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RESUMO

A diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é responsavel por uma elevada morbilidade e mortalidade
em todo o Mundo, afectando significativamente a qualidade de vida, essencialmente devido
as suas complicacdes. Dentre essas, a retinopatia diabética (RD) é considerada uma das mais
graves, calculando-se que seja responsavel por 4,8% dos individuos cegos em todo o mundo.
Varios estudos sugerem uma componente genética como um dos principais factores para o
aparecimento e desenvolvimento da RD, e algumas variantes genéticas tém sido associadas ao
risco de ocorréncia de RD em diferentes populagdes. Dos varios genes candidatos, o gene do
VEGF (vascular endothelial growth factor) € um dos mais estudados pois, por promover a angio-
génese e a neo-vascularizacdo, desempenha um papel fundamental nas complicacées micro-
vasculares da retina na RD. Outro importante gene candidato é o RAGE (receptor for advanced
glycation end products), activado pelos AGEs (advanced glycation end products), e, mais recen-
temente, os genes da paraoxonase, PON1 e PON2, associada ao controlo glicémico. No
entanto, permanecem desconhecidos os mecanismos genéticos responsaveis por essa suscep-
tibilidade. O objectivo deste artigo é rever a literatura existente sobre este assunto, por forma
a tentar esclarecer a contribuicdo desses genes para o aparecimento e agravamento da RD.
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ABSTRACT

Type 2 diabetes mellitus (DM2) is responsible for a high morbidity and mortality worldwide, sig-
nificantly affecting quality of life, mainly due to its complications. Among these, diabetic retinopa-
thy (DR) is considered one of the most serious, estimated to be responsible for 4,8% of blind peo-
ple around the world. Several studies suggest a genetic component as a major factor for the onset
and progression of DR, and some genetic variants have been associated with the risk of occurrence
of DR in different populations. Of the several candidates genes, VEGF (vascular endothelial factor)
is one of the most studied since, due to promoting angiogenesis and neo-vascularization, plays a
key role in the retinal microvascular complications of DR. Another important candidate gene is
RAGE (receptor for advanced glycation end products), activated by AGEs (advanced glycation end
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products) and, more recently, the paraoxonase genes, PON1 and PON2, and associated with

glycemic control. However, the genetic mechanisms responsible for this susceptibility still remain

unknown. The goal of this paper is to review the existing literature on this subject in order to try

to clarify the contribution of these genes to the onset and progression of DR.
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INTRODUCAO

A diabetes mellitus (DM) é hoje conside-
rada um dos mais graves problemas de
saude publica em todo o mundo'. O nume-
ro de pessoas afectadas com diabetes no
mundo ocidental tem vindo a aumentar
nos ultimos anos, tendo sido de 135 milhdes
em 20052 170 milhdes em 2008 e 285
milhoes em 2010°% De acordo com o estudo
“The Global Prevalence of Diabetes”, a India,
a China e os Estados Unidos sdo os paises
com maior prevaléncia de DM* Em
Portugal estima-se que a prevaléncia total
seja de 12,4% da populacdo, sendo mais
prevalente no sexo masculino (14,7%) e na
faixa etdaria entre os 60 e os 79 anos, inde-
pendentemente do género (27,1%)°. Com
base nas alteracdes demograficas, prevé-se
que em 2030 o total de pessoas afectadas
seja de 366 milhoes, sendo que os maiores
aumentos relativos deverdo ocorrer no
Médio-Oriente, na Africa subsaariana, e na
india®. Considera-se que 90% a 95% dos
casos de DM seja de diabetes mellitus tipo 2
(DM2)*".

A DM2 é uma das doencas que mais tem
apresentado altera¢des epidemioldgicas,
verificando-se ndo s6 um aumento da inci-
déncia mas também uma diminuicdo da
idade de diagnéstico®. £ considerada uma
doenca crénica, multi-sistémica, que resulta
de altera¢des no mecanismo de secrecdo e
accdo da insulina’, como consequéncia da
resisténcia a essa hormona por parte dos
tecidos periféricos e da sua secrecdo defi-
ciente pelas células  do pancreas®. Os prin-
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cipais factores de risco para a DM2 sdo a
obesidade’ e o excesso de peso, agravados
pelo estilo de vida sedentdrio, o consumo
calérico excessivo, o abuso do dalcool e o uso
do tabaco®, todos factores de risco modifica-
veis e, portanto, passiveis de prevencdo'.
No entanto, as diferencas observadas entre
populagdes quanto ao grau de susceptibili-
dade para a DM2 levam a supor que facto-
res genéticos tenham um papel importante
na manifestacdo desta patologia. Estudos
em gémeos monozigéticos mostram que a
DM2 apresenta uma concordancia entre 50-
92%, maior do que a concordancia de 37%
encontrada em gémeos dizigoticos™*. No
entanto, e apesar de serem varios os genes
candidatos como eventuais responsdaveis
para o desenvolvimento da DM2, os genes
definitivos ndo estdo identificados™".

A DM2 esta associada a um conjunto de
complica¢des macrovasculares e microvas-
culares, como enfarte agudo do miocardio e
doenca arterial periférica, responsaveis pelo
grande aumento de mortalidade e morbili-
dade, e pela consideravel diminuicdo da
qualidade de vida destes pacientes*'*".

