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RESUMO

Glaucoma engloba inimeras doencas oculares que t€ém como caracteristica a lesdo das células
ganglionares da retina, com conseqiiente lesdo do nervo 6ptico e perda do campo visual. E
considerada uma neuropatia Optica complexa e geneticamente heterogénea, levando a
cegueira irreversivel. A perda do campo visual ¢ uma manifestacio tardia do glaucoma, e
portanto ndo é particularmente adequada para a deteccio da doenca em seu inicio. E a
segunda causa de cegueira no mundo, respondendo por 12% dos casos, ficando atrds apenas
da catarata (48%). A historia familiar positiva é um importante fator de risco para o de-
senvolvimento do glaucoma primério de angulo aberto, que € a forma mais comum da doenga
e que se manifesta principalmente ap6s os 40 anos. O glaucoma, quando ndo diagnosticado e,
portanto nao tratado, pode levar a um risco maior de cegueira. Sendo assim, individuos com
histérico familiar ou mesmo alteracdes nos genes associados ao glaucoma devem ter uma
atencao médica mais dirigida aos seus aspectos preventivos, por isso a importancia da procura
de novos genes associados ao glaucoma. Até o momento foram identificados trés genes
relacionados ao glaucoma primdrio de angulo aberto, o gene myocilin (MYOC ), o optineurin
(OPTN) e o gene de dominio de repeticio WD 36 (WDR36). O gene CYPIAI, localizado no
cromossomo 15g22-q24, codifica enzima que estd envolvida na conversio de produtos
quimicos em moléculas altamente reativas, que podem produzir dano celular indesejado,
morte celular ou mutacdes. O polimorfismo ml estd associado a uma maior atividade
enzimadtica, tendo sido referido como fator genético de suscetibilidade para o cancer de
pulmdo. Este trabalho teve como objetivo verificar a possivel associagdo entre 100 doentes
com glaucoma primario de angulo aberto e 52 controles por RFLP (polimorfismo de
comprimento de fragmentos de restri¢do). A frequéncia do gene CYPIAI entre os pacientes
com glaucoma primério de angulo aberto (n=100) para o gendtipo homozigoto selvagem
wl/wl foi de 16%; 77% para o gendtipo wl/ml e 7% para o gendtipo ml/ml. Entre os
pacientes do grupo controle (n=52) a freqiiéncia do gene CYPIAI foi de 54% para o genotipo
wl/wl, sendo a freqiiéncia para o genétipo wl/ml igual a 46% e 0% para o gendtipo m1/m1.
Foi realizado o y° que mostrou que o resultado deste trabalho é estatisticamente significativo

(P<0,0001), sugerindo relacdo entre o polimorfismo CYPIAIml e o glaucoma primdrio de

angulo aberto.

Palavras-chave: glaucoma primadrio de angulo aberto, RFLP, CYPIAImI.
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ABSTRACT

Glaucoma encompasses a group of eye diseases characterized by retinal ganglion cell damage,
optical nerve damage and visual field loss. It is a complex optic neuropathy of genetically
heterogeneity which can lead to irreversible blindness. The visual field loss is a late
manifestation symptom, therefore it is not a reliable symptom to detect glaucoma in its early
stages. It is the second biggest cause of blindness worldwide, responsible for 12% of all the
cases of complete vision loss, while cataracts are responsible for 48% of reversible blindness
worldwide. A positive family history plays an important role as a risk factor for primary open-
angle glaucoma development. This is the most common form of glaucoma and it typically
occurs after 40 years old of age. If the disease is neither detected nor treated properly the risk
of blindness is higher. Patients with a positive family history or patients with mutations in
genes that are known to be associated with glaucoma should have medical attention in order
to prevent later complications. In this way it is extremely important to seek new genes that
could be related to glaucoma. Up to this time three genes have been associated with primary
open-angle glaucoma, the myocilin gene (MYOC), the optineurin gene (OPTN) and the repeat
domain 36 gene (WDR36). The CYPIAI gene, located at 15q22-q24, encodes an enzyme
which is involved in the conversion of chemical substances into highly reactive species
leading to unwanted cell damage, cell death or mutation. The m1 polimorphism is related to a
high rate of enzyme activity and it comprises increased lung cancer susceptibility. The
objective of this paper is to analyze the correlation of 100 patients with primary open-angle
glaucoma and 52 normal controls by the RFLP method (Restriction Fragment Length
polymorphism). The frequency of the homozygous wild-type (wl/wl) of CYPIAI gene
among patients with primary open-angle glaucoma (n=100) was 16%, for the genotype
wl/ml the frequency of was 77% and for m1/m1 it was 7%. Among the control group (n=52)
the frequency of the homozygous wild-type (wl/wl) of CYPIAI gene was 54%, the
frequency of wl/ml was 46% and ml/ml was 0%. The qui-square test (xz) considered the
result statistically significant (P<0,0001), and this suggests that the CYPIAIm1 polymorphism

is associated with primary open-angle glaucoma.

Keywords: primary open-angle glaucoma, RFLP, CYPIAIml
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1. INTRODUCAO

1.1 Glaucoma

1.1.1 Definicao do glaucoma

Glaucoma é uma neuropatia Optica complexa e geneticamente heterogénea,
engloba inimeras doencas oculares que sdo caracterizadas pela morte progressiva por
apoptose das células ganglionares da retina. Esse processo causa lesdo progressiva do nervo
optico e a perda do campo de visdo (Quigley et al, 1995; Shields et al, 1996). A perda do
campo visual é uma manifestacdo tardia do glaucoma, e portanto nao € particularmente
adequada para a detec¢do da doenga em seu inicio (Thylefors e Négrel, 1994).

O glaucoma € considerado a segunda principal causa de cegueira evitdvel do
mundo, ficando atrds apenas da catarata (Resnikoff et al, 2004). E a principal causa de
deficiéncias visuais e perda de visdo, tanto em paises desenvolvidos quanto em paises em
desenvolvimento (Tielsch et al, 1991). O glaucoma causa cegueira irreversivel devido a morte
das células ganglionares da retina, a qual s6 pode ser prevenida através de intervencao
terapéutica no estagio inicial da doenca. Ja que o dano a vis@o periférica ocorre primeiro, €

devido a doenca ser tipicamente indolor e sem sintomas 6bvios, a perda substancial da visdo

pode ocorrer antes que seja feito o diagndstico (Chavarria-Soley, 2008).

1.1.2 Fisiopatologia

O glaucoma representa um problema de sadde publica, pois dificulta o trabalho do
dia a dia devido a consequente deficiéncia visual, e estd geralmente (mas ndo sempre)
associado a elevacdo da pressdo intraocular (PIO) (Figura 1) (Choudhary et al, 2009;
Goldberg et al, 2002). O aumento da PIO leva a atrofia do nervo Optico, e se ndo for
controlada, pode levar a cegueira. Essa elevacdo parece ser o resultado de uma falha no
desenvolvimento da malha trabecular, uma estrutura localizada no angulo ocular que tem a
funcdo de filtrar o humor aquoso, permitindo a drenagem do liquido presente na camara
anterior do olho (Anderson, 1981).

O humor aquoso € produzido pelo corpo ciliar na cdmara posterior do olho e

entra na camara anterior através da pupila, em seguida, escoa através da malha trabecular

16



para o canal de Schlemm, que drena para a corrente sanguinea (Figura 2) (Chavarria-Soley,

2008).

Olho com glaucoma Aumento do Humor Aquoso

Figura 1. Esquema anatdmico do globo ocular e dano ao nervo Optico devido ao aumento da PIO.

Fonte: Biblioteca virtual em satde, 2011.

Figura 2. Producdo e escoamento do humor aquoso. Fonte: Adaptada de Chavarria-Soley, 2008.
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O seio camerular compreende uma série de estruturas que inclui desde a iris
periférica até a linha de Schwalbe, e é a observacdo destas estruturas e suas correlacdes
topograficas por meio da gonioscopia, um exame microscopico da periferia da camara
anterior do olho (seio camerular), que permite classificar o seio camerular ou angulo, em

aberto ou fechado (Figura 3) (Série Oftalmologia Brasileira, 2009).

Figura 3. Anatomia do seio camerular. Fonte: Mello e Mandia Junior, 2005.

Sabe-se que a neuropatia Optica glaucomatosa ocorre em pacientes que
apresentam niveis de PIO dentro dos limites da normalidade, assim como alguns pacientes
que apresentam niveis elevados de PIO ndo chegam a desenvolver a doenca. Acredita-se
entdo, que o desenvolvimento da lesdo glaucomatosa dependeria, dentre outros fatores, dos
niveis de PIO e da susceptibilidade individual de cada paciente. Ou seja, o glaucoma ocorreria
nos casos em que os niveis de PIO se apresentem suficientemente elevados para um
determinado individuo. Entretanto, as caracteristicas anatomofisioldgicas individuais que
predisporiam a uma maior susceptibilidade ao dano glaucomatoso permanecem mal

compreendidas (Burgoyne et al, 2005; Sigal et al, 2005).

1.1.3 Classificacao do glaucoma

z

A compreensdo da origem do glaucoma € complexa, uma vez que Vvarios

pardmetros oculares estdo envolvidos na fisiopatogenia da doenga, o que influencia na sua
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classificacdo (Leske, 1983). O glaucoma pode ser classificado de acordo com a sua etiologia
em primdrio ou secunddrio, aspecto anatomico do seio camerular em angulo aberto ou angulo
fechado e segundo a idade de seu aparecimento em congénito, juvenil ou adulto (Shields et
al,1996).

O glaucoma € classificado em 04 grandes grupos: 1) glaucoma primério de angulo
aberto (GPAA), sendo este o grupo de maior incidéncia; 2) glaucoma primdrio de angulo
fechado (GPAF); 3) glaucoma combinado, exemplo: glaucoma secunddrio a catarata (drea
enevoada ou opaca no cristalino), uveite (doenga inflamatdria que pode comprometer
totalmente a tvea ou uma de suas partes - iris, corpo ciliar e cordide), trauma ocular
(acidentes que acometem os olhos, provocados por objetos pontiagudos, substincias
quimicas, brinquedos), entre outros; 4) glaucoma do desenvolvimento (congénito, juvenil,
etc.), onde ocorre uma anormalidade do segmento anterior dos olhos que se inicia no
nascimento (Stamper et al, 1999).

Embora o glaucoma seja uma das principais causas de deficiéncia visual e
cegueira em todo o mundo, existe pouca informacdo disponivel sobre a magnitude exata do
problema provocado pela doenca. Quando a Organizacdo Mundial da Satide (OMS) planejou
0 seu programa para a preven¢do da cegueira, o glaucoma foi incluido entre as necessidades
de acdo global contra as causas de cegueira evitavel, sendo que as outras causas sdo a catarata,
tracoma (doenca oftdlmica altamente contagiosa de etiologia bacteriana), deficiéncia de
vitamina A e oncocercose (doenga parasitdria causada pelo nematédeo Onchocerca volvulus,
podendo as microfildrias migrarem para os olhos). J4 em maio de 1975, foi solicitado pela
Assembléia Mundial de Saude a OMS, que essa apresentasse as medidas adequadas para a
deteccdo precoce e tratamento de outras condi¢des que potencialmente levassem a cegueira,

como catarata e glaucoma (Thylefors e Négrel, 1994).

1.2 Glaucoma Primario de Angulo Aberto

A etiologia do GPAA € pouco compreendida, com ambos os fatores genéticos e
ambientais contribuindo para a sua fisiopatologia (Lichter, 1994; WuDunn, 2002).
Independentemente dos fatores causais que conduzem a perda visual, a maioria dos quais
ainda ndo sdo compreendidos, a via final comum do GPAA ¢ a morte de células ganglionares
da retina, mediada por apoptose, e por um processo de regulacdo genética (Nickells, 1999).

De acordo com a idade de seu inicio, o GPAA pode ser dividido em glaucoma

primdrio de angulo aberto juvenil (JOAG) e GPAA de inicio na idade adulta. JOAG se
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z

desenvolve antes dos 35 anos e raramente € uma forma agressiva de glaucoma, € uma
heranca autossomica dominante ou recessiva (Johnson et al, 1996; Wiggs et al, 1995).

O GPAA do adulto tem inicio em pessoas com idade mais avangada, e ndo
apresenta um padrdo de heranca evidente; é considerada uma caracteristica complexa (Wiggs
et al, 1996). Um subgrupo de GPAA de inicio na idade adulta apresenta o que é conhecido
como glaucoma de pressdo normal (GPN), em que os individuos sofrem danos no nervo
optico e apresentam perda visual mesmo com valores normais de PIO (Anderson, 2003).
Embora alguns casos de GPN sejam etiologicamente distintos do GPAA de PIO elevada,
parece haver um espectro da doencga pressao-dependente que reflete diferentes sensibilidades
a uma dada pressdo (Grupo de estudo colaborativo do glaucoma primario de pressdao

normal,1998a; Grupo de estudo colaborativo do glaucoma de pressdao normal, 1998b).

