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SIGLAS, SIMBOLOS E ABREVIATURAS

Segue abaixo a lista na ordem em que as siglas aparecem.

1 - UV - Ultra-violeta.

2 - TP53 - do inglés Tumor Protein 53.

3 - 1gG - Imunoglobulina G.

4 - IgE - Imunoglobulina E.

5 - PCR - Reacédo em cadeia da polimerase.
6 - HPV - Papiloma virus humano.

7 - TNF - Fator de necrose tumoral.

8 - IL-8 - Interleucina 8.

9 - EFG - Fator de crescimento epidermal.

10 - HB-EGF - Fator de crescimento epidermal ligado a heparina.

11 - VEGEF - Fator de crescimento vascular endotelial.

12 - bFGF - Fator de crescimento de fibroblasto bésico.
13 - PDFG - Fator de crescimento derivado das plaquetas.
14 - PCNA - Antigeno nuclear da proliferacao celular.

15 - Bcl-2 - linfomas de célula B-2.

16 - BAX - Proteina X associada ao Bcl-2.

17 - GST - Glutationa-S-transferases.



RESUMO

Os primeiros relatos sobre pterigio datam da época de Hipdcrates, mesmo assim
essa condi¢do ainda esconde mistérios sobre sua patogenia de forma tal que ainda
nos dias de hoje pode ameacar a salde da visdo de inimeras pessoas. E uma
formagdao fibrosa de conjuntiva cresce exageradamente e de forma anormal sobre a
cornea, sendo composta por tecido epitelial e subepitelial, e altamente
vascularizada. Um grande numero de fatores esta relacionado com a patogenia do
pterigio tais como, aspectos fisicos, calor, poeira e outras particulas presentes na
atmosfera; e fatores biol6gicos como certos mecanismos imunoldgicos, mecanismos
gue envolvem a reorganizacdo da matriz celular, fatores de crescimento, citocinas,
apoptose e fatores angiogénicos. O pterigio acomete individuos que habitam
principalmente paises de clima tropical, localizados proximo a linha do Equador e
que trabalham expostos ao sol; assim, a incidéncia é maior na regido entre 40 graus
de latitude ao norte e ao sul do Equador. Considerando a necessidade de investigar
melhor a associagdo entre os polimorfismos do GSTML1 e a formacédo do pterigio, o
presente trabalho tem o objetivo analisar essa relacdo. A andlise do polimorfismo
do gene GSTM1 para o grupo caso constatou que ha diferenca significativa entre o
gendtipo nulo do gene GSTM1 nos grupos caso e controle. O gen6tipo nulo do gene
GSTM1 é estatisticamente significante na populagdo masculina, mas ndo na
feminina. O gendtipo nulo do gene GSTML1 € estatisticamente significante na etnia
branca, mas ndo na parda ou negra. O genétipo nulo do gene GSTM1 néo esté
relacionado aos fatores de risco analisados: casos na familia, exposicdo
ocupacional, fumo, hipertenséo e diabetes.

Palavras-Chave: GST, GSTML1, pterigio, polimorfismo.
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ABSTRACT

The first reports about pterygium date back to Hippocrates. This disease still hides
mysteries about its pathogenesis in a way that even today it threaten vision health of
many people around the world. It is a formation of fibrous tissue that grows
excessively and with an abnormal shape on the cornea The anomaly consists of
epithelial and subepithelial tissue and it is highly vascularized. A large number of
factors are associated with the pathogenesis of pterygium such as physical factors:
heat, dust and other particles in the atmosphere; and biological factors such as
immunological mechanisms, mechanisms that involve the reorganization of the
extracellular matrix, growth factors, cytokines, apoptosis, and angiogenic factors. The
pterygium affects individuals who mainly inhabit tropical countries located near the
equator and who working out in the sun; thus, the incidence is higher in the region
between 40 degrees latitude north and south of the Equator. Considering the need to
further investigate the association between GSTM1 polymorphisms and the formation
of pterygium, this paper aims to analyze this relationship. The analysis of the null
polymorphism of the GSTM1 gene for the case group found a significant difference
between the GSTM1 null genotype in case and control groups. The null genotype of
the GSTM1 gene is statistically significant in males, but not in female. The null
genotype of the GSTM1 gene is statistically significant in Caucasians, but not in
Brown or Black. The GSTML1 null genotype is not related to the risk factors analyzed:
cases in family, occupational exposure, smoking, hypertension and diabetes.

Keywords: GST, GSTM1, pterygium, polymorphism.



1. REFERENCIAL TEORICO

1.1 DEFINICAO E ASPECTOS GERAIS

Os primeiros relatos sobre pterigio datam da época de Hipdcrates, mesmo
assim essa condi¢cdo ainda esconde mistérios sobre sua patogenia de forma tal que
ainda nos dias de hoje pode ameacar a salude da visdo de inimeras pessoas. A
descricao atual da doenca é compativel com descricfes antigas onde ha a formacao
de uma massa fibrovascular que avanca sobre a superficie da cornea, assumindo
geralmente um formato triangular (Di Girolamo et al., 2004).

O pterigio € uma das doencas mais comuns no meio oftalmolégico,
popularmente conhecida como "carne crescida'. E uma formagdo fibrosa de
conjuntiva que cresce exageradamente e de forma anormal sobre a cérnea, sendo
composta por tecido epitelial e subepitelial, altamente vascularizada, apresentando
também tecido conjuntivo. O pterigio € geralmente indolor, embora possa causar
irritacdo no olho em qualquer fase. Na maioria das vezes os sintomas se relacionam
com a sensacgdo de corpo estranho, ardor ocular e olhos vermelhos. Sinais de
conjuntivite cronica, espessamento da conjuntiva e sintomas de conjuntivite
moderada também s&o sintomas frequentes e recorrentes. O diagndstico € feito
através do exame fisico e complementado pelo exame biomicroscopico (Di irolamo
et al., 2004).

Ha diversas semelhangas entre pterigio e cancer, uma vez que ambas
condi¢gdes mostram proliferagdo celular irregular e alta taxa de recorréncia apos a
retirada do tecido anormal (Kase et al., 2007). A recorréncia da doenca € mais
comuns entre pacientes jovens e esta associada com o histérico familiar. Um grande
namero de fatores esta relacionado com a patogenia do pterigio tais como, aspectos
fisicos calor, poeira e outras particulas presentes na atmosfera; e fatores biologicos
como certos mecanismos imunolégicos, mecanismos que envolvem a reorganizacao
da matriz celular, fatores de crescimento, citocinas, apoptose e fatores angiogénicos
(Chui et al., 2008).



1.2 INCIDENCIA

O pterigio é considerado uma condi¢ao benigna de alta prevaléncia e seu alto
indice de recorréncia faz com que seja necesséario a realizacdo de procedimentos
cirdrgicos frequentes (Golu et al., 2011). Os paises localizados na area tropical tém
uma prevaléncia média de até 22% em relagdo ao acometimento da doenga. Nos
paises que ndo estdo localizados dentro dessa faixa a prevaléncia do pterigeo ndo
excede 2% da populacao e as lesdes séo ocasionadas principalmente em pacientes
que estiveram expostos a luz solar de forma intensa. A luz atinge os olhos com
intensidade 20 vezes maior no lado nasal do que no temporal, este fato justifica o
aparecimento do pterigio no lado nasal com uma frequéncia bem maior (91%)
(Shiroma et al., 2009).