Ao nivel microvascular, as co-morbilida-
des como a retinopatia, a nefropatia e a neu-
ropatia diabéticas apresentam-se como as
principais causas de cegueira, doenca renal
grave e amputagdo nao traumatica dos mem-
bros inferiores, respectivamente™. No que res-
peita a RD, estima-se que ocorra apds cerca de
15 anos de diagnostico da DM2", sendo con-
siderada a principal causa de cegueira no
mundo ocidental, responsavel por 4,8% dos
individuos cegos em todo o mundo®?*'.
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A duracdo da DM2, o controlo glicémi-
co, a insulino-resisténcia e a hipertensao
arterial tém sido apontados como os maio-
res factores de risco tanto para o apareci-
mento como para a progressdo da RD**.

A patogénese e 0s mecanismos exactos
para o desenvolvimento da RD sdo comple-
xX0s e ainda ndo totalmente conhecidos.
Alguns dos factores que tém sido apontados
como decisivos sdo a isquémia, as altera-
¢oes na permeabilidade vascular e a liberta-
cdo de factores de crescimento com conse-
quente angiogénese e neovascularizacgdo,
sendo que tanto a hiperglicémia como a
insulino-resisténcia parecem desempenhar
um papel importante nas complicagdes
microvasculares. A hiperglicémia serd res-
ponsavel pela activagdo de vdrias vias bio-
quimicas a ela secunddrias, que podem
influenciar diversos factores vasoactivos
provavelmente fundamentais no apareci-
mento de alteracdes funcionais e morfoldgi-
cas na retina de pacientes com diabetes®.

O objectivo deste artigo é rever os estu-
dos que investigaram a associacdo entre os
principais factores de risco e a sua contribui-
¢do para o aparecimento e desenvolvimen-
to da RD, dando especial relevancia aos de
cardcter genético.

METODOS

Foi realizada uma procura sistematica
da literatura, utilizando a base de dados
electronica PubMed. Os critérios de procura
incluiram estudos publicados até Dezembro
de 2010 e utilizaram as palavras-chave
Diabetes type 2, Diabetic retinopathy,
Pathogenesis, Genetic predisposition,
Polymorphism, Vascular Endothelial Grown
Factor, Advanced Glycation End Products,
Receptor of Advanced Glycation End Products,
Paraoxonase, Tratment. Foram seleccionados
todos os artigos cujo acesso tenha sido na
integra, excluindo abstracts e reports com
dados inconclusivos. As publica¢des ndao
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relacionadas foram descartadas dos resulta-
dos da procura.

FACTORES DE RISCO PARA

A RETINOPATIA DIABETICA

O aumento da incidéncia e prevaléncia
de quadros clinicos derivados de complica-
¢coes microvasculares em individuos diabéti-
cos é em grande parte influenciado pela
hiperglicémia, caracteristica desses pacien-
tes, e varios s@o os estudos que apontam a
hiperglicémia e os mecanismos a ela subse-
quentes como um dos principais ou mesmo
o principal factor de risco para o apareci-
mento e desenvolvimento da RD***.
Também a duracdo da DM tem sido repor-
tada como outro factor de risco major para o
seu desencadeamento”. No grupo de indivi-
duos com DM2, diagnosticados ha menos
de cinco anos, 24% apresentam RD, e esta
incidéncia aumenta para 40% nos que ndo
apresentam controlo glicémico. Ao fim de
20 anos de diagnéstico, estas incidéncias
aumentam para 53% e 84%, respectiva-
mente®*. Com o agravamento do quadro cli-
nico, a perda visual afecta 5-10% desses
individuos?. Neste sentido, a incidéncia da
RD vé o seu maior aumento com o aumen-
to do tempo de diagnéstico. A RD prolifera-
tiva, que é a forma mais grave da doenca,
desenvolve-se em 2% dos doentes com o
diagnoéstico da doencga até os cinco anos,
sendo a sua prevaléncia de aproximada-
mente 25% apos 25 anos®.

Pode-se afirmar que o controlo glicémi-
co é o principal factor de risco modificavel
para a RD**%. Segundo o estudo UKPDS
(United Kingdom Prospective Diabetes Study),
que avaliou os factores de risco para a inci-
déncia e progressdo da RD na DM2, existe
uma forte associacdo entre a glicémia e as
complicacdes vasculares. Os individuos com
DM2 sujeitos a um controlo glicémico inten-
sivo apresentaram uma diminuicdo signifi-
cativa de 25% no risco de desenvolvimento
de complica¢des microvasculares quando
comparados com individuos sujeitos a tera-
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péuticas convencionais, a maioria devido a
menos casos de fotocoagulacdo®. Resultados
semelhantes foram encontrados pelo grupo
ACCORD (Action to Control Cardiovascular
Risk in Diabetes), que verificou uma menor
progressao da RD (7,3%) em individuos com
controlo glicémico intensivo face a indivi-
duos com controlo glicémico convencional
(10,4%)*. Por outro lado, os dados destes
dois estudos demonstraram a dificuldade
em manter os niveis de glicémia adequados
em individuos com DM2, principalmente
por longos periodos. Por essa razdo, a inter-
vencdo a nivel de outros factores de risco,
como a hipertensdo, tem sido alvo de inte-
resse, num esforco para diminuir a perda da
visdo devida a RD*. A hipdtese de que o
aumento da pressdo sanguinea, através do
seu efeito no aumento do fluxo sanguineo,
pode provocar lesdes nas células endoteliais
da retina em individuos diabéticos® é sus-
tentada por estudos clinicos em que se obser-
vou uma associac¢do entre a hipertensdo e a
gravidade da RD**. Sabe-se que individuos
com DM2 possuem um risco 2,5 vezes supe-
rior de apresentar hipertensdo do que indivi-
duos sem DM2, e que a hipertensdo é mais
prevalente nesses individuos do que naque-
les que ndo apresentam a doenga®.