1.2.1 Fatores de risco para o GPAA

O termo "fator de risco" descreve caracteristicas que podem ser a causa da doenga,
ja que sdo estatisticamente associados a ela. Foram (ou poderiam ter sido) apresentados antes
de sua ocorréncia, e assim, juntamente com outros fatores poderiam ter desempenhado um
“papel essencial” na ocorréncia da doenga. O conceito de fator de risco € importante na
medicina moderna, pois cada um representa um alvo potencial para novas terapias, tratamento
ou prevencao (Boland e Quigley, 2007).

Evidéncias publicadas indicam que o diagndstico tardio do glaucoma € um
importante fator de risco para a cegueira posterior e estd associado a um conhecimento
insuficiente sobre a doenca (Saw et al, 2003). O GPAA € uma condi¢do neurodegenarativa de
origem multifatorial (Douglas, 1998; Schwartz e Yoles, 2000) e sua incidéncia tem sido
associada a vérios fatores de risco (Le et al, 2003), sendo a pressdo intra-ocular (PIO) o
principal entre eles (Stewart et al, 2000).

Esta relacdo entre PIO e GPAA € confirmada com grande freqiiéncia por varios
estudos de prevaléncia (Leske et al, 2002). Nesses casos a deposicdo da matriz extracelular
(MEC) na regido da malha trabecular (MT) e / ou espessamento das lamelas trabeculares sao
considerados fatores que causam a obstru¢do ao fluxo do humor aquoso (Figura 4) (Lutjen-

Drecoll et al, 1986; Tektas e Lutjen-Drecoll, 2009).
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Malha Trabecular

Ins

Figura 4. Bloqueio do fluxo do humor aquoso a partir da malha trabecular. Fonte: Adaptado de Merck Canada,

2011.

A elevacdo da PIO e danos no campo visual t€m se mostrado proporcionais ao
dano oxidativo no DNA (4cido desoxirribobucleico) encontrado na malha trabecular (Sacca et
al, 2005). O aumento do dano oxidativo no DNA nos componentes celulares da malha
trabecular pode afetar diretamente a regulacdo da estrutura da matriz extracelular e
consequentemente da pressdo intraocular, levando ao inicio do glaucoma (Knepper et al,
1996; Lutjen-Drecoll € Rohen, 1996).

A histologia da malha trabecular de pacientes glaucomatosos mostra um nuimero
menor de células, sendo a maior parte células senescentes, possivelmente devido ao estresse
oxidativo e aremodelagem da MEC, sugerindo entdo que a malha trabecular seja uma
importante regido envolvida na etiologia do glaucoma (Liton et al, 2005; Lutjen-Drecoll,
1998; Wang et al, 2001).

O valor da PIO considerado como sendo normal é um dado estatistico resultante
de estudos dos valores da mesma na populagdo brasileira (13,0 +- 2,1 mmHg) e ndo deve ser
considerado de forma isolada para cada individuo. Portadores de PIO de valor maior ou igual
a 21 mmHg sdo considerados hipertensos oculares. Usualmente, o valor da pressdo €
semelhante nos dois olhos. Diferenga acima de 4 mmHg entre ambos é indicativo de
anormalidade (Mello e Mandia Junior, 2005).

Existem controvérsias sobre o papel que a P1O elevada desempenha como fator de
risco para o desenvolvimento do GPAA, principalmente porque esse valor varia bastante de
uma pessoa para outra (Chavarria-Soley et al, 2004). Le et al (2003) ndo encontraram risco
significante em casos de pessoas apresentando PIO maior que 21 mmHg (valor limite),

entretanto Shingleton et al (1994) observaram que em portadores do glaucoma os valores de
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PIO encontrados eram maiores que os valores encontrados em pacientes ndo portadores da
doenca.

A prevaléncia de GPAA varia dentre as diversas etnias, sendo mais prevalente,
mais grave e de pior prognéstico em individuos negréides. De fato, um estudo realizado na
regido leste de Baltimore - Estados Unidos comparou a prevaléncia de GPAA entre dois
diferentes grupos étnicos dentro de uma mesma amostra, revelando que os pacientes
negroides apresentavam taxas de prevaléncia de GPAA trés a quatro vezes maiores do que os
pacientes caucasoides (Tielsch et al, 1991).

A ocorréncia do glaucoma, o aumento da relagdo escavacao-disco (escavagdao do
disco optico, um dos primeiros sinais do glaucoma) (Figura 5) e a PIO elevada sio muito
mais incidentes em irmaos e filhos de pacientes portadores da moléstia do que em parentes
de pessoas nao portadoras de glaucoma, e apresentam risco 10 vezes maior de
desenvolverem a doenga. O componente genético pode ser a causa de pelo menos 1/6 do total
de casos de glaucoma na populacdo em geral (Wolfs et al, 1998). Assim, a hereditariedade é
considerada como um importante fator de risco. Nao ha divida de que fatores familiares
desempenham relevante papel na suscetibilidade para o desenvolvimento de GPAA (Mello e

Mandia Janior, 2005).

Figura 5. Geralmente, a cabeca do nervo 6ptico assemelha-se a uma "rosca", sendo a escavagdo o espaco
central. No glaucoma, a escavagdo torna-se maior devido a destruicdo das fibras nervosas. Fonte: Hospital
Oftalmolégico da Barra, 2011.

Muitos estudos tém investigado a possivel existéncia de associa¢do entre GPAA e
diabetes e a associacdo entre miopia e GPAA. Observou-se a prevaléncia aumentada de
miopia entre pacientes glaucomatosos quando comparados com a populacao geral. Entretanto,

a hipétese de que a miopia e 0 GPAA possam ter mecanismos patogenéticos comuns, cOmo
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anomalias do coldgeno e outros componentes da matriz extracelular, ainda ndo foi
comprovada (Mello e Mandia Junior, 2005).

A idade estd associada com GPAA, tanto a incidéncia quanto a prevaléncia
aumentam com a idade (Quigley e Vitale, 1997). Podemos considerar a idade como um fator
que leva a deteriorizagcdo do tecido, potencializando a morte das células ganglionares. Além
de que quanto maior a idade, maior o tempo de exposicdo da pessoa a outros fatores de risco
(como doencas cardiovasculares e sindrome de exfoliagdo) antes do desenvolvimento da
doenca (Boland e Quigley, 2007). Nos ultimos anos tem sido observada associagcdo entre o
fumo de maneira passiva ou ativa e doencas oculares como o GPAA (Cheng et al, 2000;
Grzybowski, 2008; Kang et al, 2011; Lois et al, 2008). H4 evidéncias de que viver na zona
rural seja um fator de risco para o glaucoma (Worley e Grimmer-Somers, 2011).

Outros fatores como doencas cardiovasculares, sindrome de exfoliacdo (existe
aparente exfoliacdo na cdpsula anterior do cristalino) e de dispersdo do pigmento sdo
considerados como fatores de risco para o GPPA. A teoria vascular sugere que disturbios do
fluxo sanguineo no disco Optico devido a fatores vasculares locais ou sist€émicos,
desencadeariam o processo de apoptose das células ganglionares. Estudos anteriores
identificaram a doenca cardiaca, derrame, baixa pressdo de perfusdo, hipertensdo ou
hipotensao arterial como fatores preditivos para o desenvolvimento de GPAA. A sindrome de
exfoliacdo e sindrome de dispersdo do pigmento foram observados como fatores preditivos
para o desenvolvimento de glaucoma de angulo aberto em alguns estudos (Gordon et al,

2007).

1.2.2 Epidemiologia

Em textos de epidemiologia, a causa de uma doenca é definida como um evento,
condi¢do ou caracteristica que desempenha um papel essencial na sua ocorréncia (Rothman,
1986). A epidemiologia originou-se das observacdes de Hipdcrates feitas ha mais de 2000
anos de que fatores ambientais influenciam a ocorréncia de doencas. Entretanto, foi somente
no século XIX que a distribui¢do das doengas em grupos humanos especificos passou a ser
medida em larga escala. Isso determinou ndo somente o inicio formal da epidemiologia como
também as suas maiores descobertas (Beaglehole e Bonita, 2004). A epidemiologia € uma
ciéncia médica fundamental, estuda a distribui¢io e os determinantes de eventos relacionados
a saude na populacao humana e sua aplicacido na prevengdo e controle dos problemas de saide

(Last, 2001).
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Conhecer quem pode desenvolver uma determinada doenca e em quais
circunstancias a pessoa estd propensa a desenvolvé-la € de suma importancia a pratica didria
da medicina, e representa informacao relevante no aprimoramento das condi¢des de saide de
determinada populacdo (Greenberb et al, 2005). Dessa forma, conhecer a epidemiologia de
uma das principais causas de cegueira no mundo € indispensdvel para a avaliagdo de cada
paciente e para o planejamento de eventuais politicas de saide publica que tenham como
objetivo prevenir a cegueira pelo glaucoma (Sakata, 2006).

Estima-se que mais de 65 milhdes de pessoas em todo o mundo sofrem de
glaucoma (Sathyamangalam et al, 2009). O GPAA € a principal causa de cegueira
permanente. Estima-se que mais de 2 milhdes de americanos apresentam GPAA , sendo que
4% daqueles com mais de 65 anos tém a doenca. Como resultado do envelhecimento da
populacdo dos EUA, € projetado um aumento da prevaléncia de GPAA para mais de 3
milhOes de pessoas até o ano de 2020 (Lee et al, 2007).

Estima-se que 3-6 milhdes de pessoas nos Estados Unidos, sendo 4-7% pacientes
com 40 anos de idade ou mais, apresentam PIO elevada sem dano glaucomatoso detectavel
nos testes clinicos (Quigley et al, 1994). A prevaléncia e a severidade de GPAA poderia ser
reduzido através do tratamento de hipertensos oculares antes de desenvolverem o glaucoma.
O Estudo de Tratamento de Hipertensdo Ocular (OHTS) demonstrou que uma redugdo de
20% na PIO diminuiu a incidéncia de GPAA em mais de 50% (Kass et al, 2002).

No entanto, o tratamento de todos os individuos com hipertensdao ocular nao é
uma indicacdo médica, nem é economicamente justificivel devido a alta prevaléncia desta
condi¢do, a baixa taxa de conversdo para GPAA, aos custos € aos possiveis efeitos adversos
inconvenientes do tratamento (Kass et al, 2002; Kymes et al, 2006). Outra alternativa € o uso
de estratificacdo de risco para identificar pacientes com alto risco de GPAA em
desenvolvimento, que podem se beneficiar de uma rigorosa vigilancia e, talvez, do tratamento
precoce (Gordon et al, 2007).

Foi observado que a maioria dos estudos publicados relataram em ndmero
significativo, maior pressdo intraocular em mulheres do que em homens, mas ndo hd
evidéncias quanto ao risco atribuivel ao género em relacdo ao GPAA (Congdon et al, 1992).
Condutas contra o glaucoma devem ser encaradas como prioridades emergentes que até agora
ndo podiam ser eficazmente exercidas nos paises em desenvolvimento, devido a escassez de
pessoal qualificado e a falta de recursos para a saide ocular. No futuro, porém, serd possivel

fornecer estratégias novas e eficazes para a prevencdo da perda visual e tratamento de baixo
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custo dentro das estruturas e meios disponiveis nos paises mais necessitados (Thylefors e
Négrel, 1994).

Contudo o encargo dos custos do glaucoma no sistema de cuidado do olho nos
Estados Unidos € substancial, estimativas da literatura variavam de 1,5 bilhoes a 1,9 bilhoes
de ddlares em custos anuais. Em 2006 a Reunido de Controle e Prevencdo de Doencas de
estimou em 2,8 bilhoes de ddlares os custos médicos para pacientes com glaucoma com 40
anos ou mais (Distelhorst e Hughes, 2003; Glick et al, 1994; Rein et al, 2006 ). Existem
poucos estudos econdmicos que tém analisado o custo do glaucoma em relacdo aos cuidados
da saude para as pessoas com glaucoma (Lee et al, 2007).

No Brasil, Silva et al (2002) verificaram que o custo mensal médio do tratamento
antiglaucomatoso com colirios foi de 36,09 reais, correspondendo a 15,5% da renda familiar
média. Nesse mesmo estudo, aproximadamente 1/4 dos pacientes relataram ter 25% ou mais
de sua renda familiar comprometida com o tratamento do glaucoma e quase a metade (45,2%)
relatou dificuldade em adquirir a medicacdo em algum momento do tratamento.