H& uma maior incidéncia do pterigio em pessoas do sexo masculino, e isso é
atribuido aos diferentes estilos de vida que caracterizam os sexos — acredita-se que
o0 homem passe mais tempo em ambientes abertos e em contato com o sol do que
as mulheres. Como o pterigio é altamente relacionado a exposicdo ao sol, e
principalmente a radiagdo ultravioleta, isso implica que a prevencdo do mesmo €
feita através do uso de 6culos para a prote¢do dos olhos. Também o uso de lentes
especiais que filtrem raios UV com maior eficiéncia € importante quando a exposi¢do
for necessaria e inevitavel (Chui et al., 2008).

A grande incidéncia de pterigio ocorre entre as idades de 20 e 49 anos e,
muito raramente, em individuos com menos de 15 anos. Além da radiacdo UV, em
grande numero de casos parece ter cunho hereditario, porém varios outros fatores,
como poeira, vento, calor, inflamacao, infeccdo, tém sido relatados como possiveis

causas associadas (Golu et al., 2011).

1.3 EXPOSICAO SOLAR

Um dos conceitos mais antigos em relag@o ao pterigio é a influéncia exercida
pelo estilo de vida. Acredita-se que o trabalho ao ar livre ou uma maior exposi¢ao ao
Sol além de outros fatores ambientais como poeira, por exemplo, possam levar a
uma irritag@o ocular cronica (causa especifica da doenca) (Di Girolamo et al., 2004).

A alta correlagdo da doengca com o0s raios ultravioletas permitiu o

levantamento da hipétese de que a exposicdo a esse tipo de radiagdo tenha uma



acao direta na patologia da doenga. As estruturas anatdomicas ao redor do olho
(borda orbital superior, sobrancelha e proeminéncia nasal) resulta em um certo grau
de protegéo contra a incidéncia direta dos raios UV. Apesar disso, ndo hé protecdo
suficiente quando a incidéncia se déa através da parte inferior ou mesmo lateralmente
(Golu et al., 2011).

Certos relatos indicam a possibilidade da exposigdo solar agir de forma
adicional a exposi¢éo a particulas solidas presentes na atmosferasendo que a acao
conjunta levaria a uma inflamacao crénica da superficie ocular (Di Girolamo et al.,
2004). Por outro lado, a verificacdo de uma alta prevaléncia da incidéncia do pterigio
em marinheiros e pescadores (locais onde ndo ha presenca de poeira) evidencia a
relagdo da doenca com o albedo nos ambientes marinhos (o albedo se refere a
refletividade da superficie de um corpo). Esses ambientes podem contribuir para o
desenvolvimento da doenga devido a alta exposicéo de luz refletida pelas superficies
aquaticas (Evereklioglu et al., 2003). Tem sido sugerido que a luz difusa deve seguir
um caminho Optico alternativo & medida que entra na regido ocular, de forma tal que
atingem as células do limbo (Di Girolamo et al., 2004).

Os efeitos dos raios UV-A e UV-B séo considerados prejudiciais. A radiacéo
UV esté relacionada com a produgéo de radicais livres que se associam a diversas
moléculas orgénicas resultando na inativacdo das mesmas e levando a padrbes
anormais de proliferagdo celular (Said et al., 2007). A forma, a incidéncia e a
distribuicdo da doenca d&o suporte & ideia da sua relacdo com a radiagdo UV. A
acdo da radiagcdo UV pode ser direta através de efeitos citotoxicos ou indireta através
da formagéo de radicais livres (Shiroma et al., 2009).

No meio intracelular os radicais livres causam defeitos oxidativos ao reagir
com macromolécuas tais como nucleotideos, proteinas e lipidios. Esses radicais
livres consistem principalmente de moléculas como &nions superoxido e perdxido
que sofrem detoxificagdo por enzimas como as glutationas, dismutases e catalases.
O equilibrio dessas substancias garante a homeostase dos tecidos; se algum fator,
enddgeno ou exodgeno, estimula estresse oxidativo, certas macromoléculas de

caréater basico poderdo ser desnaturadas (Novaes et al., 2007).



1.4 PREVENCAO

Os efeitos negativos da radiagdo UV sob os olhos sdo cumulativos. Quanto
mais ha exposicdo aos raios UV, maiores sdo os riscos. Com o passar dos anos,
aumenta a probabilidade de surgirem problemas oculares. E recomendavel o uso de
Oculos escuros considerados de qualidade que possam oferecer uma protecao
adequada aos olhos. E importante que os 6culos sejam usados durante todo o ano e
ndo apenas no verdo (Tung, et al., 2010).

Oculos escuros de qualidade tém a capacidade de bloquear até 100% das
radiacbes UV-A e UV-B; esses acessoérios ndo devem distorcer as imagens ou
alterar as cores, as lentes devem ter coloragdo cinza, verde ou marrom, com
capacidade de filtrar cerca de 75 a 90% da luz visivel. Os Oculos de grau também
devem ter um certo nivel de prote¢do UV (Said et al., 2007).

Acessorios como bonés, viseiras, chapéus, entre outros podem oferecer
protecdo adicional, principalmente se ha necessidade de exposi¢édo solar por tempo

prolongado (Di irolamo et al., 2004).

1.5 NEOPLASIA

Doencas de carater neoplédsico apresentam proliferagdo descontrolada,
independente do requerimento de novas células; ocorre uma diminuicdo da
diferenciac@o celular; e alteracdo de comunicacdo e adesdo celular entre células
adjacentes. Andlises histologicas e imunohistoquimicas associam o pterigio a uma
proliferacdo neoplasica através da alteracdo das células do limbo e também
alteragbes dos produtos de alguns genes supressores de tumor, como é o caso do
Tp53 (Tsai et al., 2004). Mesmo que o pterigio ndo sofra processos metastaticos, a
doengca € considerada como neoplasia, justamente por apresentar defeitos no
controle da proliferagcao celular. Além disso, o processo de progressdo da condi¢do
pode ser agravado pelos raios UV que podem levar ao aparecimento de mutagao
nesses genes supressores de tumor como o p53 (Lai et al., 2006).

Os achados histolégicos no tecido conjuntivo de pacientes com pterigio séo
altamente heterogéneos. Uma das primeiras alteracbes sofridas pelo tecido
conjuntivo diz respeito & hialinizagéo (transformagéo de proteinas em material vitreo-

rosado). Nesse processo, colageno degradado e material granular proveniente da



destruicdo de componentes do tecido se acumulam na regido da inflamacéo (Tsai et
al., 2004).

Os processos inflamatoérios observados estdo relacionados com a resposta
imune frente a patogénese e progressdo da doencga. A invasédo de linfocitos no
tecido afetado e técnicas de imunofluorescéncia evidenciaram a presenca de IgG e
IgE. A partir desses resultados a patologia do pterigio também passou a ter como
explicacdo um componente imunolégico (Schneider et al., 2006).

Outras evidéncias para esse fato é a confirmagéo de que certas substancias
exogenas e irritantes (poeira e pdlen, por exemplo) poderiam provocar o aumento da
producdo de IgE e disparar, assim, um processo inflamatério. A essa sequéncia
ainda pode ser considerada a liberagéo de citocinas e fatores de crescimento que
sdo responsaveis pela aceleracdo da proliferacdo da membrana do pterigio, bem
como angiogénese (Tsai et al., 2005).

Também tem sido sugerido que a luz ultravioleta pode causar danos na
superficie ocular, de modo a levar a uma resposta inflamatdria que resultara em uma
proliferacdo fibrovascular além de angiogénese na regido da cOrnea. Técnicas
imunohistoquimicas mostraram um aumento no numero de células provenientes do
sistema imunolégico, no entanto, certos autores acreditam que 0S processos
inflamatdrios relacionados ao pterigio ndo sdo 0s principais responsaveis pela
proliferagdo celular, pela angiogénese ou pela recorréncia da doenga, sendo

considerado uma consequéncia secundaria (Golu, 2011).