O grupo de estudo ACCORD* sublinha
ainda a importancia dos beneficios de um
controlo glicémico adequado na redugdo da
progressdo da RD, bem como a aposta no
tratamento rigoroso da dislipidémia, ja que
os niveis elevados de colesterol e triglicéri-
dos parecem ter uma importancia significa-
tiva como factores de risco adicionais para o
desenvolvimento da RD e perda da visdo*.

Assim, e no que diz respeito aos factores
de risco para a RD, existem fortes evidéncias
de que a longa duracdo da DM, o deficiente
controlo glicémico, a dislipidémia e a pres-
sdo arterial elevada sdo os mais relevantes
factores de risco modificaveis responsaveis
pelo aparecimento e progressdo da RD*.
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PATOFISIOLOGIA DA RETINOPATIA

DIABETICA

A RD resulta de alteragdes celulares e
bioquimicas que a partida ndéo sdo clinica-
mente evidentes®. Inicia-se com o apareci-
mento de lesdes microvasculares da retina,
decorrentes de uma sucessdo de aconteci-
mentos que incluem microaneurismas,
hemorragias, exsudados duros, manchas
algodonosas e alteragdes microvasculares
intraretinianas®*. A RD é uma doenca que
pode conduzir a cegueira por duas vias
principais: angiogénese e neovasculariza-
¢cdo excessivas e desorganizadas, que con-
duzem a hemorragias intra-oculares e possi-
vel descolamento de retina com consequen-
te grave perda visual, e lesdo localizada na
macula com perda significativa da visao
central®¥. Historicamente a classificacdo
da RD baseia-se em evidéncias oftalmosco-
picas de gravidade crescente, que levam a
uma classificacdo que abrange desde a
auséncia de retinopatia, a varios estadios de
retinopatia ndo proliferativa, até retinopa-
tia proliferativa avancada®. Porém, esta
classificacdo pode nao reflectir a gravidade
da doenca em termos funcionais, uma vez
que a presenca de maculopatia diabética
pode surgir em qualquer um dos estadios,
com grave compromisso funcional da visao,
mesmo em presenca de poucos sinais oftal-
moscopicos”. A RD é uma microangiopatia
que afecta primariamente as arteriolas pré-
capilares, os capilares e as vénulas p6s-capi-
lares da retina, sendo as alteracdes vascula-
res caracteristicas quer de oclusdo microvas-
cular, quer de extravasamento vascular®*.
A oclusado microvascular resulta de altera-
¢Oes capilares (perda de pericitos, espessa-
mento da membrana basal, proliferacdo de
células endoteliais) e de alteracdes hemato-
l6gicas (formacgdo de rouleaux de hemacias,
aumento da adesividade e agregacao pla-
quetdrias). Esta oclusdo microvascular con-
duz a nao perfusdo retiniana com conse-
quente isquémia da mesma*. Como respos-
ta a isquémia retiniana, surgem anomalias
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microvasculares intraretinianas (IRMA -
intraretinal microvascular abnormalities) e
neovasculariza¢do da retina e nervo opti-
co”. Por sua vez, o extravasamento vascular
deve-se a alteragdes da barreira hematoreti-
niana interna, com extravasamento de
componentes do plasma para a retina*,
sendo que o enfraquecimento localizado da
parede vascular origina os microaneuris-
mas visiveis na oftalmoscopia®. As conse-
quéncias deste extravasamento vascular
serdo o aparecimento de hemorragias reti-
nianas e do edema retiniano que podera ser
localizado ou difuso*. De acordo com o
aparecimento, localizacdo e extensdo de
todas estas alteracdes, a RD sera classificada
em termos de gravidade®.

Com a progressdo da diabetes, a hiper-
glicémia provoca anomalias no fluxo san-
guineo e aumento da permeabilidade vas-
cular, o que se vai reflectir na diminui¢do
da actividade dos vasodilatadores tais como
o0 6xido nitrico, aumento da actividade de
vasoconstrictores como a angiotensina II e
aumento de expressdo e libertacao de facto-
res de permeabilidade vascular como o
VEGF?*. Este ultimo é expresso pelas células
endoteliais da retina, pelos pericitos e pelas
células epiteliais da camada pigmentar em
resposta a hipoéxia, estimulando a angiogé-
nese e a neovascularizacdo e aumentando a
permeabilidade capilar®.

Varias alteragdes bioquimicas tém sido
sugeridas para explicar como a hiperglicé-
mia leva ao desenvolvimento da RD, embo-
ra nenhuma esteja cabalmente identificada
como responsavel: 1) a via do poliol, 2) a
activacdo da proteina cinase C (PKC), 3) a
formacao e acumulacdo dos produtos finais
de glicacdo avancada (AGE) e 4) a sobrecar-
ga oxidante resultante dos varios mecanis-
mos tém sido implicadas no desenvolvi-
mento da RD, pois representam vias cruciais
para o desenvolvimento de anomalias na
retina neural e nos capilares localizados no
interior da retina**® — Figura 1. Estes mecao-
nismos sdo na sua maioria dependentes do
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excesso de glicose nas células da retina,
resultando num aumento dos niveis de gli-
cose intracelular®.

