). Pacientes portadores de DM tipo 2 usuarios de insulina geralmente apresentam um declinio
significativo da fun¢ao das cé€lulas beta, onde o controle glicémico ¢ mais dificil de ser obtido (72).
Mau controle metabdlico obtido por agentes orais ¢ geralmente a principal razdo para introduzir
tratamento com insulina. Nao parece provavel que a insulina per se tenha efeito deletério sobre o
desenvolvimento da RD, uma vez que os estudos Kumamoto (73) e UKPDS (74) demonstraram que
o controle glicémico intensivo obtido com insulina esteve associado a menor desenvolvimento de
RD. Portanto, um mau controle metabdlico anterior ao uso desta pode ser a principal causa da
associacao entre RD e uso de insulina nesta amostra de pacientes portadores de DM tipo 2.

De fato, o controle glicémico avaliado pela glicohemoglobina constituiu neste estudo um
fator independente associado as formas avangcadas de RD, em especial nos pacientes
microalbumindricos. Ja na analise realizada com a inclusao de pacientes macroalbuminuricos ou em
dialise esta associa¢dao ndo foi demonstrada. Esta observagdo pode ser justificada pela possibilidade
de que em pacientes nesta fase de comprometimento renal a influéncia do controle glicémico sobre
a RD seja menos importante. Em estudos onde o controle glicémico foi um fator de risco para RD, a
porcentagem de pacientes portadores de proteinuria ou de albuminuria elevada foi muito menor do
que a dos pacientes do presente estudo (~ 7,8 a 14%) (13, 67).

A falta de associagdo com HAS no presente estudo entra em acordo com a observaciao do
UKPDS (13), onde em pacientes que ja apresentavam RD no inicio do estudo, a progressao da
retinopatia nao esteve relacionada com os valores pressoricos.

No tocante aos fatores genéticos, ndo foi observada associagdo dos polimorfismos K121Q
do gene ENNP1 e A54T do gene FABP2 com a presenga de formas avancadas de RD. Em pacientes
portadores de DM tipo 1, outros estudos também nao reportaram associagdo do polimorfismo do

gene ENNPlcom RD (47, 48), e na literatura revisada, nenhum estudo prévio analisou a presenga
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deste polimorfismo em pacientes portadores de DM tipo 2 com RD. O polimorfismo A54T do gene
FABP2 também ndo esteve associado a RD nesta amostra de pacientes portadores de DM tipo 2.
Esta observacdo sugere que, embora resisténcia insulinica possa estar envolvida no
desenvolvimento da RD, como sugerido no presente estudo, esta provavelmente nao ¢ mediada por
estes genes.

No presente estudo, pacientes com formas graves de RD nao proliferativa foram avaliadas
junto com pacientes com RD proliferativa uma vez que ambos grupos de pacientes t€m risco similar
de perda visual e as recomendag¢des de tratamento e seguimento nestes dois grupos sao semelhantes
(75).

Possiveis criticas a este estudo foram a inclusdo de pacientes de um centro de referéncia
terciario, favorecendo um vicio de selecdo com pacientes com formas mais graves de DM.
Entretanto, provavelmente isto ndo aconteceu ja que a propor¢do de pacientes com
microalbuminuria no presente estudo, aproximadamente 20%, foi similar a estudos populacionais

(76).



Ixxi

Conclusio:

Em conclusdo, pacientes com DM tipo 2 e formas avangadas de RD apresentam mais
freqiientemente envolvimento renal pelo DM, inclusive no estagio de microalbumintria, além da
associacao com uso de insulina, tempo de diabete melito e controle glicémico. Os polimorfismos
dos genes ENNP1 e FABP2 nao foram associados a formas avancadas de RD.

Todos os pacientes com DM 2 e RD avangada devem ser submetidos a uma avaliagdo renal
que inclua a medida da albuminuria. Uma vez diagnosticada a presenca de micro- ou
macroalbuminuria, o uso de inibidores da ECA ou de bloqueadores do receptor da angiotensina II
deve ser introduzido para o tratamento da nefropatia (64), com o possivel beneficio de uma reducao
da progressao da RD como descrito para pacientes com DM tipo 1 (77). Também os pacientes
microalbumindricos, independente do grau de RD, deveriam ser submetidos a avaliagdo
oftalmologica mais rigorosa, com o objetivo do diagndstico e intervengao precoce de formas mais

avangadas de RD.



Tabela 1: Caracteristicas clinicas dos pacientes com DM tipo 2.

Ixxii

Com RD avangada Sem RD avangada
(n=67) (n=173) ’

Sexo (masculino) 52,2% (37/67) 43,4% (75/173) 0,098
Etnia (brancos) 80,6% (50/62) 86,6% (148/171) 0,363
Duracao de DM (anos) 18,1 £8,1 12,9 £ 8,2 <0,001
Idade (anos) 60,0 £8,5 60,8 + 9,6 0,546
IMC (kg/m?) 27,5 £42 29,0 £ 5,1 0,019
Hipertensao (sim) 79,1% (53/ 67) 67,6% (117/173) 0,079
Cardiopatia isquémica (sim) 57,9% (33/57) 54,2% (77/142) 0,638
Uso inibidores ECA (sim) 37,9% (25/66) 32,6% (56/172) 0.478
PAS (mmHg) 150 £22.7 144 £242 0,112
PAD (mmHg) 85 +104 85 £12,2 0,607
Uso insulina (sim) 70,8% (46/65) 35,3% (61/173) <0,001
Tabagismo (sim) 15,95% (10/63) 23,0% (35/152) 0,241
Nefropatia (sim) 81,8%(54/66) 34,8% (56/161) <0,001
Normo-/Micro-/ Macro- 12/ 15/ 19/ 20 10s/31/17/8 =001
/ Dialise

Sindrome Metabolica (sim) 88,1% (59/67) 64,1% (109/170) <0,001

Os dados estdo expressos como média £ DP ou como n° de pacientes com a caracteristica
avaliada / n° total de pacientes avaliados. IMC=indice de massa corporal, PAS=pressio
arterial sistolica; PAD=pressao arterial diastdlica.
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Tabela 2: Caracteristicas laboratoriais dos pacientes com DM tipo 2.