1.6 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo é entendido como um desequilibrio entre a formacéo e a
remocdo de agentes oxidantes em determinado tecido, ocasionado pela produgéo
excessiva de especies reativas de oxigénio ou por uma diminuigcdo de antioxidantes
endogenos. Os radicais livres, a exemplo do anion superdxido, hidroxil, alcoxil,
peroxil e hidroperoxil s&o espécies quimicas que apresentam um ou mais elétrons os
quais nao estdo emparelhados em seu orbital eletrénico mais externo, ao passo que
as espécies reativas de oxigénio s8o quaisquer espécies oxidantes altamente
reativas, incluido esses referidos radicais livres (Evereklioglu et al., 2003).

As espécies reativas de oxigénio sdo formadas em vérias diferentes situagbes

em um determinado organismo como, por exemplo, na producdo e regualcdo dos



acidos nucléicos, na detoxificagdo dos xenobibticos, durante a acdo de células do
sistema imunoldgico devidoa a uma resposta do processo inflamatério, na
transducéo de sinais celulares, na influéncia do meio (como nos casos de exposi¢éo
a radiacdo UV). Um dos mecanismos mais relevante da producdo dessas espécies
reativas de oxigénio € o metabolismo energético. O excesso desses compostos
ocasiona diversos prejuizos aos tecidos, desde envelhecimento a patologias crénico
nao transmissiveis, além de doencas auto-imunes. Essas substancias reagem com
nossas estruturas celulares, danificando-as: comprometem nosso equilibrio orgénico
e favorecem o aparecimento das doencas (Solomon et al., 2006).

Estresse oxidativo pode ser ocasionado por exposicdo aos raios UV. Tem
sido relatados casos de estresse oxidativo em pacientes com pterigio que quando
comparados com grupo controle apresentam elevadas concentracdes de proteinas
como a survivina (uma proteina inibidora de apoptose). Essa proteina estd
associada com a oxidagdo do DNA e com a interrupgdo da expressédo do Tp53
(Solomon et al., 2006). Foi demonstrado que a presenca de depositos de ferro no
tecido com pterigio esta diretamente relacionado com o estresse oxidativo. Células

afetadas apresentam distlrbios na homeostase do ferro (Evereklioglu et al., 2003).

1.7 COMPONENTE VIRAL

Outra hipdtese para a patogenia € a teoria viral. A técnica da PCR permitiu
uma investigagcdo mais detalhada nas amostras de DNA em tecido normal e tecido
lesionado, na busca por virus que supostamente estariam envolvidos no processo.
Sabe-se que a presenca de virus no tecido ocular pode causar infeccdo do tipo
Oculo-dermal. Foi relatado a relacdo da doenca com o HPV (papiloma virus humano)
(Chalkia et al,. 2013).

Existem alguns relatos da presenca do Virus herpes simplex e do HPV no
pterigio e esse fato esta intimamente relcacionado com o risco de recidiva da
doenca (Detorakis et al., 2001). Outros estudos confirmaram a presenca de HPV
(tipos 6, 11 e 16) em 50% dos pacientes com pterigio (Gallagher et al., 2001). Certas
pesquisas contradizem a teoria viral negando a existéncia de virus no pterigio. O
resultado positivo para presenca do HPV poderia ser apenas devido a um fator
regional (Dushku et al., 1999; Chen et al., 2003)



1.8 FATORES DE CRESCIMENTO E CITOCINAS

Defeitos genéticos causados por radiagdo UV afetam a expressdo de
citocinas, fatores de crescimento e receptores dos fatores de crescimento. Essas
substancias estdo também relacionadas a homeostase da cornea. A presenca
alterada das mesmas no pterigio indica uma resposta ocular ao dano ocasionado
pelas lesdes (Kase, 2007).

As citocinas que podem ser induzidas pela agdo dos raios UV séo a IL-1 (atua
em conjuntos com fator de necrose tumoral - TNF) que leva a um reparo nas células
da cérnea; IL-6 ativa receptores de integrina que atuam na migragéo celular; e IL-8
que apresenta atividade mitogénica e angiogénica (Di Girolamo et al,. 2004).

Os fatores de crescimento relacionados com o pterigio e relatados na
literatura séo: EFG (fator de crescimento epidermal), HB-EGF (fator de crescimento
epidermal ligado a heparina), VEGF (fator de crescimento vascular endotelial, bFGF
(fator de crescimento de fibroblasto basico), PDFG (fator de crescimento derivado
das plaquetas), dentre outros (Kase, 2007).

O VEGF esta envolvido nos processo de angiogénese e é produzido e
liberado por fibroblastos como uma resposta a inflamacdo e outros estimulos
(incluindo radiagéo UV) Esse fator de crescimento tem sido relatado em quantidades
significativas no epitélio lesionado de pterigio quando comparado com analises da
conjuntiva normal. Esses achados foram confirmados por PCR em tempo real, e
revelaram uma relagéo entre a expressdo do VEGF e a recorréncia da doenga no

pds-operatoério (Kase, 2007).

1.9 APOPTOSE

A analise da expressdo de genes relacionados com a regulagdo da apoptose
mostra que nos pacientes afetados com a doenga, ocorrem alteragbes nos
processos que levam a morte celular programada (Sekundo et al., 2010).

Existem evidéncias de que a expressdo alterada de certos genes podem
contribuir para o aparecimento e progressao do pterigeo. PCNA (antigeno nuclear
da proliferagéo celular), Bcl-2 (linfomas de célula B-2), BAX (proteina X associada ao

Bcl-2) e p53 nas suas formas mutantes foram significativamente mais frequentes em



grupos experimentais do que em grupos controles, o que refor¢ca essas evidéncias
(Liang et al,. 2011).



2. INTRODUCAO

O pterigio consiste em uma doenca crdnica caracterizada pela invasdo de
uma massa fibrovascular e triangular, no tecido conjuntivo em direcdo a cérnea
(Chowers et al.,, 2001; Weinstein et al., 2002). Nesse caso, esse crescimento
excessivo de estroma de fibroblastos e vasos sanguineos é acompanhada por um
infiltrado de células inflamatérias e um acumulo anormal de matriz extracelular
composta de elastina e colagéno (Seifert et al., 2001).

O pterigio acomete individuos que habitam principalmente paises de clima
tropical, localizados proximo a linha do Equador e que trabalham expostos ao sol;
assim, a incidéncia & maior na regido entre 40 graus de latitude ao norte e ao sul do
Equador (Shiroma et al., 2009).

A patogénese do pterigio ainda né&o foi totalmente elucidada (Bradley, 2010).
Entretanto, as evidéncias cientificas recentes tem relacionado os seguintes fatores
ao pterigio: mecanismos antiapoptoticos, mecanismos imunoldgicos, citocinas,
fatores de crescimento, matriz extracelular, fatores genéticos, infec¢des virais,
dentre outros fatores (Chui et al., 2008; Di Girolamo et al., 2004). Vale ressaltar que
alguns estudos epidemiol6gicos observaram uma relacdo positiva entre a exposicao
solar e o desenvolvimento do pterigio. Nesse sentido, alguns estudos reportaram
uma expressdo anormal da proteina Tp53 no epitélio, sendo o pterigio considerado
uma proliferacdo celular descontrolada relacionada a exposi¢do a luz ultravioleta
(Chowers et al.,, 2001). Em estudo prévio, observou-se que as muta¢gbes do p53
foram detectados em 16% das amostras de individuos com pterigio (Tsai et al.,
2005). No entanto, ainda n&o existem atualmente explicagbes que fundamentem a
causa da mutacao do p53 no pterigio (Tung et al., 2010).