FIGURA 1: As quatro possiveis vias pelas quais a hiperglicémia
poderéd conduzir ao aparecimento das comorbilidades na DM: o
aumento do fluxo pela via do poliol, a activacdo das isoformas da
proteina cinase C (PKC), o aumento da formacdo dos produtos
finais de glicacdo avancada (AGE) e a sobrecarga oxidativa.

Activagdo da PKC

Via do Poliol

Stress oxidativo

1. Via do poliol

Embora os principais substratos da via
do poliol sejam os aldeidos, agucares como
a glicose e a galactose podem ser metaboli-
zados pela aldose reductase”, o primeiro
enzima desta via. A aldose reductase possui
baixa afinidade para com a glicose nas con-
centracdes normais encontradas em ndo-
diabéticos, pelo que esta via contribui mar-
ginalmente para o metabolismo da glico-
se”. No entanto, na presenca de elevados
niveis de glicose intracelular, a metaboliza-
¢do desta pela via de poliol torna-se impor-
tante*. A aldose reductase reduz a glicose a
sorbitol, usando o NADPH como co-factor, e
o sorbitol formado é posteriomente metabo-
lizado em frutose pelo sorbitol desidrogena-
se, utilizando NAD* como co-factor*. Os
efeitos decorrentes desta sucessdo de reac-
¢Oes sdo variados: o sorbitol é um dlcool
polihidroxilado e, consequentemente, uma
molécula hidrofilica, que nao se difunde
facilmente através das membranas celula-
res, acumulando-se intracelularmente com
possiveis consequéncias osmoéticas*; a fruto-
se produzida pela via do poliol pode ser fos-
forilada a frutose-3-fosfato, que origina 3-
desoxiglucosona, ambos potenciais agentes

© 2012 - SOCIEDADE PORTUGUESA DE ENDOCRINOLOGIA, DIABETES E METABOLISMO



REVISTA PORTUGUESA DE ENDOCRINOLOGIA, DIABETES E METABOLISMO | 2012 | 01

de glicagdo que contribuem para a forma-
cao de AGEs***; o consumo de NADPH pela
aldose reductase leva a diminuicdo da sua
disponibilidade para o glutationo reducta-
se?, 0 que é critico para a manutencdo dos
niveis intracelulares do glutationo (GSH),
conduzindo, consequentemente, a uma
diminuicdo da capacidade das células para
responder a sobrecarga oxidante*; por
outro lado, a utilizagdo do NAD- pelo sorbi-
tol desidrogenase leva ao aumento da razao
NADH/NAD*, denominada de “pseudo-
hipéxia”, e associada a uma multiplicidade
de alteragbes metabdlicas e de vias de sina-
lizagdo que se sabe alteram as funcdes celu-
lares*®. Desta forma, a activacao da via do
poliol pode desencadear uma série de meca-
nismos que levam a lesdo celular, contri-
buindo assim para o desenvolvimento da
RD"* — Figura 2.

FIGURA 2: Resumo das reac¢des decorrentes da via do poliol, que cul-
minam em danos a nivel celular e que podem contribuir para o apa-
recimento e desenvolvimento da RD. Abreviaturas: AR - aldose reduc-
tase; SDH — sorbitol desidrogenase; GSH - glutationo; AGEs — produ-
tos finais de glicacdo avangada; ROS - espécies reactivas de oxigénio.
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2. Activacdo da proteina cinase C

Uma das proteinas activadas pela glicose
é a proteina cinase C (PKC)*, e a DM leva a
activag¢do nos varios tecidos alvo de isoformas
especificas da PKC. Vadrios estudos indicam
que a inibi¢do da PKC previne varias anoma-
lias vasculares em ratos diabéticos, e a
expansdo mesangial e disfuncao glomerular
em ratinhos db/db, sugerindo que as varias
isoformas da PKC sdo importantes mediado-
ras de alteracbes bioquimicas e funcionais
nos vasos de diabéticos*. Sendo assim, a acti-
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vagao da PKC é outra das vias implicadas no
desenvolvimento da RD, estando relacionada
com o aumento da permeabilidade vascular,
alteracdo do fluxo sanguineo e estimulacdo
da neovascularizagao®.

3. Formacdo e acumulacdao de produ-

tos finais de glicacdo avancada (AGE)

Os AGEs sdo moléculas complexas e
heterogéneas, que danificam as células por
pelo menos trés mecanismos basicos: (1) as
proteinas intracelulares modificadas pelos
AGEs ficam funcionalmente alteradas; (2)
os componentes da matriz extracelular
modificados pelos AGEs interagem de forma
anémala com outros componentes da
matriz da célula e com integrinas; (3) as
proteinas plasmaticas que sofrem alteragdo
pelos AGEs activam o seu receptor (RAGE)
nas células endoteliais, células mesangiais e
macréfagos, induzindo a producdo de espé-
cies reactivas de oxigénio®”. O aumento dos
AGEs é acompanhado pelo aumento do
RAGE, e o sistema AGE-RAGE parece desem-
penhar um papel central no desenvolvi-
mento e progressdo de complicacdes micro-
e macrovasculares”. A ocupac¢do do RAGE
pelos AGEs activa a sua cascata de sinaliza-
¢do e aumenta a sobrecarga oxidante e a
resposta inflamatéria em células da parede
vascular, contribuindo assim para o desen-
volvimento e progressdo da RD***'.