O glaucoma causa cegueira irreversivel e muitas das pessoas afetadas (50%)
estdo cientes da sua condic¢do (Tielsch et al, 1991). Em relacdo a prevaléncia de GPAA e
GPAF na zona rural e urbana da populacido do sul da India, mais de 90% dos pacientes nio
tinham conhecimento sobre a doencga (Vijaya et al, 2008). Maior conscientizagdo sobre o
glaucoma aumenta a detec¢cdo de casos, e assim, reduz a cegueira causada por ele. Agéncias
governamentais e vdrias organizacdes ndo-governamentais tém como objetivo ensinar as
pessoas a elevarem sua capacidade de manter o bem-estar, para consequentemente reduzirem
os fatores de risco de doengas oculares (Garber, 1990).

Virios estudos sobre o comportamento dos individuos em relacdo a saude
sugerem que o conhecimento do paciente (ou a falta de conhecimento) a respeito do cuidado
do olho pode desempenhar um papel significativo na busca de cuidados de tratamento ocular

em momentos oportunos (Sathyamangalam et al, 2009).

1.2.3 Genética do glaucoma

Eventos moleculares responsaveis pelo glaucoma sdo de dificil identificacao
devido a falta de conhecimento sobre processos celulares e bioquimicos necessarios para a
regulacdo da PIO e das funcdes das células ganglionares da retina. O acesso ao tecido humano
doente ¢ complicado e modelos animais sé foram desenvolvidos e descritos recentemente. A

vantagem da abordagem genética € que proteinas responsdveis por desordens (como o
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aumento da PIO) que levam ao glaucoma podem ser identificadas sem a necessidade de
acesso ao tecido doente (Inman et al, 2006).

A identificacdo de genes (e seus produtos proteicos) que podem causar ou
contribuir para a manifestacio do glaucoma, ajudam a definir a fisiopatologia bdsica da
doenca, bem como levar ao desenvolvimento de novos testes baseados em diagndstico
utilizando o DNA e novas abordagens terap€uticas (Wiggs, 2007). A disponibilidade de testes
preditivos podem proporcionar um mecanismo para a detec¢do da doenca em seu inicio e
seguir assim para o tratamento adequado. Os individuos em risco quando identificados no
inicio do curso da doenca, e que iniciam o tratamento antes da ocorréncia de danos
significativos ao nervo optico, evitam maiores danos a visao (Kumar et al, 2007).

As formas do glaucoma que t€m inicio precoce geralmente sdo herdadas como
caracteristica autossémica dominante ou recessiva, ja o glaucoma que tem inicio na idade
adulta (GPAA) normalmente ndo apresenta padroes de heranca mendeliana, € portanto uma
heranga multifatorial complexa. Estes disturbios oculares relacionados com a idade tém
contribuicdo genética, s@o o resultado da interacdo de varios fatores genéticos e estdo
suscetiveis a influéncia de fatores ambientais. A tarefa de descobrir os genes que contribuem
para distirbios que apresentam um padrdo de heranca complexa ndo € facil (Fisher et al,
2005; Stambolian et al, 2004; Wiggs et al, 1996; Wiggs et al, 2000; Wiggs, 2007).

O GPAA ¢ uma doenca geneticamente heterogénea, tendo sido relacionado a
pelo menos 22 loci génicos (Fan et al, 2006; Wang et al, 2006), entre eles 14 loci designados
GLC1A a GLCIN (Kubota et al, 1997; Stone et al, 1997). Até o momento, 4 genes foram
associados ao GPAA nos loci génicos relatados, sendo eles os genes MYOC/TIGR, OPTN e o
gene WDR36 relacionados ao GPAA adulto e o CYPIBI ao GPAA juvenil (Monemi et al,
2005; Stoilov et al, 1997; Stone et al, 1997, Rezaie et al, 2002).

O gene MYOC foi o primeiro relacionado ao glaucoma a ser identificado (Stone et
al, 1997). Localizado no cromossomo 1q24.3-q25.2, locus GLC1A, foi confirmado por vérios
estudos como a causa de 2 a 4% dos casos de GPAA (Adam et al, 1997; Alward et al, 1998;
Angius et al, 1998; Fingert et al, 1999; Kee e Ahn, 1997; Mansergh et al, 1998; Rozsa at al,
1998; Suzuki et al, 1997; Wiggs et al, 1998). Muta¢des no gene MYOC foram identificadas
como causa para 0 GPAA e como fator de risco para diferentes tipos de glaucoma (Polansky,
2003; Gong et al, 2004). MYOC € expresso em vdrios tecidos oculares, incluindo a malha
trabecular (Fan et al, 2004).

O MYOC codifica uma proteina estrutural de 504 aminodcidos chamada

miocilina, que € originalmente conhecida como TIGR (resposta a glicocorticéide pela malha
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trabecular) (Fingert et al, 1998; Michels-Rautentrauss et al, 1998; Nguyen et al, 1998; Stone
et al, 1997). Foi identificado inicialmente em culturas de células da rede trabecular incubadas
com corticoide (dexametasona), e foram comparadas com as células do grupo controle, ndo
incubadas com corticdide. Notou-se que nas células incubadas com corticéide, houve a
formacdo de um material protéico. Por isso, a mutacdo do referido gene foi associada a
producdo dessa proteina pelas células da rede trabecular. Assim, estando entre as células, esse
material obstruiria a passagem do humor aquoso, e levaria ao aumento da PIO (Nguyen et al,
1998). Foi constatado que os genes TIGR e MYOC compartilhavam a mesma sequéncia, o que
fez com que o gene associado ao locus GLCIA passasse a ser denominado TIGR/MYOC
(Kubota et al, 1997, Kubota et al, 1998).

O segundo gene, o OPTN, foi identificado no cromossomo 10p14-p15, mostrou
ser a causa do GPN, um subtipo do GPAA. Alteragdes sequenciais nesse gene foram
encontradas em 16,7% de familias com GPN (Rezaie et al, 2002). OPTN (optineurin), é uma
proteina de 577 aminodcidos e esté localizada ao longo do olho, incluindo a malha trabecular,
o canal de Schlemm, o epitélio ciliar, retina e nervo 6ptico. E expressa também em tecidos
ndo oculares como o figado, rim, coracdo e pancreas (Yan et al, 2000; Yuan e Neufeld, 2000).

A expressdo da proteina em células neuronais, células da glia, da retina e nervo
optico, indica que a OPTN pode afetar diretamente a sobrevivéncia das células ganglionares
da retina (Rezaie et al, 2002; Rezaie et al, 2005;. Sarfarazi e Rezaie, 2003). OPTN parece
interagir com as proteinas que regulam a apoptose e pode induzir o TNF-alfa (fator de
necrose tumoral). Portanto, pode regular diretamente a morte celular. Poucos estudos tém
testado diretamente a fun¢do da proteina OPTN (Chen et al, 1998; Li et al, 1998).

Um novo locus relacionado ao GPAA (GLCIG) e o gene causador da doenca, o
WDR36 (gene de dominio de repeticdo WD36) localizado no cromossomo 5q21.3-q22.1,
foram identificados por Monemi et al (2005). Um estudo de andlise de mutacdo no WDR36
em 130 individuos afetados revelou um total de 25 variantes alélicas. Foram identificadas
mutagdes no gene WDR36 tanto em individuos com glaucoma de alta pressdo, quanto em
individuos com baixa PIO. Esta observacdo indica que esse gene estd envolvido na etiologia
de diferentes tipos de glaucoma (Monemi et al, 2005). No olho, WDR36 é expresso na lente,
na iris, na esclera, nos musculos ciliares, no corpo ciliar, na MT e no nervo 6ptico. No
entanto, estudos posteriores ndo conseguiram confirmar o papel de WDR36 como um gene
causador de glaucoma. A fun¢do do WDR36 e seu papel na fisiologia ocular normal e no
glaucoma ainda ndo estdo claros, mas foi identificado envolvimento do WDR36 na ativacao

de células T (Kramer et al, 2006; Mao et al, 2004).
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O gene CYPIBI (citocromo P4501Bl1) esta localizado no locus GLC3A , no
cromossomo 2p22-p21 (Sarfarazi et al, 1995; Stoilov et al, 1997). E um membro da
superfamilia de enzimas citocromo P450 e € a causa do glaucoma congénito primério (PCQG),
uma disordem genética que se manifesta no nascimento ou no primeiro ano de vida, mas pode
surgir até trés anos de idade (Dickens e Hosskins, 1996; Francois, 1980; Gencik, 1989). Mais
tarde observou-se que uma muta¢do no CYPIBI foi associada ao inicio mais precoce da
doenca em pacientes portadores de mutacdo no gene MYOC, indicando que mutagdo no
CYPIBI pode se comportar como um modificador do gene MYOC (Vincent et al, 2002). Estas
e outras observacoes sugerem que mutagdes no CYPIBI podem ser uma causa do JOAG ou
pelo menos um fator de risco para esta patologia (Acharya et al, 2006, Acharya et al, 2008;
Melki et al, 2004).

O gene supressor de tumor 7p53 estd localizado no cromossomo 17p13.1 (Storey
et al, 1998). Uma das principais etapas de regulagdo da apoptose € a ativacao da proteina p53.
O gene Tp53 € um dos principais guardides do genoma, e pode parar o ciclo celular em
resposta ao dano no DNA ou direcionar a célula danificada para uma via de apoptose
(Ressiniotis et al, 2005). A proteina p53 apresenta um polimorfismo que resulta na
substitui¢do de um aminodcido arginina (CGC) por uma prolina (CCC) na posi¢cao do codon
72 (Matlashewski et al, 1987). Observa-se que a variante p53Arg induz a apoptose mais
eficientemente que p53Pro, indicando que as duas variantes sdo funcionalmente distintas
(Dumont et al, 2003).

Lin et al (2002) observaram que a distribui¢do do polimorfismo no codon 72 do
gene Tp53 em uma populacdo chinesa era significativamente maior em pacientes com
GPAA do que em pacientes que ndo apresentavam a doenga. Um resultado compativel com a
idéia de associacdo entre a apoptose e a neuropatia glaucomatosa (Lin et al, 2002). Em
contrapartida, Acharya et al (2002) ndo encontraram nenhuma associa¢do entre o
polimorfismo no cdédon 72 do gene 7Tp53 com GPAA em pacientes indianos. O mesmo
resultado foi observado por Silva et al (2009) em uma populagdo brasileira. Portanto, a
observacdo da variacdo de tal associacdo nos grupos de diferentes populacdes deve ser
analisada (Acharya et al, 2002).

Silva (2011) observou relagdo estatisticamente significativa entre o GPAA e o
polimorfismo GSTMI nulo, e ndo obteve resultado significativo entre GPAA e o
polimorfismo GSTTI. Barbosa (2011) ndo encontrou significncia estatistica entre o

polimorfismo GSTMI com GPAA. Glutationa S transferases (GSTs) representam uma

28



importante familia de enzimas metabolizadoras que atuam na fase II do metabolismo de

xenobidticos (Mustafa Unal et al, 2007).

1.3 Biotransformacio de Xenobiéticos

Estamos diariamente expostos a varios compostos estranhos ao nosso corpo, 0s
xenobidticos e essa constante exposicao pode levar a absor¢ao dessas substancias através dos
pulmdes, pele ou ingestdo. Os xenobidticos podem ter origem natural ou sintética e incluem
farmacos, aditivos alimentares, pesticidas, toxinas, substancias quimicas de uso industrial e
poluentes ambientais de diversos tipos. Podem ser inofensivos, ou provocar respostas
bioldgicas de natureza farmacolédgica ou toxica (Franco e Franco, 2003; Gandolfi e Sipes,
1991).

A eliminag@o dos xenobidticos ocorre através da urina, bile, fezes, ar expirado e
transpiracao, sendo que no caso de compostos ndo volateis, essa eliminagdo depende da
solubilidade da molécula em meio aquoso. Alguns xenobidticos mais hidrossoliveis podem
ser eliminados de forma inalterada, isso €, para serem eliminados ndo necessitam passar pelo
processo de biotransformacdo. Moléculas mais lipofilicas tém maior probabilidade de
permanecerem no organismo, ja que os meios usuais de eliminacdo sdo em grande parte
aquosos. Por isso a importancia do processo de biotransformacao; assim compostos lipofilicos
ddo origem a metabdlitos finais hidrossoldveis, gracas a adi¢do de um grupo hidroxila que
torna o composto mais polar, e assim, mais solivel em meio aquoso (Rocha, 2004). A
biotransformacao consiste portanto, em uma mudanga quimica sofrida pelo xenobidtico no
organismo, sob a a¢@o de enzimas especificas e/ou inespecificas (Meyer, 1996).

Nesse processo ocorrem reagdes que sao catalisadas por enzimas, cuja producao é
determinada geneticamente. Alguns genes controlam a produgdo dessas enzimas que atuam
nas diferentes etapas da biotransformacao (Korolkovas e Burckhalter, 1988; Lehninger et al,
1995; Nora e Fraser, 1985). Essas enzimas sdo encontradas em abundancia no figado, apesar
de estarem presentes em quase todos os 6rgaos. Sua atividade é maior no figado e nos tecidos
situados nas portas de entrada do organismo, como o trato gastrointestinal, pele, pulmao e
mucosa nasal. Rins, pancreas, coragdo, cérebro, testiculos, placenta, ovarios também exibem
importante capacidade metabdlica em termos de biotransformacio de xenobidticos (Rocha,
2004).