Sabe-se que a mutagcdo no gene supressor de tumor TP53 acarreta a
producdo de uma proteina ndo reconhecida que a metaboliza, o que eleva a meia-
vida para 24 horas, e a torna detectavel por imuno-histoquimica. Nesse caso, 0
anticorpo anti-p53 reconhece a por¢éo conservada da proteina que existe em ambas
as formas. Contudo, as células com a mutacdo do gene TP53 mutado demonstram
um fendtipo instavel e tendem a acumular mutagfes e rearranjos cromossdmicos
adicionais, ocasionando a rapida proliferacdo de clones com DNA mutado e

transformagédo neoplésica (Chen et al., 2010; Solozobov et al., 2010).
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Outro fator relevante relatado em alguns estudos é que a exposicdo a luz
ultravioleta causa estresse oxidativo e leva a regulagdo positiva de muitos
mediadores potenciais do crescimento do pterigio (Kau et al., 2006; Tsai et al., 2005;
Perra et al., 2006). O estresse oxidativo caracteriza-se pelo aumento da producéo de
espécies reativas de oxigénio e espécies nitrogenadas, com consequente dano ao
DNA, peroxidacgdao lipidica e alteragdes na estrutura das proteinas. Nesse contexto, o
gendtipo nulo da Glutationa S-transferase, o qual confere sensibilidade aumentada
aos raios UV, sdo encontrados com frequéncia em pacientes jovens com pterigio
(Tsai et al., 2004).

2.1 GSTs

As glutationa-S-transferases (GSTs) compreendem uma familia de enzimas
multifatoriais, com a funcdo de catalisar o ataque nucleofilico da forma reduzida da
glutationa (GSH) (Hayes et al., 2005). As GSTs sé&o umas das enzimas que
assumem as fun¢Bes de defesa contra oxidacao provocada por espécies reativas de
oxigénio. Em humanos, a familia GST pode ser dividida nas classes a, y, 1, 0, K, €
8. A familia p, comumente denominada (M) esta localizada no cromossomo 1p13.3.
Existem trés alelos GSTM1 (0), GSTM1 (A) e GSTM1 (B). GSTML1 (0) corresponde a
uma delecdo e quando estd em homozigose ndo expressa nem o RNAm, nem a
proteina correspondente. Os alelos GSTM1 (A) e GSTM1 (B) codificam monémeros
que formam enzimas homo e heterodiméricas. Nos polimorfismos do GSTML1,
GSTML1 0/0 é geralmente chamado de GSTML1 nulo (Tsai et al., 2004).

O gene da classe p (GSTML1) e o gene da classe 6 (GSTT1) sdo polimorficos
e, de acordo com Scianni et al. (2008), estdo ausentes ou deletados de forma
homozigoética em cerca de 50% e 24% das diferentes populagbes étnicas,
respectivamente. A figura 1 mostra a estrutra 3-D da GSTM1. A expressao
polimérfica do gendtipo nulo resulta de uma permutacéo desigual entre duas regifes
idénticas que flanqueiam o gene GSTML1, resultando em uma delegédo de 15Kb que
contém o gene inteiro (Hayes et al., 2005). Alguns autores sugerem que GSTT1 e
GSTM1 humanas participam da desativacdo de espécies reativas de oxigénio que
estariam envolvidas nos processos celulares de inflamagédo, envelhecimento e

doencas degenerativas (Bolth e Thier, 2006).
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Figura 1 - Estrutura 3-D da Glutationa-S-transferase M1 humana (NCBI, 2013).

Tsai et al. (2004) evidenciaram em seus estudos que 0 genoétipo nulo do
GSTML1 estd associado a maior suscetibilidade a formacdo precoce do pterigio,
embora ndo esteja associado ao pterigio tardio. Os autores sugeriram que o0 GSTM1
tem maior importancia na defesa antioxidante no surgimento da doenca do que no
metabolismo de xenobidticos (produtos de combustdo incompleta de materiais

organicos e largamente distribuidos no meio ambiente) (Young et al., 2010).

2.2 A IMPORTANCIA DA AVALIACAO DA FAMILIA GST NO PTERIGIO.

GSTM1 pertence a uma classe de enzimas envolvidas na detoxificacdo de
carcindgenos e a delecdo de ambos os alelos, ou seja, 0 gendtipo nulo € comum em
alguns tipos de populagdes; 50% da populacdo caucasiana, por exemplo. O
gendtipo nulo é caracterizado por uma auséncia total de atividade enzimatica, o que

confere um aumento na sensibilidade & luz UV e consequentemente a sua relacdo
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com certas condigBes com caracteristicas neoplasicas como o pterigio (Chui et al.,
2008).

Os fatores hereditarios assumem um importante papel no desenvolvimento do
pterigio. Pacientes jovens com pterigio apresentam maior frequéncia do gendtipo
nulo. O gendtipo nulo também tem sido associado a maior sensibilidade cutanea aos
raios UV e desenvolvimento de cancer. As caracteristicas da doenca e as fungdes
exercidas pelo GSTM1 mostram a necessidade da avaliagdo desse gene frente &
condi¢ao ocular; o GSTM1 pode ser usado como marcador molecular no intuito de
identificar pacientes de risco e elaborar medidas preventivas que contra o

desenvolvimento pterigio (Di irolamo et al., 2004).

2.3 AS FUNCOES REALIZADAS PELA GSTM1 NORMAL

O gene GSTM1 esta localizado no cromossomo 1 (Figura 2). A familia
GSTM1 quando regulada de forma normal protege a célula contra o estresse
oxidativo, seja por inativacdo de lipidios peroxidados ou por detoxificagdo de
xenobioticos que sdo co-fatores para a formacdo de radicais livres. Dessa forma
assumem um papel primordial nos processos de biotransformacdo, também
chamados de fase Il da detoxificacdo de xenobidticos, conferindo protecdo contra
uma gama de compostos citotoxicos (Hayes et al., 2005).

A GST é uma familia de enzimas intracelulares, elas atuam de forma a
impedir a acdo de toxinas tanto enddgenas quanto exdgenas nas células e tecidos;
essa protecdo resulta numa diminuicdo dos danos ao DNA. Essas enzimas também
estdo relacionadas ao metabolismo de varias substancias carcinégenas, poluentes

ambientais xenobidticos e drogas anticancerigenas (Tsai et al., 2004).
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Figura 2: Localizacdo genémica do gene GSTM1, evidenciado pela linha vermelha
(Genecards, 2013).
Fonte: http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=GSTM1
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2.4 CONSEQUENCIAS DA PRESENGA DE GSTM1 MUTANTE

Dano cumulativo no DNA pode contribuir para certas patogéneses, de forma
que pacientes com anomalias no reparo do DNA estdo mais predispostos a
desenvolver doencas com caracteristicas neoplasicas. A delecdo do GSTM1, que
caracteriza o genotipo nulo, esta associada a auséncia de fungdo enzimatica e um
aumento da vulnerbilidade a danos citogenéticos (TSAI et al., 2004).

O gendtipo nulo do GSTM1 tem sido associado a um maior risco de
desenvolver pterigio. Esta relacionado com a fotossensitividade apresentada pelas
células da cornea e a expressao do GSTML1 é importante na protecdo dessas células
contra a acao de oxidantes. Portadores do genétipo nulo demonstram reacdes
inflamatorias mais intensas ap6s exposi¢cao a radiacdo UV, além de alta prevaléncia
de cancer de pele (Tung et al., 2010).