A glicose, por vias nao-enzimaticas,
reage com aminodcidos e dcidos gordos para
formar bases de Schiff e produtos de Amadori
que, apés uma complexa cascata de reac-
¢des, formam os produtos finais de glicacdo
avancada (AGEs)>*. Fisiologicamente, a gli-
cacdo avangada desempenha um importan-
te papel na identificacdo de moléculas senes-
centes, que sdo clivadas e removidas®*®. No
entanto, nos disturbios metabdlicos, como é
o caso da diabetes, ha um aumento acentua-
do no numero de factores que promovem a
formagdo dos AGEs em vdrios 6rgdos e teci-
dos alvo, nomeadamente a retina®**. O
impacto dos AGEs nas células da retina esta
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relacionado com o facto de a sua acumula-
¢do, ao longo do tempo, conduzir a forma-
¢do de ligagdes cruzadas de varias proteinas
e a geracdo de espécies reactivas de oxigé-
nio*, poderosos agentes oxidantes. A forma-
¢do e acumulacdo dos AGEs tem ainda como
alvo a membrana basal, limitando a capaci-
dade de fixagdo dos pericitos e levando direc-
tamente a lesdo tecidular® — Figura 3.

FIGURA 3: Formacdo dos AGEs na presenca de hiperglicémia. O
processo inicia-se com a conversdo reversivel das bases de Schiff,
os re-arranjos dos produtos de Amadori e uma série de reaccdes
complexas que culminam na formacéo de AGEs. A interac¢ao entre
o AGE e o RAGE conduz a geragdo de espécies reactivas de oxigé-
nio (ROS), com o subsequente processo inflamatério, activacdo de
macréfagos e plaquetas, e formacéo de trombos, que em conjun-
to desempenham um importante papel no desenvolvimento e pro-
gressdo das complicagdes diabéticas.
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De acordo com Adamis e Berman®,
alguns estudos tém sugerido que, para além
destas vias metabdlicas, alguns mecanis-
mos imunolégicos desempenham um papel
importante na patogénese da RD, reflectin-
do-se, por exemplo, no edema. Estudos
envolvendo tanto resultados pré-clinicos
como clinicos suportam o conceito de que a
RD é uma manifestacdo inflamatoéria de
baixo grau, mas crénica, na qual um fluxo
de efectores inflamatérios, citocinas e leuco-
citos, sdo responsaveis pela neovasculariza-
¢do induzida pela isquémia e pelas lesdes
da retina. No entanto, esta hip6tese necessi-
ta de corroboragdo®.

SUSCEPTIBILIDADE GENETICA PARA

A RETINOPATIA DIABETICA

Embora o aumento recente da prevalén-
cia da DM seja em grande parte atribuido a
factores de risco ndo-genéticos, os aspectos
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ambientais certamente aceleram o apareci-
mento da doenca na presenca de predispo-
sicdo genética’® e, consequentemente, o
mesmo também se verificard com a ocor-
réncia das suas complica¢des, como a RD*.

Como ja referido, estudos epidemiolégi-
cos tém demonstrado que a prevaléncia da
RD aumenta com a dura¢do da DM e que o
controlo intensivo da glicémia pode atrasar
o desenvolvimento da RD®*. No entanto,
muitas vezes tal ndo se verifica. Existem
casos em que individuos com bom controlo
glicémico desenvolvem RD em idades preco-
ces”, e, em contrapartida, aqueles que ndo
desenvolvem complica¢des retinianas apos
uma longa duracdo da doenca e na presen-
ca de hiperglicémia ndo controlada®. Por
outro lado, e de acordo com estudos realiza-
dos em individuos diabéticos, verifica-se
uma substancial variabilidade nas diferen-
tes fases da RD, que ndo é totalmente expli-
cada pelos dois factores de risco referidos®*'.

O facto de a prevaléncia da RD diferir
conforme a etnia é apontado como outro
argumento a favor da existéncia de uma
susceptibilidade genética. O estudo Multi-
Etnico de Aterosclerose (MESA) encontrou
diferencas moderadas na prevaléncia da RD
consoante a etnia: 37,4% em hispanicos,
36,7% em afro-americanos, 25,7% em sino-
americanos e 24,8% em caucasianos®. Tem
também sido sugerido que, independente-
mente do controlo glicémico e de factores de
risco ambientais, individuos hispanicos com
DM desenvolvem RD mais precocemente e a
sua progressdo € mais rapida, quando com-
parados com afro-americanos ou america-
nos-caucasianos®.

De acordo com Arar et al.®®, e num estu-
do em que foi avaliada a hereditariedade
da RD em descendentes americanos ndo
nativos, demonstrou-se uma relacdo fami-
liar significativa em membros de multiplas
familias com DM e a gravidade da RD. Por
outro lado, Hietala et al.”, ao avaliar a
hereditariedade da RD proliferativa em dia-
béticos tipo 1 finlandeses, estimaram o risco
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familiar da RD em 168 dos 188 irmaos ava-
liados, mais uma vez sugerindo uma contri-
buicdo genética para o aparecimento e
desenvolvimento da RD.

Em suma, sendo a patogénese da RD
multifactorial, ha fortes indicios que supor-
tam a existéncia de factores de risco genéti-
cos que podem desempenhar um papel
importante nesta patologia®.

GENES CANDIDATOS PARA

A RETINOPATIA DIABETICA

Embora intiimeros genes e respectivos poli-
morfismos tenham sido implicados na pato-
génese da RD, poucos estudos tém identificado
uma forte associa¢do entre um sé gene e a fre-
quéncia ou gravidade desta. Dos vdarios genes
candidatos a estar envolvidos na RD"™%, este
artigo centrar-se-4 em quatro que tém sido
alvo de particular interesse e que parecem
contribuir para o aparecimento e desenvolvi-
mento da RD - VEGE, RAGE, PON1 e PONZ2.