A modificacdo quimica de um xenobidtico pela biotransformacdo também pode

alterar o seu efeito bioldgico. Muitos farmacos precisam ser inicialmente biotransformados
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para exercerem o seu efeito terapéutico, da mesma forma que muitos xenobidticos sé
apresentam efeitos toxicos depois de serem biotransformados. A biotransformacdo pode dar
origem a metabdlitos intermedidrios altamente reativos que, diferentemente das moléculas
parentais as quais o organismo foi originalmente exposto, sdo capazes de se ligar a proteinas e
acidos nucléicos causando citotoxicidade e genotoxicidade (Omura, 1999; Vermeulen, 1996).

Através de testes bioquimicos realizados com o tecido hepatico por centrifugacdes
sucessivas foi possivel constatar a presenca e a localizacdo de enzimas a nivel subcelular nas
diferentes fracdes: fracdo solivel do citoplasma, o citosol (as enzimas encontradas sdo as
desidrogenases, esterases, amidases e transferases), fracdo mitocondrial (enzimas: monoamino
oxidases) e fracdo microssonal, relacionado aos microssomos que sdo estruturas do reticulo
endoplasmadtico (enzimas: citocromos P450) (Franco e Franco, 2003; Parkinson, 2001). A
presenca destas enzimas no reticulo endoplasmatico pode ser explicada pelo fato dos
substratos primdrios das enzimas de biotransformacdo (xenobidticos) serem moléculas
lipofilicas que tendem a se concentrar, portanto, na matriz lipoprotéica de que sdo constituidas
as membranas (bicamada lipidica) do reticulo endoplasmaético (Parkinson, 2001).

A velocidade da biotransformacdo € afetada por fatores genéticos
(polimorfismos), fisiolégicos (doenca, estado clinico, idade, sexo) e ambientais (poluentes e
substancias quimicas industriais) ou por uso concomitante de outras drogas, entre outros
fatores (Franco e Franco, 2003). Como a biotransforma¢do, de modo geral, facilita a
eliminacdo dos xenobidticos lipofilicos que podem causar efeitos adversos, ela € considerada

um processo de desintoxicacdo (Gandolfi e Sipes, 1991; Parkinson, 2001; Vermeulen, 1996).

1.3.1 Fases da biotransformacao

A maquinaria de metabolizacdo xenobidtica possui dois tipos de enzimas: as de
metabolismo oxidativo mediado, ou de fase I, e as enzimas conjugadas, ou de fase II. Muitos
compostos sdo convertidos a metabolitos altamente reativos pelas enzimas oxidativas de fase
I, principalmente enzimas da superfamilia do citocromo P450 (CYPs). Em contraposicao, as
reacoes da fase II envolvem a conjugacdo com um substrato enddgeno, por meio das
glutationa S-transferases (GSTs), UDP glucuroniltransferases e N-acetiltransferases (NATS),
que agem como enzimas inativadoras dos produtos da fase I, tornando os metabolitos
hidrofilicos e passiveis de excrecao (Rossit, 2000).

As reacOes que sdao catalisadas por enzimas de biotransformac¢do podem ser

agrupadas em duas fases: as reacdes de fase I e as reagdes de fase II. A fase I consiste em
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reacoes de hidrdlise, reducdo e oxidagdo, essas sdo reacdes que introduzem ou expdem um
grupo funcional quimicamente reativo (-OH, -NH2, -SH ou -COOH) na molécula do
xenobidtico. Estas reacdes normalmente resultam em aumento discreto da hidrossolubilidade
em relacdo a molécula original do xenobidtico, fornecem os grupos funcionais que
possibilitam as reacOes de fase II de conjugacdo a um composto endégeno (Gandolfi e Sipes,
1991; Gibson e Skett, 1994; Parkinson, 2001).

As reagdes da fase II, que podem ser precedidas ou ndo pelas reacdes de fase I,
incluem glicuronidagdo, sulfatacdo, acetilacdo, metilacdo, conjugacdo com glutationa,
aminodcidos e 4cidos graxos. Nestas reagdes, o metabodlito oriundo da fase I, é ligado
covalentemente a uma macromolécula endégena, dando origem a um conjugado hidrossoluvel
que pode ser eliminado mais facilmente (Gandolfi e Sipes, 1991; Gibson e Skett, 1994;
Parkinson, 2001). Embora a seqiiéncia tipica seja a fase II sucedendo a fase I, caso o
xenobidtico possua grupos funcionais adequados, a conjugacdo pode ocorrer sem ser
precedida pela fase I e, em alguns casos excepcionais, produtos conjugados de fase 1l podem
ser substratos para reacoes catalisadas pelas enzimas de fase I (Rocha, 2004).

O sistema enzimatico mais importante na catdlise das reacdes de fase I € o sistema
citocromo P450, localizado nas membranas do reticulo endoplasmatico, ou fracdo
microssomal, de células de varios tecidos (principalmente no figado, rins e intestino). Ao
contrario do observado com os citocromos P450, enzimas ligadas 2 membrana microssomal,
as enzimas de fase II sdo soldveis e encontradas livres na fracdo citosélica. Algumas enzimas
de conjugacdo (fase II), no entanto, também estdo localizadas na fracio microssomal como

por exemplo, as UDP-glicuroniltransferases (Gibson e Skett, 1994; Parkinson, 2001).

1.3.2 Citocromos P450

Os tipos e a quantidade de citocromo P450 variam de acordo com a espécie, o
orgdo, a idade, a saude, o sexo, o estresse € a exposi¢ao a substancias quimicas (Gandolfi e
Sipes, 1991; Gibson e Skett, 1994). Os CYPs que metabolizam xenobidticos sdao com
freqiiéncia, induziveis pela exposi¢do prévia ao substrato ou a outras substincias exdgenas, ou
inibidos por outros xenobidticos e por diversas condi¢gdes (Parkinson, 2001).

O termo citocromo P450 refere-se a uma familia de heme proteinas (apresenta o
grupamento prostético heme em sua estrutura) presentes em todos os tipos de células de

mamiferos, exceto os glébulos vermelhos maduros e as células musculares esqueléticas, que
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catalisam a oxidacdo de uma grande variedade de compostos estruturalmente diferentes,
podendo ocorrer também em procariotos (Masters e Okita, 1980).

A nomenclatura de uma proteina como citocromo P450 vem de suas propriedades
espectrais, antes mesmo do conhecimento sobre suas fungdes cataliticas. Esse grupo de
proteinas possui um espectro de absorbancia obtido pela adi¢do de um agente redutor a uma
suspensdo de vesiculas do reticulo endoplasmatico (os microssomos), ocorre entdo o
borbulhamento do gds monodxido de carbono dentro da solucdo. Esse gas é ligado a heme-
proteina reduzida e produz um espectro de absorbancia em 450nm (Gandolfi e Sipes, 1991;
Stegeman e Livingstone, 1998).

Compostos sintetizados endogenamente (como esteroides e acidos graxos) e
compostos exdgenos (como as drogas), sdo substratos para esse sistema enzimdatico que tem
efeitos de longo alcance na medicina. Estd envolvido em: inativacdo ou ativacdo de agentes
terapéuticos; conversdo de produtos quimicos em moléculas altamente reativas, que podem
produzir dano celular indesejado, morte celular ou mutacdes; produgcdo de hormodnios
esterdides; e metabolismo de dcidos graxos e seus derivados (Masters e Okita, 1980).

As primeiras formas de CYP surgiram antes da divergéncia entre procariotos e
eucariotos (Lewis et al, 1998) sendo a sua fun¢do, possivelmente, de metabolizar compostos
endogenos e ndo xenobidticos. As primeiras CYPs com funcdo compravada de metabolizar
xenobidticos, surgiram aproximadamente ha 400-500 milhdes de anos (Lang & Pelkonen
1999). Sugeriu-se que elas apareceram devido a coevolucdo entre animais e plantas: o
consumo de plantas pelos animais atuou como pressao seletiva a favor de enzimas capazes de
metabolizar as toxinas produzidas pelos vegetais (Gonzalez e Nebert 1990, Nebert 1997).

O sistema corrente de nomenclatura dos CYPs foi proposto por Nebert et al, 1996.
O termo CYP, que representa as duas primeiras letras de citocromo (em ingl€s cytochrome) e
a primeira letra de P450, € usado como prefacio para designar um gene ou uma proteina como
uma forma de citocromo P450. A similaridade de sequéncia entre as diferentes formas de
citocromo P450 possibilita sua classificagcdo em vérias subfamilias génicas, esse sistema de
nomenclatura vem sendo adotado universalmente. Algarismos ardbicos designam a familia
especifica de cada forma de citocromo P450, seguidos por letras maitdsculas para identificar a
subfamilia e por outros algarismos ardbicos para designar a forma individual de citocromo
P450. Membros da mesma familia e subfamilia compartilham uma homologia na sequéncia de
aminodcidos de no minimo 40% e 55%, respectivamente (Masters e Okita, 1980).

O aumento na atividade de enzimas citocromo P450 pode resultar de (1)

duplicagdo génica levando a uma super expressdo de uma enzima citocromo P450, (2) a
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inducdo da sintese de citocromo P450 (aumento da transcri¢do ou estabilizagdo de RNA
mensageiro) por exposi¢do a fatores ambientais, ou (3) estabilizacdo da enzima (apoproteina)
j& existente por exposi¢cdo a um xenobidtico. Por outro lado, a diminui¢do da atividade das
enzimas citocromo P450 pode resultar de (1) uma mutacdo que bloqueia a sintese de uma
enzima CYP ou leva a sintese de uma enzima inativa ou cataliticamente comprometida, (2)
exposicdo a um fator ambiental (como uma doenca infecciosa ou um xenobiético) que
suprime a expressao da enzima citocromo P450, ou, (3) exposi¢cdo a um xenobidtico que inibe
ou inativa a enzima CYP pré-existente (Parkinson, 2001).

Até o momento sdo conhecidas 11 familias do citocromo P450 humano, que
incluem 30 enzimas ou citocromos diferentes e sabe-se da existéncia de aproximadamente 58
genes CYP. Porém, a maioria dos xenobidticos s@o metabolizados pelos genes das familias
CYPI, CYP2 e CYP3 e destes, os mais importantes na geracdo de metabdlitos secundérios
capazes de induzir dano ao DNA sdo CYPIAI, CYPIA2, CYPIBI, CYP2EIl e CYP3A4 (Audi
e Pussi, 2000; Gaspar, 2002).

As enzimas citocromo P450 microssomais hepaticas de cada uma dessas familias
geralmente pertencem a uma Unica subfamilia. Uma exce¢@o notdvel é a familia CYP2 que
contém 5 subfamilias (CYP2A, CYP2B, CYP2C, CYP2D e CYP2E). O nimero de enzimas
CYP em cada subfamilia difere de uma espécie para outra (Parkinson, 2001). Os componentes
do sistema P450 sdo:

e citocromo P450: componente primordial do sistema enzimadtico oxidativo. Foi
assim denominado por Omura & Sato (1964), porque o complexo formado com o monoéxido
de carbono apresentava um pico de absorcdo espectrofotométrica no comprimento de onda
450 nm. Essa enzima apresenta um nucleo pirrélico com o atomo de ferro a semelhanca da
hemoglobina, sendo considerada uma hemoproteina;

* NADPH-citocromo P450 redutase ou NADPH-citocromo C redutase: enzima
intermedidria, flavoproteina, contendo quantidades equimolares de flavina mononucleotidio
(FMN) e flavina adenina dinucleotidio (FAD). Um outro grupo enzimdtico, NADH-citocromo
b5 redutase, acompanha o citocromo P450 e funciona como alternativa na transferéncia de
elétrons, da fonte para o citocromo P450. Essas enzimas necessitam de um agente redutor, a
nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato (NADPH), e do oxigénio molecular. Consome-se
uma molécula de oxigénio por molécula de substrato, com um dtomo de oxigénio aparecendo

no produto e o outro, na forma de dgua (Oga et al, 1988; Oga, 1996).
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1.3.3 Polimorfismo genético no gene CYPIA1

O CYPIAI esté localizado no cromossomo 15q22-q24 e contém sete exons. A
enzima CYP1A1l metaboliza varios xenobidticos, como as aminas aromaticas € oS
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, gerando outras substancias toxicas (Corchero et al,
2001; Guengerich e Shimada 1998, Jaiswal e Nebert 1986, Nebert 1991). Colavecchia et al
(2007) relataram a expressao do CYP1A no tecido endotelial ocular (lente e retina).