Estudos genéticos compreendem um passo importante no entenddimnto da
patogénese do pterigio. Marcadores genéticos sao usados identificar pacientes de
risco e medidas preventivas que possam reduzir a probabilidade de desnvolver
pterigio (WEISS et al., 2005).

Considerando a necessidade de investigar melhor a associacdo o0s
polimorfismos do GSTM1 e a formagdo do pterigio, o presente trabalho teve o

objetivo de analisar essa relacéo.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o polimorfismo do gene GSTM1 em um grupo de pacientes com

Pterigio e um grupo controle sem a doenca na cidade de Goiania.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analisar o polimorfismo do gene GSTM1 no grupo caso e no grupo
controle;

2. Verificar qual é o gendtipo mais frequente relacionado ao Pterigio na
populacédo estudada;

3. Verificar possiveis associacdes entre o genétipo GSTM1 e os fatores
de risco para a doencga: sexo, etnia, casos na familia, exposicdo

ocupacional e fumo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 CASUISTICA

Foram coletados em seringa heparinizada um volume de 10 mL de amostras
de sangue periférico de pacientes com sinais e sintomas sugestivos de pterigio para
andlise molecular de DNA e verificacdo da presenca ou auséncia do polimorfismo
GSTM1. As amostras coletadas foram divididas em dois grupos distintos, o grupo
experimental formado por pacientes diagnosticados com pterigio e o grupo controle
formado por pacientes sem a confirmagdo do pterigio. A coleta de sangue foi
realizada na Fundacé@o Banco de Olhos em Goiénia e a andlise genética molecular
foi realizada no Nucleo de Pesquisas Replicon-PUC-Goiés.

Todos os pacientes concordaram em responder a um questiondrio (presente
no Anexo |I) com dados referentes a nome, idade, etnia, habitos de risco como fumo
e ingestdo de bebida alcodlica. O Termo de Consentimento Livre Esclarecido

(Anexo II) foi assinado e os pacientes concordaram em participar da pesquisa.

4.2 ANALISE MOLECULAR

A partir do material biolégico coletado, a extragdo do DNA foi realizada a partir
das instru¢gbes do kit GFXTM (Amersham, EUA) de acordo com o protocolo para

sangue total.
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Tabela | - Protocolo referente & andlise da presenca ou auséncia de polimorfismo do

gene GSTML1 por PCR.

REAGENTES [1UTILIZADA VOL. P/ 1 AMOSTRA
Tampao(10x) 1X 2,50l
MgCl, (50mM) 1,5 mM 1,5 oL
dNTPs 1,25 mM de cada 1oL decada=4 oL
Taq polimerase 5 U/oL 2,5 U/oL 0,2 oL
Primer Fw 20 uM 0,75 oL
Primer Rev a 20 uM 0,75 oL
H,O Mili Q 12,3 oL
DNA amostra 300 ng/oL 3oL
Volume final 25 0L

A integridade do DNA foi certificada por meio de eletroforese em gel de

agarose a 1,5% corado com brometo de etidio (0,5mg/mL) e fotografado no Sistema
de Video Documentag¢do VDS (Amersham Biosciencs, USA). As amostras de DNA
foram submetidas & técnica de PCR (Tabela 1), a fim de detectar a presenca ou
auséncia do polimorfismo do gene GSTM1 (Bergamaschi et al.,2004).

A tabela Il mostra a sequéncia dos primers utilizados e o tamanho molecular

correspondente a cada um deles.

Tabela Il - Caracteristicas moleculares dos primers usados para o gene GSTM1.

Primer Sequéncia Tamanho Molecular

F: 5 GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC 3
R: 5 GTTGGGCTAAATATACGGTGG 3

Nucleo de Pesquisas Replicon, 2014.

GSTM 1 215pb

O protocolo utilizado para a ciclagem utilizada nesta amplificacdo esta

especificado na Tabela lll.
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Tabela Il - Protocolo da ciclagem da PCR para o gene GSTM1.

Temperatura (°C) Tempo (minutos) Ciclos
Desnaturacao 96°C 3 1
96°C 1
Amplificacéo ciclica 58°C 30 seg 35
72°C 3
Extenséao final 72°C 7 1
Armazenamento 4°C

Nucleo de Pesquisas Replicon, 2014.

O produto da PCR foi separado por eletroforese em gel de agarose a 2% e
corado com brometo de etidio (10mg/mL) em solugdo tampéo Tris-borato de EDTA
(TBE) com PH 7,4. O gel foi submetido a um campo elétrico constante de 10 V/cm
por um periodo de 1 hora e 30 minutos. O registro visual do gel foi feito através do
sistema de video-documentagdo (Image Master VDS® - Amersham Pharmacia

Biotech, EUA). Todas as reag0es foram realizadas em duplicatas.

01 02 03 04 M

Figura 2: Gel de agarose a 2% mostrando aa
genotipagem do gene GSTML1. 01 e 02: GSTML1 nulo;
03 e 04: GSTML positivo; M: ladder (50 pb).

4.3 ANALISES ESTATISTICAS
Os dados do polimorfismo, tanto dos casos como dos controles, foram

tabulados em planilhas do software Excel® (2003). Posteriormente o teste de fisher

foi utilizado para verificagdo de possiveis associagfes entre a analise molecular e o
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pterigio. O programa BioEstat® 3.0 (Sociedade Civil Mamiraua / MCT-CNPq) foi

utilizado para realizagao dos testes.
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5. RESULTADOS

A distribuicdo do polimorfismo do gene GSTML1 foi analisada no grupo caso
(pacientes com pterigio) e no grupo controle (pacientes livre da doenca) e pode ser
observada na tabela IV. No grupo caso (n=90) foi constatado 17,6% (15/90) com a
presenca do gene GSTM1 e 83,3% (75/90) com o gendtipo polimérfico nulo. No
grupo controle (n=23), foi detectado 43,5% (10/23) com o gendtipo presente e 56,5%
(13/23) com o gendtipo polimérfico nulo. Os resultados obtidos mostram que ha uma
diferenca estatisticamente significativa, p=0,0056.

Tabela IV — Distribuigdo do polimorfismo GSTM1 nos grupos caso e controle.

Presente Nulo
n % n % pe
Pterigio (n= 90) 15 16,7 75 83,3
0,0056
Controle (n= 23) 10 43,5 13 56,5

“Valor de P do teste Qui-Quadrado

A tabela V mostra a distribuicdo genotipica do gene GSTM1 em relagédo ao
género nos diferentes dois estudados. Na andlise do polimorfismo do gene GSTM1
nos individuos do sexo feminino do grupo caso foi detectado 20% (10/50) para o
gendtipo presente e 80% (40/50) para o polimorfismo nulo; enquanto que 33,3%
(4/12) dos pacientes femininos pertencentes ao grupo controle apresentam o
gendtipo presente e 66,7% (n=8/12) apresentam o gendtipo nulo. Esse resultado
néo é considerado significante, pois o valor de p € maior do que 0,05 (p=0,2631).

Analisando o polimorfismo do gene GSTM1 para os pacientes do sexo
masculino, 12,5% (5/40) do grupo caso apresentam o gendtipo do gene GSTM1
presente, enquanto 87,5% (35/40) apresentam o0s genotipo polimorfico nulo. No
grupo controle 54,5% (6/11) dos pacientes apresentam o genétipo presente e 45,5%
(5/11) apresentam o gendtipo polimorfico nulo. Diferente do resultado do
polimorfismo do gene GSTM1 para as mulheres, nos homens a diferenga foi

estatisticamente significativa (p=0,0071).
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Tabela V - Distribuicdo do polimorfismo GSTM1 em relagdo ao sexo nos grupos

caso e controle.