Vascular endothelial growth factor

(VEGF)

O VEGF é uma glicoproteina homodimé-
rica com 45 KDa, cujo gene possui oito
ex0Oes, e que tem sido apontado como um
importante mediador associado a isquémia
intra-ocular e neovascularizacdo retinia-
na®. As suas 4 isoformas, VEGF-A, VEGF-C,
VEGEF-D e VEGF-E pertencem a familia dos
factores de crescimento angiogénicos, sendo
0s outros 2 membros conhecidos desta fami-
lia o factor de crescimento placentdrio e o
PDGF*. Todos os genes da familia do VEGF
sofrem splicing alternativo, originando
varias isoformas (VEGF,,;, VEGF,4;, VEGF;5,,
VEGF,)%, que diferem no tamanho da
cadeia de aminoacidos, na actividade mito-
génica, na afinidade de ligagdo aos recepto-
res do VEGF e na afinidade de ligacdo a
heparina®. Dentre estas, a forma VEGF; é
a mais abundante e corresponde a um poli-
péptido de 23kDa, constituindo um moné-
mero do VEGF-A homodimérico humano,
normalmente referido por VEGF*.
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O VEGF, inicialmente conhecido como
factor de permeabilidade vascular, foi sub-
sequentemente reconhecido como um factor
angiogénico e como um mitogénio especifi-
co para células endoteliais vasculares”. A
actividade mitogénica do VEGE esta
demonstrada em células endoteliais linfati-
cas e vasculares, mas ndo em niveis signifi-
cativos em outros tipos de células®. Possui
também caracteristicas vasodilatadoras,
promove a migracao das células endoteliais
e é um anti-apoptdtico®. Varios mecanis-
mos tém sido implicados na regulagdo da
expressao do VEGF, sendo a hipéxia um dos
mais importantes®**. Em culturas de células
retinianas, como células de Muller e outras
células da glia, a expressdo do VEGF é subs-
tancialmente aumentada pela hipéxia e
por mediadores inflamatérios, devido a
sobrecarga oxidante*. De acordo com Aijello
et al.®®, a expressdo do VEGF nas células da
retina estd aumentada de 3 a 30 vezes devi-
do a hipéxia, que promove a expressdo de
um conjunto de factores de crescimento que
aumentam a expressdo do gene do VEGE,
conduzindo a neo-vascularizacao®. A acti-
vacgdo transcricional que regula o aumento
do VEGF em resposta a hipéxia é mediada
principalmente pelo factor induzido pela
hipéxia-1 (HIF-1). O HIF-1 é uma proteina
heterodimérica, que consiste em duas subu-
nidades, o HIF-1a e o HIF-1p, e pensa-se que
é um dos grandes responsaveis pela sobre-
expressdo do VEGF na isquémia da retina®.
Adicionalmente, a producdo aumentada
desta citocina pode resultar dos AGEs decor-
rentes da hiperglicémia”, que induzem a
expressdo do VEGF através da sobrecarga
oxidante e activagdo da PKC nas células
endoteliais da coroideia®.

O VEGF desempenha um papel central
como mediador microvascular, estimulando
a proliferacdo de vasos dos pericitos e no
endotélio dos vasos retinianos, levando a
apoptose celular®, e induzindo alteracoes
precoces na RD, tais como leucostasia, ruptu-
ra da barreira hemato-retiniana e edema
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macular”. Na retina sdo varias as células
que produzem VEGE incluindo células do
epitélio pigmentar, endoteliais, células de
Mueller e outras células da glia”, verifican-
do-se no entanto que em olhos de individuos
saudaveis o VEGF estd presente em niveis
muito baixos nessas células, enquanto que
em olhos de individuos diabéticos o VEGF
estd em maiores concentracdes, sendo estas
ainda maiores nos casos de RD proliferati-
va®. Um numero consideravel de ensaios cli-
nicos tem mostrado uma forte correlacdo
entre o aumento da concentracdo intravas-
cular do VEGF e o desenvolvimento da RD
proliferativa””*’*. Dado o VEGF parecer
desempenhar um papel importante na fisio-
patologia da RD, é considerado um candida-
to plausivel para esta patologia™.

Varias variantes polimoérficas do gene
do VEGF tém sido investigadas como facto-
res de susceptibilidade para a RD em varias
populagdes, tendo-se vindo a verificar que,
dependendo da populacdo, esses podem ou
ndo estar relacionados com a ocorréncia e
progressdo da RD. Dois polimorfismos na
regido 5'-UTR no gene do VEGF parecem
aumentar a sua actividade promotora
basal, uma transversdo G — C na posicdo
634 (634G/C) e uma transi¢cdo C - T na posi-
¢do 460 (460C/T)%. O alelo C do polimorfis-
mo 634G/C foi descrito como estando asso-
ciado a ocorréncia de RD em populacdes
japonesas™, indianas* e polacas®. No
entanto, um estudo realizado numa popu-
lacdo de diabéticos com descendéncia euro-
peia ndo observou associagdo do polimor-
fismo 634G/C com a ocorréncia da RD, mas
verificou uma maior frequéncia do genétipo
CC em pacientes com RD proliferativa
(RDP), sugerindo que a presenca do alelo
634C seja um factor de risco independente
para a RDP em DM2”. O alelo C do poli-
morfismo 460C/T parece estar associado a
ocorréncia, progressdo e proliferacao da RD
em populacdes caucasianas”. No entanto, e
dada a escassez de informacdo e auséncia
de relacao causal, permanece fundamental
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a continuacdo do estudo da influéncia des-
tes e outros polimorfismos do VEGF na RD.