CYPIAI é um dos trés membros da familia CYP1, que € encontrada
principalmente em tecidos extra-hepaticos e participa no metabolismo de um vasto nimero de
xenobidticos, bem como em um pequeno nimero de substratos enddgenos. Entre as diferentes
reacoes catalisadas pela enzima CYP1AI, estd a adicdo de uma hidroxila em uma posi¢ao do
anel aromatico, que € considerada um marco para o inicio da carcinogénese, através da
conversdo de produtos altamente reativos que podem causar mutagoes em humanos (Buterin
et al, 2000; Wei et al, 1996).

A ativacdo da transcricdo do gene CYPIAI é mediada pela ligacdo de um
xenobidtico, substrato da enzima CYP1Al, ao receptor citosdlico (AhR — receptor aril
hidrocarboneto) e também € mediada por sua translocagdo para o nucleo e subsequente
formacdo de um dimero, que interage com os elemento de resposta ao xenobidtico
correspondente para assim ativar a transcricdo (Hankinson, 1995). Embora a via AhR de
ativacdo de xenobidticos tenha sido bem estabelecida para um grande nimero de ligantes
exdgenos, o receptor parece participar de importantes processos de desenvolvimento e de
regulacdo das células (Androutsopoulos et al, 2009).

O polimorfismo genético caracteriza-se pela presenca de diferentes versdes de
uma seqiiéncia de DNA (alelos), em um determinado local cromossémico (locus) e encontra-
se em uma freqiiéncia superior a 1% nos cromossomos da populacdo em geral. Diferente do
polimorfismo, o termo mutacio se refere a qualquer mudanca permanente na seqiiéncia de
nucleotideos ou DNA e ocorre em freqiiéncia inferior a 1% da populag¢do (Willard 2002).

Foram descritos na literatura dois polimorfismos associados ao gene CYPIAI o
polimorfismo m1 (CYPIAIml) ou CYPIAI*2A, caracterizado pela transicio T->C, no exon
7, na regido 3’ ndo codificadora criando um sitio de clivagem, o local da restri¢do da enzima
Mspl. O segundo polimorfismo, o m2 é caracterizado pela transicio de A=>G, que leva a

substituicdo de um aminodcido valina por isoleucina no cédon 462 (Li et al, 2005; Slattery et

al, 2004).

34



Polimorfismos nos genes que codificam as enzimas da fase I e fase Il que
metabolizam xenobidticos estdo associados com a susceptibilidade ao cancer de pulmao em
varios estudos epidemioldgicos (Demir et al, 2005). Sivaraman et al (1994) mostraram
associacdo entre o polimorfismo CYPIAIml e o aumento do risco de cancer colorretal. Souza
(2011), estudou a relagdo do polimorfismo CYPIAIml com a endometriose € encontrou
maior freqiiéncia do alelo polimérfico (wl/ml e m1/ml) em pacientes com quadro clinico
mais severo da patologia. Os polimorfismos do gene CYP/AI mostraram associacdo com 0
aumento da atividade da enzima aril hidrocarboneto hidroxilase (AHH) e inducdo de genes,
apesar de haver alguma discrepancia na literatura (Hung et al, 2003).

O significado funcional da variagdo dos diferentes polimorfismos do gene
CYPIAI ndo estd clara. Estudos sobre CYPIAI em linfécitos humanos cultivados
apresentaram niveis significativamente elevados de atividade induzivel da enzima entre o
alelo m2 em comparacdo com o genétipo selvagem (Li et al, 2004). Crofts e seus
colaboradores (1994) relataram que o alelo m2 parece estar associado com a capacidade de
inducdo do CYPIAI a nivel da transcricdo, seguido de elevacdo na atividade da enzima aril
hidrocarboneto hidroxilase. O alelo m1 foi também notificado como sendo mais facilmente
induzido do que o gendtipo do tipo selvagem (Li et al, 2004). O polimorfismo de restri¢ao
Mspl, parece promover aumento da expressdo do CYPIAI (Arvanitis et al, 2001). Desse
modo, diferencas genéticas na regulacdo, expressao e atividade dos genes de fases I e II pode
ser o fator crucial na susceptibilidade a certos tipos de doencas, como o GPAA (Rossit et al,
2000).

Tem sido demonstrada correlacdo entre o polimorfismo, tabagismo e risco de
cancer de pulmdo. As pessoas que t€ém um alelo de alta “inducibilidade”, particularmente
entre os tabagistas parecem correr um maior risco de desenvolver cancer de pulmao. Os dados
indicam que o proprio tabagismo induz a expressdo do gene CYPIAI (Marchand et al, 1998).
Por outro lado, os homozigotos para o alelo recessivo de baixa inducibilidade demonstram ser
menos propensos a desenvolver cancer de pulmao possivelmente por que sua AHH € menos
eficiente, no que diz respeito a converter os hidrocarbonetos em carcindgenos altamente
reativos (Cascorbi et al 1996). Estes polimorfismos genéticos no gene CYPIAI aumentam o
risco do desenvolvimento de cancer de pulmdo. No céancer colorretal ainda ndo ha um
consenso quanto a associacdo entre o polimorfismo e maior risco de desenvolvimento da

doenca (Inoue et al, 2000; Kampman et al,1999; Sivaraman et al, 1994; Song et al, 2001).
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1.3.4 Citocromo P450 e glaucoma

O CYPIBI se mostrou um modificador para o GPAA que, juntamente com
mutacdes MYOC, agilizariam a progressao da doenca que deixaria de ter inicio adulto para
uma forma juvenil em um modo de heranga digénica. No entanto, o mecanismo molecular
subjacente que envolve estes dois genes na patogénese do glaucoma ainda ndo foi
compreendido (Vincent et al, 2002). Um grande estudo conduzido em pacientes franceses
com GPAA mostrou mutagdes no gene CYPIBI em 4,6% (11 de 236) dos pacientes
estudados, com resultados negativos para mutacoes MYOC (Melki et al, 2004). Apesar do
CYPIBI ser um gene comumente associado ao glaucoma congénito primario, mutagdes
neste gene também té€m sido associadas com glaucoma de angulo aberto juvenil (JOAG)
(Acharya et al, 2006).

Um produto do gene CYPIBI participa do metabolismo de muitos compostos,
incluindo 17B-estradiol. A perda da funcdo da proteina € provavelmente o mecanismo
genético bdsico, como a maioria das mutagdes sdo delecdes, inser¢des ou mutagdes sem
sentido que ocorrem em regides do DNA causando alteracdes na proteina altamente
conservada que sdo necessdrias para seu funcionamento. Existe a hipotese de que alteragdes
no metabolismo dos estrégenos pode ser a base para as anomalias oculares associadas com
defeitos nesse gene. A maioria dos pacientes com glaucoma congénito causado por mutacoes
no CYPIBI tém a forma grave da doenca. Além disso, o metabdlito dcido araquidonico
citocromo P450-dependente inibe Na +, K +, -ATPase na cérnea e pode regular a
transparéncia da cornea e a producao do humor aquoso (Mahdy, 2010).

Até o momento, 12 genes foram identificados a partir de 29 loci génicos que t€ém
sido relacionados ao glaucoma. Os genes ja identificados sdo responsdveis por uma pequena
parte do total de casos de glaucoma (Fan et al, 2006; Fan e Wiggs, 2010; Wiggs, 2007), fato
que ressalta a importincia da descoberta de novos genes, principalmente nos loci ja
conhecidos. O presente trabalho faz parte de um projeto de busca de novos genes ligados ao
GPAA. Um dos loci génicos que tem sido relacionados a essa doenga é o locus GLCII
localizado no cromossomo 15q11-13 (Mahdy, 2010), regido préxima a do polimorfismo
CYPIAImI (15q22-24). O CYPIAI esta envolvido na biotransformacgdo de xenobidticos € o
polimorfismo ml leva a uma maior atividade enzimadtica (Arvanitis et al, 2001; Li et al,
2004). O polimorfismo CYPIAImI tem sido alvo de diversos estudos e consequentemente,
tem sido relacionado a vérias doencas que sao influenciada pela exposi¢do a xenobidticos,

assim como o GPAA (Demir et al, 2005; Sivaraman et al, 1994).
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2. JUSTIFICATIVA

O termo glaucoma descreve um grupo heterogéneo de doencgas oftdlmicas que
levam a atrofia do nervo 6ptico e a permanete perda da visao, afetam mais de 67 milhdes de
individuos em todo o mundo. Como o nimero de glaucomatosos aumenta exponencialmente
com a idade, é esperado um consequente aumento do nimero de casos de glaucoma no futuro.
E uma doenca insidiosa e os pacientes afetados frequentemente nio apresentam sintomas
especialmente no seu estdgio inicial. Quando detectados precocemente, a maioria dos casos
podem ser tratados impedindo a progressdao da doenca e consequentemente seu agravamento
(Quigley, 1996; Tuck e Crick, 1998).

O glaucoma primdrio de angulo aberto € a forma mais comum da patologia e é
uma das principais causas de cegueira irreversivel, afetando mais de 33 milhdes de pessoas no
mundo (Quigley e Broman, 2006; Tielsch et al, 1991). Estudos populacionais mostram que
um historico familiar positivo € um importante fator de risco para GPAA (Leske et al, 1995;
Tielsch et al, 1994). A participacdo de fatores hereditarios no desenvolvimento do glaucoma
foi inicialmente descrita por Benedict em 1842 que observou a ocorréncia de familias com a
doenca. Desde entdo, vérios trabalhos vém sendo feitos na tentativa de elucidar as bases
genéticas desta doenca.

Por isso a importancia da identificagdo de novos genes modificadores que agiriam
de forma a colaborar para o aparecimento da doenca ou tornd-la mais ou menos grave, isso &,
identificar novos genes ou novas regides do genoma associadas ao glaucoma primario de
angulo aberto em familias brasileiras. Possibilitando uma melhor compreensdo dos
mecanismos por meio dos quais esta doencga se desenvolve e melhores tratamentos e métodos
diagnésticos, evitando um impacto scio econdmico grande na populacdo brasileira.

Um dos loci génicos que tem sido relacionados ao GPAA é o GLCI1I localizado
no cromossomo 15q11-13 (Mahdy, 2010). Este estudo visa analisar o envolvimento do
polimorfismo CYPIAIml, localizado do gene 15q22-24, como causador/fator de risco do
GPAA, ja que esse polimorfismo tem sido associado por muitos autores com xenobidticos € o
cancer de pulmao. O polimorfismo CYPIAIml ndo tem sido encontrado em estudos genéticos

ou epidemioldgicos relativos ao GPAA.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar o polimorfismo CYPIAImlI no grupo de portadores de glaucoma
primdrio de dngulo aberto e no grupo controle, atendidos em uma clinica oftalmoldgica de

Goiania- GO.

3.2 Objetivos especificos

* Analisar a freqiiéncia dos genétipos (wl/wl, wl/ml ou ml/ml) do
polimorfismo CYPIAImI em um grupo de pacientes com GPAA e em um grupo controle.

* Verificar se o polimorfismo CYPIAImIl apresenta correlacdo com a idade,
género, etnia, tabagismo.

* Verificar se existe associacdo entre o polimorfismo génico CYPIAImI e o

GPAA.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Casuistica

O presente estudo € do tipo retrospectivo caso-controle. Foi coletado 10mL de
sangue periférico de 152 pacientes, sendo que 100 deles foram diagnosticados como
portadores de glaucoma primdrio de angulo aberto e 52 pacientes com exame dentro dos
padrdes considerados normais, representando o grupo controle, atendidos na Pronto Clinica de
Olhos em Goidnia. O presente estudo foi analisado e aprovado pelo Conselho de Etica e
Pesquisa da Pontificia Universidade Catdlica de Goids. Todos os pacientes responderam a um
questiondrio socio-econdmico e os dados referentes ao paciente foram coletados em
formulérios préprios, juntamente com o seu consentimento informado e esclarecido (Anexos
L IL Ol e IV).

Os pacientes foram submetidos a exame oftalmologico completo, incluindo:
acuidade visual com correcdo e sem corre¢do, gonioscopia, biomicroscopia, fundoscopia,
tonometria com tondmetro de aplanacdo de Goldmann; campimetria computorizada
Humphrey na estratégia sita-Standard 24-2, retinografia (disco Optico) e paquimetria.

Foram considerados critérios de inclusdo para o grupo caso: 60% de escavacao;
pressdo intra-ocular maior que 2ImmHg; alteracdes campimétricas sugestivas de dano
glaucomatoso; biomicroscopia com auséncia de infeccdo; catarata ou cirurgias oftalmolégicas
prévias; gonioscopia com seio amplo (Shaffer grau quatro, ou seja, visualizagdo de todas as
estruturas do seio). Foram considerados critérios de inclusdo para o grupo controle: escavacao
menor ou igual a 50% e auséncia de assimetria; pressao intra-ocular menor que 21mmHg;
campimetria e biomicroscopia normais; auséncia de cirurgias oftalmoldgicas prévias e

auséncia de angulo de seio aberto (Shaffer grau quatro) (Stamper, 1999; Susanna, 1999).