Presente Nulo Total
Sexo n % n % n % P
Feminino
Pterigio 10 | 20,0 | 40 80,0 50 | 100,0 | 0,2631
Controle 4 33,3 8 66,7 12 | 100,0
Masculino
Pterigio 5 12,5 35 87,5 40 | 100,0 0,0071
Controle 6 54,5 5 45,5 11 | 100,0

%Valor P do Teste Exato de Fisher.

A tabela VI mostra a distribuicdo genotipica entre as etnias definidas pelos

proprios pacientes: brancos, pardos e negros nos grupos estudados em relacdo ao

gene GSTML1.

Tabela VI - Comparacdo da variavel cor da pele com o polimorfismo GSTM1 nos

grupos caso e controle.

Grupos Caso Controle
Variaveis n % n % P
* Cor: Branca
GSTM1-presente 6 12,0 8 50,0
GSTM1-nulo 44 | 88,0 50,0 0,0030
Total 50 | 100,0 | 16 | 100,0
* Cor: Parda
GSTM1-presente 5 21,7 1 33,3
GSTM1-nulo 18 | 78,3 66,7 0,5538
Total 23 | 100,0 100,0
* Cor: Negra
GSTM1-presente 4 23,5 25,0
GSTM1-nulo 13 76,5 75,0 0,6683
Total 17 | 100,0 | 4 | 100,0

%Valor P do Teste Exato de Fisher.

* Informado pelo paciente
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Analisando o gene GSTM1 nos individuos auto-denominados e, pertencentes
ao grupo caso, brancos, 12% (6/50) apresentam genétipo presente e 88% (44/50)
apresentam o gendtipo nulo; 50% (8/16) dos individuos pertencentes ao grupo
controle apresentam o genétipo presente e 50% (8/16) apresentam o gendtipo nulo.
Esse resultado é considerado estatisticamente significativo, p=0,0030.

Analisando o polimorfismo do gene GSTML1 nos individuos auto-denominados
pardos, 21,7% (5/23) individuos pertencente ao grupo caso apresentam o genotipo
presente e 78,3% (18/23) desses individuos apresentam o genétipo polimérfico nulo,
enquanto 33,3% (1/3) do grupo controle apresentam o genoétipo presente e 66,7%
(2/3) apresentam o gendétipo polimdrfico nulo. Individuos desta etnia ndo mostraram
resultados com diferenga estatisticamente significativa p=0,5538.

A andlise do polimorfismo do gene GSTM1 nos individuos negros detectou
que 23,5% (4/17) dos individuos pertencentes ao grupo Pterigio apresentam
gendtipo normal e 76,5% (13/17) apresentam o gendtipo nulo; enquanto 25% (1/4)
dos individuos presentes no grupo controle apresentam o gendétipo normal e 75%
(3/4) apresentam o genotipo polimérfico nulo. A analise mostra que nao ha diferenca
estatisticamente significativa p=0,6683.

A tabela VIl mostra a variavel problema ocular na familia com o polimorfismo
GSTML1 nos grupos Caso e controle. Quando os pacientes com Pterigio apresentam
casos de problema ocular na familia, 17,9% (7/39) possuem o genotipo presente e
82,1% (32/39) possuem o polimorfismo nulo. Daqueles pacientes com Pterigio que
nunca apresentam nenhum caso de anomalias oculares na familia, 15,6% (5/32)
possuem 0 genétipo presente e 84,4% (27/32) possuem o polimorfismo nulo. O

resultado néo € estatisticamente significativo (p=0, 9601).
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Tabela VII - Comparagéo da variavel problema ocular na familia com o polimorfismo
GSTM1 nos grupos caso e controle.

o Problema ocular na familia

Varidveis/ Grupos Sim NE&o NA&o Sabe
n % n % n % P

Pterigio
Presente 7 17,9 5 |156 3 15,8
Nulo 32 82,1 27 | 84,4 16 84,2 0,9601
Total 39 100,0 | 32 (100,0/ 19 | 100,0
Controle
Presente 5 35,7 2 50,0 3 60,0
Nulo 9 64,3 2 | 50,0 2 40,0 0,6164
Total 14 100,0 4 11000 5 100,0

“Valor P do Teste G

Dos pacientes do grupo controle que apresentam casos de anomalias
oculares na familia, 35,7% (5/14) possuem 0 genétipo presente e 64,3% (9/14)
possuem o polimorfismo nulo. Dos pacientes do grupo controle que n&o apresentam
nenhum caso de anomalias oculares na familia, 50% (2/4) possuem o gendtipo
presente e 50% (2/4) apresentam o gendtipo nulo para o GSTM1. Nao ha diferenca
estatisticamente significativa para essa andlise (p=0,6164).

A tabela VIII analisa a exposi¢cdo ocupacional com o polimorfismo GSTM1
nos grupos caso e controle. Dos pacientes com Pterigio que tiveram exposi¢do
ocupacional, 14,5% (9/62) possuem o genatipo presente e 85,5% (53/62) possuem o
polimorfismo nulo para o gene GSTM1. Dos pacientes com Pterigio que ndo tiveram
exposicdo ocupacional 21,4% (628) apresentam gendtipo presente e 78,6% (21/28)
possuem o polimorfismo nulo. O resultado ndo mostra diferenca estatisticamente
significativa (p=0,2991; OR= 0,6226).
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Tabela VIl - Comparacdo da varidvel exposi¢cdo ocupacional com o polimorfismo
GSTM1 nos grupos caso e controle.

Exposi¢do ocupacional

\Varidveis/ Grupos Sim N

n % n % pe OR | Min Max
Pterigio
Presente 9 14,5 6 21,4
Nulo 53 | 85,5 | 22 78,6 |0,2991|0,6226|0,1979| 1,9593
Total 62 |100,0| 28 | 100,0
Controle
Presente 7 41,2 3 50,0
Nulo 10 | 58,8 3 50,0 |0,5368|0,7000| -- --
Total 17 |100,0| 6 100,0

“Valor P do Teste Exato de Fisher.

Dos pacientes do grupo controle submetidos exposi¢céo ocupacional, 41,2%
(7/17) apresentam o gendtipo presente do gene GSTM1 e 58,8 (10/17) apresentam
o polimorfismo nulo. Daqueles que né&o tiveram exposi¢édo ocupacional, 50% (3/6)
possuem o genotipo presente para o GSTM1 e 50% (3/6) apresentam o gendtipo
nulo. O resultado ndo é estatisticamente significativo (p=0,7000).

A tabela IX analisa a distribuicdo dos gendtipos do gene GSTM1 entre
pacientes fumantes e pacientes nao-fumantes nos grupos Caso e controle.
Analisando o polimorfismo do gene GSTM1 nos individuos que fazem uso do
tabaco, 13% (3/23) dos individuos pertencentes ao grupo Caso apresentam genotipo
presente e 87% (20/23) apresentam o genétipo nulo; enquanto 100% (2/2) dos
individuos pertencentes ao grupo controle fumam e apresentam o genétipo nulo. A

diferenca néo é estatisticamente significativa (p=0,4288 e OR=0,6875).
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Tabela IX - Comparacéo da variavel fumo com o polimorfismo GSTM1 nos grupos
caso e controle.