Receptor for advanced glycation end

products (RAGE)

O RAGE pertence a super-familia das
imunoglobulinas de superficie celular, é
composto por 332 aminodcidos e compreen-
de trés dominios extracelulares, um do tipo V
e dois do tipo C* e um citoplasmatico com 43
aminodcidos, fortemente carregado’”,
essencial para a sinalizacdo do RAGE®. A
estrutura determinante no receptor que
medeia a ligacdo aos AGEs estd contida no
terminal N do dominio V. O RAGE é um
receptor multifuncional, com vdrios ligandos
para além do AGE, incluindo péptidos 3-ami-
16ides, amiléide A, s100 calgranulinas e
anfoterina®. Andlises estruturais da interac-
¢do entre o RAGE e os seus ligandos mostram
que o receptor reconhece estruturas tridimen-
sionais, tais como folhas g e fibrilhas, e nao
sequéncias especificas de aminoacidos™.

Em condicOes fisiolégicas normais o
RAGE é expresso em niveis baixos pelas
células endoteliais, mondcitos, células mus-
culares lisas e células epiteliais glomerula-
res®. No entanto, foram identificados, tanto
em modelos animais como em seres huma-
nos diabéticos, niveis elevados de RAGE na
retina, células mesangiais glomerulares e
em vasos da aorta, concomitantemente
com a acumulacdo de AGEs*. Na DM a esti-
mulagdo permanente do RAGE pelos eleva-
dos niveis circulantes de AGEs, aumenta a
expressdo do receptor e a activacdo das vias
pro-inflamatoéria e pré-coagulante, levando
a disfuncao vascular*®.

O gene do RAGE localiza-se em 6p21.3
no locus MHC Classe 1III, é composto por 11
ex0es**™, e é considerado o maior complexo
de histocompatibilidade de entre os genes da
classe II e III””. A sua transcri¢do, que pode
ser constitutiva ou indutivel®, é controlada
por uma série de factores, incluindo SP-1, AP-
2, NF-kf e NF-IL6 e depende do tipo de célu-
la e do estagio de desenvolvimento, sendo
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constitutiva na fase de desenvolvimento
embrionario e regulada na idade adulta™.

Estdo actualmente identificados aproxi-
madamente 30 polimorfismos no gene do
RAGE®, e tem sido proposto que alguns des-
ses polimorfismos podem alterar as reacgdes
que decorrem da ligacdo do RAGE com os
AGEs, e assim influenciar o desenvolvimen-
to de complicag¢des diabéticas microvascula-
res®, e consequentemente a RD.

Dos vdarios polimorfismos do RAGE com
possiveis associagdes ao desenvolvimento da
RD, os mais relevantes parecem ser o -374T/A
e -429T/C. O alelo A do polimorfismo -
374T/A pode ser um factor protector para
complicagdes vasculares na DM2, especial-
mente em caucasianos®, e 0 mesmo polimor-
fismo também foi associado a RD ndo prolife-
rativa em populagdes indianas, com maior
frequéncia do alelo T*. Para além deste, os
polimorfismos Gly82Ser e -429T/C podem
aumentar o risco de ocorréncia de RD em
populacdes indianas® e caucasianas®, respec-
tivamente. Em popula¢des caucasianas, o
alelo C do polimorfismo -429T/C apresenta
uma frequéncia aumentada em pacientes
com RD*. Contudo, um estudo realizado em
individuos chineses, avaliando os polimorfis-
mos -374T/A e -429T/C, ndo observou nenhu-
ma associa¢cdo com a RD*.

Apesar de existirem vdrios estudos, em
varias populacdes diferentes, de etnias dife-
rentes, que apontam para polimorfismos no
gene do RAGE como possivelmente envolvi-
dos no desenvolvimento e/ou na progressao
da RD, existe claramente ainda muita con-
trovérsia, tornando-se necessario a realiza-
cao de mais estudos que possam clarificar e
identificar os gendétipos de risco.

Genes da Paraoxonase sérica

humana (PON1 e PON2)

A familia multi-génica da PON é compos-
ta por trés genes adjacentes: PON1, PON2 e
PON3, localizados em 7q21.3-q22.1¥. Estes
trés genes possuem aproximadamente 60% a
70% de homologia na sequéncia de aminoad-
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cidos e de nucledtidos, respectivamente®. A
PON1 e a PON3 sdo expressas principalmente
no figado e secretadas para a circulagdo sisté-
mica em associa¢ao com as HDLs, enquanto a
PON2 é expressa de forma ubiqua®.

A proteina PON1 é composta por 355 ami-
nodcidos e tem uma massa molecular de 43-
45kDa®. A PONT1 foi inicialmente identificada
pela sua capacidade de hidrolisar compostos
organofosforados e ésteres de acidos carboxili-
cos aromaticos®. Entretanto, o potencial inte-
resse pela PON1 surgiu pelo efeito protector
que exerce sobre as LDL e as HDL™. A associa-
¢do da PON1 com as HDL permite a degrada-
¢ao de fosfolipidos oxidados das lipoproteinas
e desempenha um papel importante no siste-
ma antioxidante do organismo®. Porém, alte-
ragdes de forma e tamanho das HDL podem
influenciar fortemente a afinidade de ligacdo
e estabilizacdo com a PON1 e resultar na
reducdo da capacidade antioxidante®. A
PONI1 pode ainda desempenhar um impor-
tante papel na aterosclerose, evitando a depo-
sicdo de lipoperdxidos e possiveis lesdes na
parede das artérias®*.