4.2 Extracao de DNA genémico

Para extracdo de DNA gendmico foi utilizado o kit [lustra GFX (GE Healthcare,
USA). A integridade do DNA foi certificada por meio de eletroforese em gel de agarose a
2% corado com brometo de etidio (Spg/mL) e visualizado no Sistema de Video
Documentacdao VDS® (Image Master VD® - Amersham Pharmacia Biotech, USA). O DNA

genOmico foi mantido a temperatura de -20°C até a amplificacdo por PCR.
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4.3 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

As amostras de DNA foram submetidas a PCR para amplificacio do gene
CYPIAI e posterior digestdo enzimdtica. Como controle interno de DNA humano foi
utilizado o gene ZFX/Y. Os procedimentos para ambos os genes foram realizados em
duplicata. Os primers estdo resumidos na tabela I, as condi¢des de termociclagem estdo

resumidas na tabela II e III e os protocolos de amplificacdo estdo resumidos nas tabelas IV e

V.

Tabela I: Seqiiéncia nucleotidica dos primers CYP1A1l e ZFX/Y.

Primer Sequéncia (57 - 37) Tamanho do produto
CYPI1ALI F: TAG GAG TCT TGT CTC ATG CCT 340 pb
R: CAG TGA AGA GGT GTA GCC GCT
ZFX/Y F: ACC RCT GTA CTG ACT GTG ATT ACT C 495 pb
R: GCA CYT CTT TGG TAT CYG AGA AAGT

Mota et al, 2010; Simoni et al, 2004.

Tabela II: Protocolo de Termociclagem para amplifica¢do dos primers CYP1A1.

Temperatura (°C) Tempo (minutos) Ciclos
Desnaturacao inicial 94°C 5 1
Desnaturacio 94°C 1
Anelamento 56°C 1 30
Extensdo 72°C 1,5
Extensao final 72°C 7 1
Armazenamento 4°C oc

O produto obtido em cada reacdo em cadeia da polimerase foi posteriormente
submetido a eletroforese em gel de agarose a 2%, em um campo elétrico de 10 V/cm, corado
com brometo de etidio (Spg/mL) e o registro visual do gel feito com o auxilio do aparelho de

Video Documentacao VDS® (Image Master VD® - Amersham Pharmacia Biotech, USA).
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Tabela III: Protocolo de Termociclagem para amplificagdo dos primers ZFX/Y.

Temperatura (°C) Tempo (minutos) Ciclos
Desnaturacao inicial 95°C 5 1
Desnaturacio 95°C 1
Anelamento 55°C 0,5 35
Extensdo 72°C 1
Extensao final 72°C 7 1
Armazenamento 4°C oc

Tabela IV: Protocolo para a amplificagdo do gene CYPIAI.

Reagentes [] reagentes Volume para 1 amostra

Tampao (5x) 1X 5,0 ud
MgCl, (25mM) 1,5 mM 1,5u
dNTPs 1,25 mM de cada 4,0 ul
Taq polimerase 5 U/pl 2,5 U/ul 0,2 ul
Primer sense 0,02 mM 0,5 ul
Primer antisense 0,02 mM 0,5 ul
H,O Mili Q - 10,3 ul
DNA amostra 200 ng/pL. 3,0 ul

Volume final 25,0 ul

Tabela V: Protocolo para a amplificacdo do gene ZFX/Y.

Reagentes [] reagentes Volume para 1 amostra

Tampao (5x) 1X 5,0 ul
MgCl, (25mM) 1,5 mM 1,5l
dNTPs 1,25 mM de cada 4,0 ul
Taq polimerase 5 U/ul 2,5 U/ul 0,2 ul
Primer sense 0,02 mM 0,5 ul
Primer antisense 0,02 mM 0,5 ul
H,0 Mili Q --- 10,3 ul
DNA amostra 200 ng/pLL 3,0 ul

Volume final 25,0 ul
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4.4 Polimorfismos de comprimento de fragmentos de restricao (RFLP)

A técnica PCR-RFLP foi utilizada para detec¢do do polimorfismo CYPIAImI. Os
fragmentos amplificados através da PCR foram avaliados por meio da digestdo enzimadtica
com a enzima de restricdo Mspl pronta para uso (Fermentas, CN). O protocolo da digestao

enzimatica esta resumido na tabela VI.

Tabela VI: Reagentes utilizados no processo de restricdo enzimatica e as concentragdes utilizadas.

Reagentes Volume para 1 amostra
Tampao da enzima 40uL

Enzima de restri¢ao Mspl 1,0 uL

Agua MiliQ 10,0 uL

PCR 15,0 uLL

Volume total 30,0uL

A mistura dos reagentes utilizados para a digestdo enzimadtica permaneceu a 37°C
durante 12 horas para a andlise do polimorfismo CYPIAImI. Os fragmentos foram avaliados
em gel de agarose 2%, corados com brometo de etideo. O fragmento para o alelo selvagem
ml(wl/w1) foi de 340 pb, o heterozigoto (wl/ml) apresentou fragmentos de 340pb, 200pb e
140pb, e homozigoto mutante (m1/m1) de 200pb e 140pb (Tabela VII).

Tabela VII: Sequéncia de clivagem e tamanho dos fragmentos esperados.

Enzima de Sequéncia de Tamanho do produto

restricao reconhecimento

Mspl 5 -C*CGG - 37 340 pb (Homozigoto selvagem)
3°-GGC*C - 57 140 pb e 200 pb (Homozigoto mutante)

140 pb, 200 pb e 340 pb (Heterozigoto)

*Sitio de clivagem

4.5 Analise dos resultados

As idades entre os grupos foram comparadas através do teste de Mann-Whitney.
O teste qui-quadrado (x°) foi utilizado para comparar a distribui¢do dos diferentes gendtipos
no grupo caso e no grupo controle. O software utilizado para a realizacdo dos testes
estatisticos foi o Bioestat versdo 5.0. O célculo de probabilidade de associacdo entre as
caracteristicas analisadas foi feito através do teste de Fisher. O Odds Ratio (OR) e seus
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intervalos de confianca (IC 95%) foram calculados com a finalidade de avaliar a intensidade
da associacdo entre os grupos glaucoma e controle. Valores de p menores que 0,05 foram

considerados significantes.
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5. RESULTADOS

Os fragmentos obtidos apds a ingestdo enzimdtica foram submetidos a

eletroforese em em gel de agarose 2%, corados com brometo de etideo (figura 6).

340 pb

200 phb
140 pb

Figura 6: Gel de agarose 2% mostrando digestdo enzimadtica para o polimorfismo CYPIAIml. Nas colunas de 1
a 3 est@o amostras de pacientes que foram submetidas a digestdo enzimdtica com enzima Mspl. O paciente 1 é
homozigoto mutante m1/m1 (200 e 140pb), paciente 2 homozigoto selvagem wl/wl (340pb) e o paciente 3 é
heterozigoto wl/ml (340, 200 e 140pb). O padrao de peso molecular (Ld) utilizado nesta andlise foi de 100pb.

Os pacientes estudados foram divididos em dois grupos: grupo glaucoma
composto por pacientes portadores de GPAA e o grupo controle composto por pacientes nao
portadores de GPAA. O grupo estudado foi composto por 152 pacientes, sendo que 100
(66%) pacientes pertenciam ao grupo caso € 52 (34%) pertenciam ao grupo controle.

Do total de 152 amostras analisadas, o grupo glaucoma (n=100) apresentou idade
média de 60,4 anos com desvio-padrdao (DP) de 15,8, e o grupo controle apresentou idade
média de 44,4 anos e DP de 16,0. Através do teste U de Mann Whitney foi possivel observar
a homogeneidade entre os grupos glaucoma e o grupo controle, portanto a diferenca entre as
1dades dos grupos € estatisticamente significativa (p=0,0001) (tabela VIII).

Foi realizada avaliagdo da freqiiéncia dos alelos wl/wl, wl/ml e m1/ml nos
grupos glaucoma e controle, os resultados dessa avaliacdo estdo apresentados na tabela IX. A
presenca do genétipo wl/wl foi encontrada em 16% (n=16) dos pacientes do grupo glaucoma

e em 54% (n=28) dos pacientes do grupo controle. Foi encontrado 77% (n=77) do genétipo

44



wl/ml no grupo glaucoma e 46% (n=24) no grupo controle; 7% (n=07) de m1/m1 no grupo
glaucoma e 0% (n=0) no grupo controle. A frequéncia do gendtipo wl/wl foi
aproximadamente o triplo no grupo controle (54%) comparado ao grupo com glaucoma

(16%), sendo esta diferenca estatisticamente significativa (p=0,0001).

Tabela VIII: Comparacio da idade média entre o grupo glaucoma e o grupo controle.

Grupo Idade Média DP *P
Glaucoma (n=100) 60,4 15,8 0,0001
Controle (n=52) 44.4 16,0

*Valor de P do teste U de Mann Whitney, P<0,05.

Tabela IX: Frequéncia dos gendtipos wl/wl, wl/ml e m1/ml do gene CYPIAI entre os grupos
glaucoma e controle.

Varidvel Glaucoma Controle

%o N % N *p
wl/wl 16 16 54 28
wl/ml 77 77 46 24 0,0001
ml/ml 7 07 0 00
Total 100,0 100 100,0 52

*P valor do teste x”.

A tabela X mostra a distribuicdo genotipica entre 0 sexo masculino e 0 sexo
feminino nos diferentes grupos estudados. Analisando o polimorfismo CYPIAIml nos
individuos do sexo feminino, 12 % (n=6) do grupo glaucoma apresentam genétipo wl/wl e
88% (n=42) apresentam os gendtipos wl/ml+m1l/ml; enquanto 59% (n=20) das pertencentes
ao grupo controle apresentam o genétipo wl/wl e 41% (n=14) apresentam os genotipos
wl/ml+ml/ml. Nas mulheres, a presenca dos genodtipos wl/ml + ml/ml foi 2 vezes maior
no grupo glaucoma (88%) em relacdo ao grupo controle (41%), sendo essa diferenca
estatisticamente significativa (p<0,0001 e OR=0,1000 (0,0335-0,2988)).

Analisando o polimorfismo CYPIAImI nos individuos do sexo masculino, 17%
(n=09) destes pertencem ao grupo glaucoma apresentam o genotipo wl/wl e 83% (n=43)
apresentam os genotipo wl/ml+m1l/ml. No grupo controle 44% (n=8) apresentam o gendtipo
wl/wl e 56% (n=10) apresentam o genétipo wl/ml+ml1/ml. Nos homens, a freqiiéncia do
genotipo wl/wl foi 2,75% maior no grupo controle (44%) do que no grupo glaucoma (17%),

sendo essa diferenca estatisticamente significativa (P=0,0259 e OR=0,2616 (0,0808-0,8472)).
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Tabela X: Distribui¢io genotipica entre os géneros nos grupos estudados.

Feminino
Grupo Glaucoma Controle
Varidveis % N % N *p OR Min Max
wl/wl 12 6 59 20
wl/ml + m1/ml 88 42 41 14 <0.0001 0,1000 0,0335 0,2988
Total 100,0 48 100,0 34

Masculino

Glaucoma Controle

wl/wl 17 9 44 8
wl/ml + m1/ml 83 43 56 10 0,0259 02616  0,0808  0,8472
Total 100,0 52 100,0 18

*Valor de P do teste Exato de Fisher.

A tabela XI mostra a distribuicdo genotipica entre pacientes caucasoéides,
mongoldides e negrdides nos diferentes grupos estudados. Em relacdo ao grupo glaucoma, 09
pacientes ndo informaram a qual grupo racial pertencem e também 02 pacientes do grupo
controle. Foram considerados como individuos negréides aqueles que se classificaram como
negros e pardos.

Analisando o polimorfismo CYPIAIml nos individuos caucaséides, 19% (n=13)
dos individuos pertencentes ao grupo glaucoma apresentam genétipo wl/wl e 81% (n=55)
apresentam os genétipos wl/ml+ml/ml; enquanto 58% (n=23) dos individuos pertencentes
ao grupo controle apresentam o genétipo wl/wl e 42% (n=17) apresentam os gendtipos
wl/ml+ml/ml. Nos individuos caucasdides a freqiiéncia do gendtipo wl/wl no grupo
controle € 3 vezes maior que no grupo glaucoma, sendo esse resultado estatisticamente
significativo (p=0,0001 e OR=0,1747 (0,0731-0,4174)).