Fumo

Varidveis/ Grupos

Sim Nao

ni % | n % P | OR | Min | Max
Pterigio
Presente 3113,0 (12| 17,9
Nulo 20| 87,0 | 55| 82,1 |0,4288/0,6875/0,1756\2,6914
Total 23100,0| 67 | 100,0
Controle
Presente 0| 0,0 |10 47,6
Nulo 2 (100,0| 11 | 52,4 |0,3083/0,0000/ -- -
Total 2 |100,0| 21 | 100,0

9Valor P do Teste Exato de Fisher.

Analisando o polimorfismo GSTM1 nos individuos néao-fumantes, 17,9%
(12/67) do grupo caso apresentam genotipo presente e 82,1% (55/67) apresentam o
gendtipo nulo; enquanto 47,6% (10/21) dos individuos pertencentes ao grupo
controle apresentam o genétipo presente e 52,4% (11/21) apresentam o genotipo
nulo. Esta diferenga néo é estatisticamente significativa (p=0,3083 e OR=0,0000).

Em relacdo o habito de consumir bebida alcodlica, a tabela X mostra as
diferencas desse parametro nos pacientes do grupo caso e do grupo controle com
os polimorfismos dos genes GSTML1. Nos pacientes do grupo caso que apresentam
0 habito de consumir bebida alcodlica foi observado que 10,5% (2/19) apresentam o
gene GSTML1, ou seja, sdo normais e 89,5% (17/19) dos pacientes apresentaram
GSTM1-nulo. No grupo controle 66,7% (2/3) dos pacientes que consumem &lcool
apresentam genotipo presente e 33,3% (1/3) apresentam GSTM1-nulo. O resultado
nao é considerado significativo (p=0,3368; OR= 0,5249).



25

Tabela X - Comparacdo da variavel consumo de bebida alcodlica com o
polimorfismo GSTM1 nos grupos caso e controle.

Bebida Alcodlica
Variaveis/ ] ~
Grupos Sim Nao
n % n % pe OR Min Max
Pterigio
Presente 2 | 10,5 13| 18,3
Nulo 17| 89,5 | 58| 81,7 |0,3368| 0,5249 0,1077 2,5581
Total 19|100,0| 71 |100,0
Controle
Presente 2 | 66,7 | 8| 40,0
Nulo 1] 33,3]|12| 60,0 |0,3981| 3,0000 -- --
Total 3 |1100,0| 20 |100,0

“Valor P do Teste Exato de Fisher.

Nos pacientes do grupo caso que ndao consomem nenhum tipo de bebida
alcodlica, 18,3% (13/71) possuem genotipo presente e 81,7% (58/71) dos pacientes
apresentaram GSTM1-nulo. No grupo controle 0s pacientes que ndo consomem
bebida alcodlica sdo de 40% (8/20) com gendtipo presente e 60% (12/20) dos
pacientes com GSTM1-nulo, sendo esta diferenga estatisticamente ndo significativa
(p=0,3981; OR= 3,0000).

A tabela Xl andlise a varidvel Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) e o
polimorfismo GSTM1 nos grupos caso e controle. Dos pacientes com Pterigio que
apresentam hipertensdo, 20,5% (8/39) possuem o gendtipo presente e 79,5%
(31/39) possuem o gendtipo GSTM1-nulo. Dos pacientes com Pterigio que n&o
possuem hipertensdo 13,7% (7/51) apresentam genotipo presente enquanto 86,3%
(44/52) possuem o polimorfismo nulo. O resultado ndo € estatisticamente relevante

(p=0,2827; OR=1,6221).
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Tabela XI- Comparagdo da varidvel Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) com o
polimorfismo GSTM1 nos grupos pterigio e controle.

HAS

\Varidveis/ Grupos Sim N

n % n % pe OR Min Max
Pterigio
Presente 8 | 205 | 7 | 13,7
Nulo 31| 79,5 | 44| 86,3 | 0,2827 | 1,6221 0,5326 4,9401
Total 39|100,0 |51 | 100,0
Controle
Presente 7 | 636 | 3| 250
Nulo 4 | 364 | 9| 750 |0,0736 | 5,2500 -- --
Total 11| 100,0 | 12 | 100,0

“Valor P do Teste Exato de Fisher.

Dos pacientes do grupo controle que apresentam hipertenséo, 63,7% (7/11)

apresentam o gendtipo presente enquanto 36,4% (4/11) apresentam o genoétipo nulo

para GSTML1. Dentre os pacientes do grupo controle que ndo possuem hipertenséo,

25% (3/12) possuem o gendtipo presente e 75% (9/12) apresentam o gendtipo

GSTM1-nulo. O resultado ndo € estatisticamente significativo (p=0,0736; OR=5,2500).

A tabela XIl compara a varidvel Diabetes com o polimorfismo GSTM1 nos

grupos caso e controle. Dos pacientes com Pterigio que apresentam Diabetes,

14,3% (3/21) possuem o gendtipo presente e 85,7% (18/21) possuem o polimorfismo

nulo para o gene GSTM1. Dos pacientes com Pterigio que ndo apresentam Diabetes

17,4% (12/69) apresentam gendtipo presente enquanto 82,6% (57/69) possuem o

polimorfismo nulo. O resultado ndo é estatisticamente significativo (p=0,5165;

OR=0,7917).
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Tabela Xl - Comparacdo da varidvel Diabetes com o polimorfismo GSTM1 nos
grupos pterigio e controle.

o Diabetes
Varidveis/ Grupos Sim NE&o
n| % |n| % P OR Min Max
Pterigio
Presente 31|143 (12| 17,4
Nulo 18| 85,7 |57 | 82,6 |0,5165| 0,7917 0,2008 3,1207
Total 21|100,0|69 |100,0
Controle
Presente 4 | 50,0 | 6 | 40,0
Nulo 4 | 50,0 | 9| 60,0 (0,4899| 1,5000 0,2663 8,4488
Total 8 |100,0| 15 |100,0

9 Valor Pdo Teste Exato de Fisher.

Dos pacientes do grupo controle que tem diabetes, 50% (4/8) apresentam o

gendtipo presente enquanto 50% (4/8) apresentam o gendtipo nulo. Daqueles que

ndo apresentam diabetes, 40% (6/15) possuem 0 gendtipo presente e 60% (9/15)

apresentam o genétipo polimérfico nulo. O resultado ndo é estatisticamente
significativo (p=0,4899; OR=1,5000).
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6. DISCUSSAO

A andlise do polimorfismo do gene GSTML1 para o0 grupo caso constatou que
h& diferenca significativa entre o genoétipo nulo do gene GSTM1 entre 0s grupos
caso e controle. Um estudo realizado com 127 pacientes corrobora 0S Nnossos
resultados, eles percberam que o gendtipo nulo do gene GSTML1 esta relacionado
com o aparecimento precoce de pterigio (p=0,007) (Tsai et al., 2004).

Entretanto, dois estudos distintos, uma da China (Young et al., 2010) e um de
Taiwan (Tung et al., 2010) analisaram o polimorfismo do gene GSTM1 em pacientes
com pterigio e ndo encontraram diferengas significativas, ndo sendo compativel com
0S nossos resultados. A diferengca nos resultados pode ser explicada pelas
populacdes utilizadas nos referidos estudos. A populacdo brasileira tem a
miscigenacdo como caracteristica, com raizes ancestrais na Europa, Africa e na
América e diferentes padrbes de migracdo (Suarez-Kurtz, et al., 2014). E no caso
dos referidos estudos na China (Young et al., 2010) e em Taiwan (Tung et al., 2010),
a populagéo de origem asiética apresenta-se de forma mais homogénea.