A PONZ2 é uma proteina com 39 kDa,
associada a4 membrana celular, e ampla-
mente expressa em células vasculares e em
varios tecidos, incluindo o coragdo, rins,
figado, pulmdo, placenta, intestino delgado,
baco e estbmago®™. A PON2 possui proprie-
dades anti-inflamatérias e a mesma fungao
antioxidante que a PONI1, participando no
metabolismo de lipidos e lipoproteinas®®*.
De acordo com Gupta et al.*, as células que
expressam PON2 em grandes quantidades
oxidam as LDL em menor quantidade e
apresentam uma sobrecarga oxidante consi-
deravelmente menor, quando expostas a
H,0, ou fosfolipidos oxidados.

Da familia da PON, a PON3 é a menos
estudada, sendo escassa a informacdo dis-
ponivel. Esta proteina é composta por 354
aminodcidos e tem uma massa molecular
de 39,6 kDa”. E considerada uma glicopro-
telna com propriedades multi-enzimaticas e
actividade antioxidante, podendo também
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participar na oxidac¢do das LDLs”.

Existem dois polimorfismos identifica-
dos na regido codificante da PON1, M55L e
Q192R, e dois também identificados na
regido codificante da PON2, G148A e
C3108*. Kao et al®* investigaram os poli-
morfismos M55L e Q192R do gene da PON1
e a sua importancia na RD, tendo encontra-
do uma forte associa¢do entre o primeiro
polimorfismo e o desenvolvimento da RD,
concluindo que a Leucina 55 é um factor de
risco para a ocorréncia da patologia.
Mackness et al. mostraram que o polimor-
fismo C310S da PON2 pode influenciar
ambos os polimorfismos da PON1 e que a
interaccdo entre ambos pode contribuir
para o controlo glicémico em individuos
com DM2 agravada pela RD*.

Apesar dos escassos estudos sobre o
papel das PONs e dos seus polimorfismos
com o desenvolvimento e a progressdo da
RD, a associacdo das PONs com a ocorrén-
cia de doencas crénicas, nomeadamente
doencas cardiovasculares e DM2, tem sido
largamente documentada®®'*.

TERAPEUTICA

Actualmente existem varias op¢des tera-
péuticas para a RD: a fotocoagulagao laser é
classicamente o tratamento de primeira
linha na RD ndo proliferativa grave, prolife-
rativa e no EMD clinicamente significati-
vo*¥, tendo sido demonstrado no ETDRS que
a fotocoagulacao reduz o risco de perda de
visdo moderada, em particular em doentes
com EMD. Os corticoesterédides, incluindo
triancinolona intra-vitrea (IVT) ou implantes
intra-vitreos de libertacdo lenta, tém crescido
em popularidade para o tratamento da
EMD, devido aos seus efeitos e propriedades
angiostaticas e  antipermeabilidade.
Apesar de a fotocoagulagao laser continuar a
ser a primeira indicacdo terapéutica no
EMD, novas opgoes estao a ser consideradas.
Muitos estudos prospectivos de medicamen-
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tos anti-VEGF no tratamento da RD foram
recentemente publicados, e alguns estao
ainda em curso. Trés agentes farmacoldgicos
anti-VEGF estdo disponiveis comercialmente:
Pegaptanib, Ranibizumab e Bevacizumab.
No entanto, a seguranca e a eficacia destes
agentes para o tratamento da RD ainda ndo
foi estabelecida, e como tal aguardam-se os
resultados dos ensaios clinicos controlados®.

CONCLUSOES

A RD é uma das mais graves complicacoes
microvasculares da DM, sendo a principal res-
ponsavel por novos casos de cegueira entre os
individuos adultos activos. Ao longo dos ulti-
mos anos tem-se vindo a verificar um acen-
tuado aumento na sua incidéncia e prevalén-
cia, acompanhando o aumento da ocorréncia
da DM2. A prevencdo ou o atraso do desen-
volvimento da RD assenta essencialmente no
intenso controlo glicémico, da pressao arterial
e dos niveis de triglicéridos. No entanto, estes
factores parecem nao ser suficientes, pois uma
grande parte dos individuos, ap6s alguns anos
de diagnéstico de DM2, apresenta a visdo
comprometida pela RD. Neste contexto, é lici-
to colocar a hipotese de que o aparecimento
da doenca é modificado por factores ambien-
tais interactuando com uma susceptibilidade
genética, ditando assim se a doenca se ird
desenvolver precoce ou tardiamente, e possi-
velmente influenciando a sua progressao e o
seu prognostico. Inumeras linhas de investiga-
¢do apontam para uma influéncia genética
na susceptibilidade para a RD. Embora alguns
polimorfismos estejam ja identificados como
possivelmente associados a RD, a falta de rela-
¢do causal entre estes e a fisiopatologia da
doenca torna clara a necessidade de com-
preender como a genética influencia a pato-
génese da RD, ndo s6 para esclarecer os meca-
nismos envolvidos, como também para abrir
caminho para a identificagdo de novos alvos
terapéuticos.
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