Analisando o polimorfismo CYPIAIml nos individuos mongoldides, nenhum
individuo pertencente ao grupo glaucoma apresenta gendtipo wl/wl e 100% (n=03) desses
individuos apresentam os gendétipos wl/ml+ml/ml; enquanto nenhum individuo pertencente
ao grupo controle apresenta os genétipos wl/wl e wl/ml+ml/ml. Nos individuos
mongoldides a diferenca entre o gendtipo do polimorfismo Mspl e o grupo a que pertencem

nao € estatisticamente significativo (p=1,0000).
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Tabela XI: Distribuicdo genotipica entre caucasoides e negroides nos diferentes grupos estudados.

Grupos Glaucoma Controle
Etnia Caucasoide Caucasdide
Varidveis % N % N *P OR Min Max
wl/wl 19 13 58 23
wl/ml + 81 55 42 17 0,0001 0,1747 0,0731 0,4174
ml/ml
Total 100 68 100 40

Mongoléide Mongoloide
wl/wl 0 0 0 0  1,0000 - - -
wl/ml + 100 3 0 0
ml/ml
Total 100 3 0 0

Negroide Negroide

wl/wl 5 1 50 5
wl/ml + 95 20 50 5 0,0075 0,0500 0,0045 0,5296
ml/ml
Total 100 21 100 10

*Valor de P do teste Exato de Fisher.

Analisando o polimorfismo CYPIAImI nos individuos negréides, 5% (n=01) dos
individuos pertencentes ao grupo glaucoma apresentam genétipo wl/wl e 95% (n=20)
apresentam os genotipos wl/ml+ml/ml; enquanto 50% (n=05) dos individuos pertencentes
ao grupo controle apresentam o genétipo wl/wl e 50% (n=05) apresentam os genétipos
wl/ml+ml/ml. A frequéncia do genétipo wl/ml + m1/ml em negréides no grupo glaucoma
(95%) foi de quase 2 vezes maior do que em negroides no grupo controle (50%), sendo esta
diferenca estatisticamente significativa (p=0,0075 e OR=0,0500 (0,0045-0,5296)).

A tabela XII mostra a distribuicdo genotipica entre pacientes tabagistas ou ndao nos
grupos estudados. No grupo glaucoma 04 pacientes ndo prestaram informagdes sobre o
tabagismo. Analisando o polimorfismo CYPIAIml nos individuos tabagistas, 17 % (n=01)
dos individuos pertencentes ao grupo glaucoma apresentam genétipo wl/wl e 83% (n=05)
apresentam os genétipos wl/ml+ml/ml; enquanto 50% (n=01) dos individuos pertencentes
ao grupo controle apresentam o genétipo wl/wl e 50% (n=01) apresentam os genétipos

wl/ml+ml/ml. Nos individuos que sao tabagistas, a diferenca entre o gendtipo do
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polimorfismo Mspl e o grupo a que pertencem ndo € estatisticamente significativa (p=0,4643

e OR=0,0200).

Tabela XII: distribuicdo genotipica entre pacientes tabagistas ou ndo nos grupos estudados.

Tabagismo
Sim Sim
Grupos Glaucoma Controle
Varidveis % N % N *p OR Min Max
wl/wl 17 1 50 1 0,4643  0,2000 - -
wl/ml + m1/ml 83 5 50 1
Total 100 6 100 2
Nao Nao

Glaucoma Controle
wl/wl 16 14 55 27 <0.0001 0,1501 0,0674 0,3344
wl/ml + ml/ml 84 76 45 22
Total 100 90 100 49

*Valor de P do teste Exato de Fisher.

Analisando o polimorfismo CYPIAIml nos individuos ndo tabagistas, 16%
(n=14) do grupo glaucoma apresentam gendtipo wl/wl e 84% (n=76) apresentam os
genotipos wl/ml+ml/ml; enquanto 55% (n=27) dos individuos pertencentes ao grupo
controle apresentam o gendtipo wl/wl e 45% (n=22) apresentam os genotipos
wl/ml+ml/ml. A freqiiéncia do genétipo wl/wl em pacientes ndo tabagistas no grupo
controle (55%) foi 3,44 vezes maior do que no grupo glaucoma (16%), sendo esta diferenca

estatisticamente significativa ((p<0,0001e OR=0,1501 (0,0674-0,3344)).
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6. DISCUSSAO

Grande parte dos casos de GPAA tém uma base genética complexa e podem ser
causados pela combinacdo de fatores de risco genéticos e ambientais, cada um dos quais ndo
atuam sozinhos na causa do glaucoma. Tanto os fatores genéticos quanto os ambientais sao
freqiientemente detectados em pacientes com GPAA, mas podem também ser observados em
individuos que ndo apresentam a doenca. Genes que podem ser importantes na patogénese
GPAA tém sido investigados. Diferentes abordagens para o estudo da genética desse tipo de
glaucoma oferecem novas percepcgdes sobre a patogénese da doenca (Fingert, 2011).

Recentes estudos do GPAA na populagdo caucasdide americana demonstraram
evidéncias da suscetibilidade da ligacdo da doenca ao locus GLCII no cromossomo 15q
(Allingham et al, 2005; Woodroffe et al, 2006). Nemesure et al (2003) encontraram
associacdo entre regides do cromossomos 2 e 10 e o GPAA. Africanos ocidentais que
apresentavam PIO elevada foram selecionados para um estudo no qual foram encontrados
novos loci nos cromossomos 5q e 14q (Rotimi, 2006). Pelo fato desses estudos terem sido
realizados com um grande nimero de familias afetadas pelo glaucoma de inicio tardio, os
genes localizados nos cromossomos acima citados sdo provaveis fatores de risco para o
GPAA. Abordagens baseadas em polimorfismo de nucleotideo tinico t€ém se mostrado bem
sucedidas quando relacionados a doengas complexas (Haines et al, 2005; Edwards et al, 2005;
Klein et al, 2005; Hageman et al, 2005), e a aplicacdo desse tipo de abordagem ao GPAA de
inicio tardio € o foco dos estudos atuais.

Existe variacdo da prevaléncia do GPAA em relacdo a etnia, faixa etdria e
localizacao geografica da populacdo estudada (Bengtsson, 1981; Mason et al, 1989; Shiose et
al, 1991; Tielsch et al, 1991; Klein et al, 1992; Coffey et al, 1993; Dielemans et al, 1994;
Leske et al, 1994; Mitchell et al, 1996).

GPAA ¢ uma doenca cronica e relacionada a idade. Por isso sua prevaléncia tende
a aumentar em paises com uma populacdo crescente de idosos e a doenga € muitas vezes
assintomdtica (Khandekar et al, 2008). O GPAA adulto ou tardio € o glaucoma que se
manifesta acima dos 40 anos de idade, vérios trabalhos na literatura sugerem uma associagao
positiva entre idade avancada e glaucoma (Johnson et al, 1996; Pekmezci et al, 2009; Tuck e
Crick, 1998) .

Le et al (2003) mostraram risco significativo de glaucoma de dngulo aberto apds

60 anos de idade e aumento do risco a cada década de vida subsequente. Resultados similares
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foram observados no Estudo de Incidéncia de Barbados (Leske et al, 2001) e em numerosos
estudos de prevaléncia (Weih et al, 2001; Hollows e Graham , 1966; Mitchell et al,1996;
Dielemans et al, 1994; Leske et al, 1995). O aumento da idade pode refletir os efeitos
cumulativos de alguns outros fatores que causam o envelhecimento da cabe¢a do nervo 6ptico
levando a maior vulnerabilidade a pressdo intra-ocular, até mesmo em niveis normais
(Sommer, 1996; Eid e Spaeth, 2000). Em nosso trabalho verificamos que os pacientes com
glaucoma apresentaram idade média de 60 anos.

Polimorfismos sdo elementos essenciais na pratica da genética humana e na
pesquisa, ja que sdo a base para que a medicina consiga fornecer cuidados personalizados. As
variantes polimorficas que aumentam ou diminuem o risco para doencas comuns na fase
adulta, podem servir de base para diagndstico, prevencdo ou mesmo terapéutica,
influenciando na eficdcia ou seguranca de medicacdes especificas (Jones et al, 2007).

Santos (2009) verificou que o polimorfismo CYPIAIml esta relacionado a uma
maior suscetibilidade a doenca de Graves, esta € uma das mais comuns doengas auto-imunes
humanas, caracteriza-se pela presenca de bdcio difuso, sinais e sintomas de hipertiroidismo,
podendo ocorrer manifestagdes extratiroidianas, como oftalmopatia (Hollowell et al, 2002;
Weetman, 2003). Quanto a distribuicao do polimorfismo CYPIAIml, Santos (2009) observou
que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre o grupo que apresentava presenca
e 0 que apresentava auséncia da oftalmopatia de Graves. Em nosso trabalho quase o dobro do
nimero de pacientes do grupo GPAA apresentaram alelo polimérfico m1 (em heterozigose ou
homozigose) do gene CYPIAI (84%), sendo portanto uma diferenca estatisticamente
significativa. Resultado que mostra a importancia de estudos posteriores sobre o polimorfismo
CYPIAImI e o GPAA, ja que o nosso € o primeiro trabalho que busca estudar essa relacao.

Al-Mansouri et al (2011) observaram maior incidécncia de glaucoma em
pacientes do sexo masculino em relagdo ao sexo feminino, no entanto esse nao foi um fator de
risco estatisticamente significativo para o glaucoma entre os participantes desse mesmo
estudo. Le et al (2003) mostrou que o desenvolvimento do GPAA ndo esteve relacionado ao
género, resultados que corroboram observacdes feitas em um estudo sobre GPAA por
Rudnicka et al (2006). Honma (2007) ndo detectou associacdo do polimorfismo CYPIAIml
em relacdo ao género em um estudo sobre cancer de pulmao.

Entretanto, Cedrone et al (2008) observaram alta prevaléncia do glaucoma em
pacientes do sexo feminino, assim como um estudo realizado em Dalby na Suécia (Bengtsson,
1989). Esta falta de consenso em relacdo aos resultados ja havia sido mostrada anteriormente

em estudos realizados por Dielemans et al (1994) na Espanha, Mitchell et al (1996) na
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Australia e Leske et al (1995) em Barbados. Em nosso estudo, pacientes do sexo feminino do
grupo GPAA apresentaram maior prevaléncia do polimorfismo CYPIAIml em relagdo a
pacientes do sexo masculino.

Foi observada prevaléncia do GPAA entre 0,8% e 3,0% em caucas6ides com mais
de 40 anos (Bengtsson, 1981; Tielsch et al, 1991; Klein et al, 1992; Coffey et al, 1993;
Dielemans et al, 1994; Leske et al, 1994; Mitchell et al, 1996), em individuos negréides com
idade acima de 30 anos entre 4,74% e 8,8% (Mason et al, 1989; Tielsch et al, 1991; Leske et
al, 1994) e uma prevaléncia de 2,6% na populacao japonesa acima de 40 anos (Shiose et al
1991). Um estudo realizado em Baltimore (Estados Unidos) revelou que pacientes negrdides
apresentavam taxas de prevaléncia de GPAA trés a quatro vezes maiores do que os pacientes
caucasoéides (Tielsch et al, 1991).

Em estudo sobre o papel dos polimorfismos CYPIAIml, Honma (2007)
encontrou uma freqiiéncia maior do genétipo wl/wl em pacientes caucasdides do que em
afro-brasileiros. Em nosso estudo a freqiiéncia do gendétipo wl/wl do polimorfismo
CYPIAIml também foi maior em pacientes caucasdides (19%) do que nos pacientes
negroides (5%); sendo que os gendtipos wl/ml e m1/ml1 somados foram encontrados com
maior freqiiéncia em negroides (95%) do que em caucasoéides (81%). Em nosso estudo nao foi
observado resultado estatisticamente significativo em mongoldides, observamos em 100% dos
pacientes portadores de GPAA o polimorfismo CYPIAIml apresentando mutacdo (wl/ml +
ml/m1), nimero justificado pela pequena quantidade de pacientes portadores de GPAA que
declararam pertencer a etnia mongoldide (n=3).

O Brasil apresenta uma populacdo com grande heterogeneidade, composta em
grande parte por individuos miscigenados. A classificagdo de fenétipo extrapolando para o
genotipo € utilizada em todo o mundo. O IBGE sugere que o individuo defina sua cor de pele,
mas se utilizarmos este critério mundial teriamos erro genotipico, pois fenotipicamente o
brasileiro € muito mais complexo que a mera classificagdo genotipica. Curiosamente a imensa
maioria dos brasileiros caucasdides (pele clara) apresenta patrilinhagens de origem européia, e
matrilinhagens de origem amerindia ou africana (Alves-Silva et al, 2000; Carvalho-Silva et al,
2001; Pena et al, 2000).