Com RD avangada Sem RD avangada

(n=67) (n=173) ’
Glicose de jejum (mg/dL) 167 = 72 175 = 66 0,461
Glicohemoglobina (%) 6,8 £ 1,9 6,5 £ 1,8 0,282
Colesterol total (mg/dL) 224 + 60 216 + 42 0,289
Colesterol HDL (mg/dL) 43 + 13 44 + 11 0,358
Colesterol LDL (mg/dL) 140 £+ 43 138 + 38 0,713
Triglicerideos (mg/dL) 159 (56-1022) 145 (20-797) 0,227
Creatinina (mg/dL) 1,4 (0,6-13,6) 0,8 (0,5-17,9) < 0,001
Albuminuria (pg/min) 135,0 (3,6-1816,0) 11,3 (1,5-5105,0) <0,001

Os dados estao expressos como média £ DP ou como mediana (variagao).



Ixxiv

Tabela 3: Distribui¢ao dos genotipos dos polimorfismos do ENNP1 e FABP2, em pacientes com

DM tipo 2.
Genotipos Com RD avangada Sem RD avangada P
ENNP1 (n=58) (n=146)
KK 32 (55,2%) 84 (57,5%) 0,759
KQ/QQ 26 (44,8%) 62 (42,5%)
FABP2 (n=61) (n=148)
AA 39 (63,9%) 81 (54,7%) 0,281

AT/TT 22 (36,1%) 67 (45,3%)




Tabela 4: Regressao logistica multipla. Variavel dependente: presenca de RD avangada
(pacientes com DM tipo 2 normo-, micro- ¢ macroalbuminuricos).

Variaveis independentes OR IC (95%) P
Nefropatia (sim) 6,59 3,01 - 14,41 < 0,001
Uso de insulina (sim) 3,47 1,60 — 7,50 0,002
Duragdo de DM (anos) 1,04 1,00 - 1,09 0,055
Hipertensao Arterial (sim) 0,82 0,33 -2,02 0,660
Glicohemoglobina (%) 1,08 0,89 - 1,31 0,409
fndice de massa corporal (kg/m?) 0,94 0,87 -1,02 0,119

Ixxv



Tabela 5: Regressdo logistica multipla. Variavel dependente: presenga de RD

avancada (pacientes com DM tipo 2 normo- ¢ microalbumintricos).

Variaveis independentes OR IC (95%) P

Microalbuminuria (sim) 3,80 1,38 - 10,47 0,010
Uso insulina (sim) 5,04 1,67 — 15,21 0,004
Duragdo de DM (anos) 1,06 1,00-1,13 0,048
Hipertensao Arterial (sim) 0,73 0,24 - 2,28 0,590
Glicohemoglobina (%) 1,35 1,02 -1,79 0,034
fndice de massa corporal (kg/m?) 0,91 0,82 -1,02 0,124

Ixxvi
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Figura 1: Freqiiéncia de normo-, micro-, macroalbuminuria e de didlise em pacientes com DM tipo

2 com retinopatia diabética avangada.
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AVALIACAO OFTALMOLOGICA:

ANEXO 1
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Data
. . .. OD
Acuidade visual corrigida OF
Biomicroscopia segmento | OD
anterior * OE
Equilibrio muscular b
. OD
Tonometria OF
Biomicroscopia segmento | OD
posterior” OE
Oftalmoscopia OD
direta/indireta® OE
. d OD
Angiografia OF
~ e OD
Fotocoagulagdo a laser OF
. N £ OD
Classificagdo RD OF
Examinador &

Observagoes

a 1 = normal
2 = catarata nuclear
3 = catarata SCP
4 = catarata total
5 = afacia
6 = pseudofacia
7 =rubeosis iridis

¢/d 1 =normal
2 = microaneurismas
3 = exudatos duros
4 = hemorragias intra-retinianas
5 = micro-hemorragias
6 =IRMAs
7 = exudatos algodonosos

8 = veias em rosario e/ou algas venosas

9 = oclusio da veia central da retina
10= oclusdo de ramo venoso
11=neovasos

12= hemorragia intravitrea

13= descolamento de retina tracional
14= hemorragia pré-retiniana

15= edema macular

f 1=normal

2= retinopatia ndo proliferativa (RDNP) leve

3= RDNP moderada
5= RDNP grave

6= retinopatia diabética proliferativa (RDP)

b 1 =normal
2= paralisia III nervo (D/E)
3= paralisia IV nervo (D/E)
4= paralisia VI nervo (D/E)

e 1 = ausente
2 = focal
3 = panfotocoagulagdo incompleta
4 = panfotocoagulag@o completa
5=grid

g 1=médico clinico
2=oftalmologist
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