Em nosso estudo os resultados encontrados no grupo GPAA em caucasdides e
negréides sdo estatisticamente significantes em relacdo ao grupo controle. As frequéncias do
polimorfismo CYPIAIml mostraram extensa variacdo étnica, observando valores de 31% a

12% entre japoneses e populagcdes caucasdides, respectivamente (Nebert et al, 1996).
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Em uma populagdo indiana com cancer de pulmao realizou-se um estudo em que
foi observado uma alta freqiiéncia para o gene CYPIAI em heterozigose ¢ homozigose na
forma variante (Sreeja et al, 2005), os mesmos resultados foram observados em estudo chinés
por Song et al (2001) e por Sobti et al (2003) em uma populagdo do norte da India. Honma et
al (2007) ndo observaram relacdo entre a maior susceptibilidade para o cancer de pulmao e o
polimorfismo CYPIAImI. Dessa forma € grande a possibilidade de que esse gene esteja
associado com o cancer de pulmao de populacdes asidticas e indianas (Kawajiri et al, 1990;
Garte et al, 2001).

A enzima CYPIA1 € considerada primariamente uma enzima extra-hepatica em
humanos, sendo induzida no pulmao, linfécitos e placenta apds exposicdo aos HAPs
(hidrocarbonetos aromaticos policiclicos), incluindo aqueles presentes na fumaca do cigarro
(Anttilla et al, 1993). O relatério de 2004 do Surgeon General sobre tabagismo concluiu que
existe uma relacdo causal entre o tabagismo e catarata, e sugere uma possivel relagdo entre
tabagismo e glaucoma.

No estudo do olho de Beaver Dam (Klein et al, 1993) foi observada pequena
importancia do tabagismo em relacdo ao GPAA, mesmo resultado apresentado por Bonovas et
al (2004) que mostraram existir probabilidade de fumantes e ex-fumantes desenvolverem
GPAA. No entanto, Edwards et al (2008) concluiram que ha pouca evidéncia de que exista
uma associacdo ao acaso entre tabagismo e o desenvolvimento de GPAA. Ja os resultados de
Zhang et al (2011) ndo mostraram associa¢ao significativa entre o glaucoma e o tabagismo.

Nao observamos resultados estatisticamente significativos nos pacientes
tabagistas. J4 nos pacientes ndo tabagistas, observamos a freqiiéncia do polimorfismo
CYPIAImI 1,86 vezes maior no grupo glaucoma em relagdo ao grupo controle, sendo um
resultado estatisticamente significativo. Nao foi considerado o fato dos pacientes estudados
serem fumantes passivos ou nio, a frequéncia com que a pessoa fuma, o fato dela ter parado
de fumar. A simples exposi¢do a fumaca do cigarro (fumante passivo) pode ser um fator de

risco para 0 GPAA (Lois et al, 2008).
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7. CONCLUSAO

* Nossos resultados indicaram que houve uma diferenca significativa da presenga
do polimorfismo CYPIAIml no grupo de pacientes com GPAA e no grupo controle.

* A freqiiéncia do genoétipo selvagem wl/wl foi aproximadamente 3,37 vezes
maior no controle que no grupo de pacientes com GPAA.

e A freqiiéncia dos gendtipos polimdrficos wl/ml e m1/ml nos pacientes do
grupo glaucoma foi aproximadamente 1,83 vezes maior que no grupo controle.

* A freqii€ncia de pacientes pertencentes ao grupo glaucoma do sexo feminino
que apresentaram genotipos polimérficos (wl/ml e m1/ml) foi de 88% e de pacientes do
sexo masculino que apresentaram genétipos polimérficos (wl/ml e m1/m1) foi de 83%.

* A frequéncia de gendtipos polimoérficos (wl/ml e ml/ml) em pacientes
caucasoides foi aproximadamente 1,93 vezes maior no grupo glaucoma do que no grupo
controle.

* A frequéncia de gendtipos polimoérficos (wl/ml e ml/ml) em pacientes
negroides foi aproximadamente 1,90 vezes maior no grupo glaucoma do que no grupo
controle.

* A frequéncia de genétipos polimorficos (wl/ml e ml/ml) em pacientes nao
tabagistas foi aproximadamente 1,87 vezes maior no grupo glaucoma do que no grupo
controle.

* Foi observada correlacdo estatisticamente significante entre o GPAA e o

polimorfismo CYPIAImI.
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ANEXOS
Anexo I:

PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO

Vocé estd sendo convidado (a) para participar, como voluntdrio, de uma pesquisa cientifica.
ApOs ser esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do
estudo, assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas € sua e a outra é do
pesquisador responsdvel. Em caso de recusa vocé ndo serd penalizado de forma alguma. Em
caso de diivida vocé pode procurar o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Catélica
de Goias pelos telefones 3946-1071.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Titulo do Projeto: POLIMORFISMO DO GENE p53 EM PACIENTES COM GLAUCOMA
EM UM CENTRO DE REFERENCIA EM OFTALMOLOGIA NA CIDADE DE GOIANIA
Coordenador Responsavel: Dra. Katia Karina Verolli de Oliveira Moura

Telefone para contato: 3946-1385 e 3946-1443

Eu abaixo qualificado, apds ter sido esclarecido verbalmente e depois de ler o resumo do
projeto realizado pelo Nucleo de Pesquisa Replicon da Universidade Catdlica de Goids.
DECLARO assumir, por espontanea vontade, livre de qualquer coagdo, a responsabilidade
pela participacdo voluntéria e gratuita, no grupo de pacientes integrantes da pesquisa. Para
esta pesquisa serdo coletados 10mL de sangue periférico, que serd armazenado e utilizado em
trabalhos posteriores mantendo o objetivo de complementar o diagndstico. O risco envolvido
na coleta € o mesmo para realizar um hemograma, e caso apresente algum problema sera
imediatamente atendido pelos profissionais habilitados na clinica em questdo. Os pacientes
que ndo apresentam glaucoma irdo colaborar para comparar seus resultados aos de pacientes
com glaucoma. Este projeto tem como objetivo realizar um diagndstico mais simples e rapido
para pacientes e familiares com suspeita de glaucoma, o que beneficiard os familiares dos
envolvidos.

DECLARO que compreendi que a obtencdo das amostras acontecerd sob minha total ciéncia,
e sob os procedimentos adequados pela equipe responsdvel pela pesquisa, sem qualquer

prejuizo a minha pessoa e que serd mantido o total sigilo dos resultados, que serdo entregues
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apenas a mim ou responsavel. Outrossim, tenho pleno conhecimento de que o material sera
utilizado apenas e tdo somente para fins de pesquisa, além de autorizar, pelo presente, que os
testes e os resultados sejam utilizados em estudos cientificos, ressalvando o sigilo quanto ao

meu nome, reservando-me o direito de conhecer ou ndo os resultados da referida pesquisa.

e Nome do pesquisador:

e Assinatura do paciente:

e Data: / /
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Anexo II:

PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO
Eu, , RG n°

, CPF n° , n° de prontudrio

, abaixo assinado, concordo em participar no projeto:
POLIMORFISMO DO GENE p53 EM PACIENTES COM GLAUCOMA EM UM CENTRO
DE REFERENCIA EM OFTALMOLOGIA NA CIDADE DE GOIANIA, como sujeito. Fui

devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador sobre a pesquisa, os procedimentos
envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participagao.
Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve

a qualquer penalidade ou interrup¢@o de meu acompanhamento, assisténcia e/ou tratamento.

Local e data:

Pesquisador:

Nome do sujeito ou responsavel:

Assinatura do sujeito ou responsavel:

Testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Assinatura:

Nome: Assinatura:
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Anexo III:

POLIMORFISMO DO GENE p53 EM PACIENTES COM GLAUCOMA EM UM
CENTRO DE REFERENCIA EM OFTALMOLOGIA NA CIDADE DE GOIANIA
FICHA TECNICA

Nome: Ficha N°

Acuidade visual sem correcao:

Acuidade visual com correcao:

Quanto tempo comprovadamente tem glaucoma:

Medicacao atual:

Colirio:

Cirurgia de glaucoma:
Refragcdao: OD
OE

Tonometria: OD

OE

Biomicroscopia: OD

OE

Fundoscopia: OD
OE

Exames complementares:

Observacoes:

Medico responsavel:

Data / /




Anexo IV:

POLIMORFISMO DO GENE p53 EM PACIENTES COM GLAUCOMA EM UM
CENTRO DE REFERENCIA EM OFTALMOLOGIA NA CIDADE DE GOIANIA

QUESTIONARIO
Nome: Idade:
Ficha de inscri¢ao (PCO): Sexo: () masculino () feminino

Raca: () Branca () Negra () Parda Outras:

Escolaridade: ( ) sem escolaridade ( ) 1° grau ( ) 2° grau ( ) 3° grau ( ) Outros

Vocé tem alguma dessas doencas: Pressdo Alta () Diabetes ( ) Enxaqueca ( ) Ma circulagdo

ou varizes ( ) Pressio Baixa ( ) Problemas no coracio ( ) Qual:

Outras doencas:

Voceé tem alguém cego na familia por glaucoma? () sim () ndo ( ) ndo sei
Se a resposta for sim, qual € o grau de parentesco:

Vocé fuma? Sim () Nao () As vezes ()

Se a resposta for sim ou as vezes, quantos cigarros/dia vocé fuma?

Ha quanto tempo vocé fuma?

Voceé ingere bebida alcodlica? Sim () Nao () As vezes ()

Se a resposta for sim ou as vezes, quantos dias da  semana?

Voceé ingere carne? Sim () Nao () As vezes ()

Se a resposta for sim ou as vezes, quantos dias da  semana?

Vocé pratica algum esporte ou atividade fisica? Sim () Nao () As vezes ()

Se a resposta for sim ou as vezes, quantos dias da semana e qual € atividade?

Assinatura do paciente:

Assinatura do responséavel:
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Anexo V:

Andamento do projeto - CAAE - 0076.0.168.000-07

Titulo do Projeto de Pesquisa

POLIMORFISMO DO GENE P53 EM PACIENTES COM GLAUCOMA EM UM CENTRO DE REFERENCIA EM OFTLMOLOGIA

NA CIDADE DE GOIANIA

Situacio Data Inicial no CEP

Aprovado no CEP 18/10/2007 14:25:34
Descricao

1 - Envio da Folha de Rosto pela Internet
2 - Recebimento de Protocolo pelo CEP (Check-List)
3 - Protocolo Aprovado no CEP

Data Final no CEP

13/12/2007 13:46:08

Data

08/10/2007 11:37:41

18/10/2007 14:25:35
13/12/2007 13:46:08

Data Inicial na CONEP  Data Final na CONEP

Documento

Folha de Rosto
Folha de Rosto
Folha de Rosto

N° do Doc

FR160294
0076.0.168.000-07
717

Origem
Pesquisador

CEP
CEP

85



Anexo VI:

Aceite do resumo no World Ophthalmology Congress (WOC 2012 - Abu Dhabi)

Abstract Title:

Abstract Number:
Submitted as:
Theme:

Result:

ASSOCIATION OF CYP1A1IM1 POLIMORPHISM WITH PRIMARY
OPEN-ANGLE GLAUCOMA

1952.00

Poster

Immunology, Molecular Biology and Microbiology

Accepted as poster presentation
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Anexo VII:

2° lugar no VI Workshop de Genética

W

ANAL[SE DE A§SOCIA(;IT\O DO POLIMORFISMO DO GENE CYP1A1M1 AO GLAUCOMA
PRIMARIO DE ANGULO ABERTO

NATHALIE BORGES COSTA, CONSTANZA THAISE XAVIER SILVA, ARIANE BOCALETTO
FRARE, KLEBER SANTIAGO FREITAS E SILVA, RODRIGO EGIDIO DA SILVA, KATIA
KARINA VEROLLI DE OLIVEIRA MOURA este resumo foi classificado em 22 lugar no

WorkShop F‘E’f"‘?

de Genética

VI WORKSHOP DE GENETICA DA PUC-G0, nos dias 03-05/11/1.

‘AL M@MMM«% (MT/’ 7 e i
ORGANIZACAO Y

Profa Dra Katia Karina Verolli O Moura Profa Dra Flavia Melo Rodrigues
MGene Coordenadora MGene Vice- Coordenadora MGene
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Anexo VIII:

Aceite de Trabalho Cientifico — Congresso Oftalmologia USP 2011

De: Secretaria USP [secretariausp @jdeeventos.com.br]
Enviado: quarta-feira, 16 de novembro de 2011 12:57
Para: KATIA KARINA VEROLLI DE O MOURA

Assunto: RES: trabalho inscrito

Prezada Dra Katia, boa tarde.

Gostarfamos de comunicar que os trabalhos cientificos intitulados de ‘“POLIMORFISMO DO
GENE GSTM1 EM PORTADORES DE GLAUCOMA PRIMARIO DO ANGULO ABERTO” ¢
“ANALISE DO POLIOMORFISMO CYP1A1IM1 EM PACIENTES COM GLAUCOMA
PRIMARIO DE ANGULO ABERTO” foram aprovados e selecionados pela comissdo julgadora
para exposicdo no Congresso de Oftalmologia USP 2011.
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