No nosso estudo observamos que a presenca do genétipo nulo do gene
GSTM1 aumenta a possibilidade do aparecimento do pterigio (p=0,0056) no sexo
masculino. No entanto ndo houve diferenca significativa quando comparamos a
prevaléncia do Pterigio mulheres no que diz respeito ao polimorfismo do gene
GSTML1.

Um estudo conduzido na Australia (Sherwin et al., 2013) mostrou que a
frequéncia do gendtipo nulo do GSTM1 é maior na populagdo masculina daquele
pais, resultado que corrobora o detectado em nossos resultados. Outros estudos
também corroboram o0 nosso, um realizado em Beijing mostrou que naquela
populgdo o pterigio € mais freqiiente no sexo masculino (Ma et al., 2007) e outro
realizado na Etiépia (Meseret et al., 2008). Entretanto um grupo de pacientes
chineses analisados quanto ao polimorfismo nulo do GSTM1 n&o encontrou
diferenca significativa no sexo masculino e feminino (Young et al., 2010). A diferenca
no resultado pode ser explicada pela populacdo utilizada em cada estudo
considerado. Enquanto a populagdo brasileira é marcada pela miscigenacao
(Suarez-Kurtz, et al., 2014), a populacéo australiana € majoritariamente descendente

de europeus (Sherwin et al., 2013), a populcdo de Beijing tem origem asiética (Ma et
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al., 2007) e a populacéo da Etidpia com a maioria de origem semitica (Meseret et al.,
2008).

Estudos realizados em Barbados (Luthra et al., 2001) também evidenciam
que a etnia pode estar relacionada com a prevaléncia da doenca. Eles analisaram
4709 pacientes e perceberam que a prevaléncia do pterigio naquele pais esta
relacionado com a populagéo negra e que essa etnia representada no estudo tinha
cerca de 2,5 a 3,0 vezes mais frequéncia no aparecimento do Pterigio do que o
restante da populagdo. Um grupo de pesquisadores da Espanha mostrou que a
prevaléncia do pterigo € maior nos caucasianos corroborando os nossos resultados
(Viso et al., 2011).

No presente estudo observamos que a presenca do gendptipo nulo do gene
GSTML1 n&o aumenta a possibilidade do desenvolvimento do pterigio em pacientes
que tiveram anomalias oculares na familia. Nao houve diferenca significativa nessa
analise, p=0,9601.

Ao contréario dos nossos resultados, um estudo na Africa (Anguria et al., 2012)
mostrou que casos de Pterigio na familia pode sim contribuir para aumentar a
frequéncia da doenca nas geragdes seguintes. Diferencas nos resultados se devem
as diferentes populacdes estudadas. Enquanto a populac@o brasileira apresenta
descendéncia multipla (Suarez-Kurtz, et al., 2014), o que leva a uma maior
heterogeneidade genética, a populagio estudada na Africa é mais homogénea em
relacdo as suas caracteristicas genéticas (Anguria et al., 2012).

Observamos que a presencga do genoptipo nulo do gene GSTM1 ndo aumenta
a possibilidade do desenvolvimento do pterigio quando h&a exposi¢cdo ocupacional
(p=0,2991).

Um estudo realizado na Malasia (Cajucom-uy et al., 2010) corrobora os
nossos resultados. Eles n&o encontraram diferengas significativas quando
compararam o pterigio e a exposi¢cao ocupacional naquela populagéo.

O grupo de pesquisa de Barbados (Luthra et al., 2001) mostrou resultados
que indicam que a exposi¢cao ocupacional (principalmente daqueles que ndo usam
Oculos de protecdo solar) promove duas vezes mais chance de desenvolver a
doencga. Afirmam ainda que é muito importante investir em programas de prevencao
que estimulem as pessoas que trabalham expostas ao sol de usarem esse tipo de
equipamento na tentativa de diminuir a chance de desenvolvimento do pterigio

(Luthra et al., 2001). As diferencas nos resultados podem ser explicadas por causa
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das diferengas nas amostragens usada pelos grupos de estudo. O tamanho da
amostra do grupo de Barbados foi consideravelmente maior do que a usada no
presente trabalho, sendo que as andlises daquele grupo foram realizadas sob um
tamanho amostral de 2781

Nossa pesquisa mostrou que a presenca do gendptipo nulo do gene GSTM1
ndo aumenta a possibilidade do desenvolvimento do pterigio quando o paciente faz
uso frequente do cigarro (p=0,4288).

Um grupo de cientista da india (Asokan et al., 2012) avaliou o efeito do cigarro
em relagdo ao pterigio. Nem o referido grupo, nem o nosso trabalho encontrou
diferencas estatisticamente significativa para esse parametro. O estudo realizado por
eles corrobora os nossos resultados. Um estudo realizado com latinos que vivem
nos Estados Unidos também ndo encontrou diferengas significativas em relacdo ao
aparecimento do pterigio e o consumo de tabaco (West e Mufioz, 2009)

Observamos que a presenca do gendéptipo nulo do gene GSTM1 ndo aumenta
a possibilidade do desenvolvimento do pterigio quando o paciente apresenta
hipertenséo (p=0, 2827).

Um estudo realizado na China (Zhao et al., 2013) acompanhou por 10 anos
4439 pacientes. Eles afirmam que nédo ha relacdo do aparecimento da doenga com
parametros como a hipertensdo e aspectos cognitivos (ndo avaliado no presente
trabalho), estdo de acordo com 0s nossos resultados.

No presente estudo observamos que a presenca do gendptipo nulo do gene
GSTM1 ndo aumenta a possibilidade do desenvolvimento do pterigio quando o
paciente apresenta diabetes (p=0,5165), e também, ndo aumenta a possibilidade do
desenvolvimento do pterigio quando o paciente faz uso de bebidas alcodlicas
(p=0,3368)

Outro grupo de estudo da China (Zhong et al., 2012) analisou diversos
parametros do aparecimento e desenvolvimento do Pterigio. Assim como o presente
trabalho eles ndo encontraram diferengas significativas a cerca dos seguintes
parametros: altura e peso (ndo avaliadas pelo nosso grupo), hipertenséo, uso do

alcool, fumantes e diabetes.
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7. CONCLUSAO

A andlise do polimorfismo do gene GSTML1 para o0 grupo caso constatou que
hé& diferenca significativa entre o gendtipo nulo do gene GSTM1 nos grupos caso e
controle.

O gendtipo GSTML1 nulo é o mais frequente na populagdo estudada;

O genotipo nulo do gene GSTML é significante na populagdo masculina, mas
nao na feminina.

O gendtipo nulo do gene GSTML1 é significante na etnia branca, mas ndo na
parda ou negra.

O gendtipo nulo do gene GSTM1 néo esta relacionado aos fatores de risco

analisados:

e Casos na familia

e Exposigéo ocupacional
e Fumo

e HAS

e DM
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ATA DA SESSAO DE APRESENTACAO E DEFESA PUBLICA DE DISSERTACAO DE
CONCLUSAO DE CURSO DE MESTRADO

No dia 18 de junho de 2014, reuniu-se a 93° Banca Examinadora de Dissertagdo de Mestrado, composta
pelos membros: Profa. Dra. K 4tia Karina Verolli de O. Moura / PUC Goias (Presidente), Prof. Dr. Paulo
Roberto de Melo Reis / PUC Goias, Profa. Dra. Luciana Barbosa Carneiro / UFG, para avaliagdo da
dissertacdo intitulada “Analise do polimorfismo do gene GSTM1 em amostras de pterigio em
Goiania”, do candidato Anicézio de Paula Ribeiro Junior. aluno do Mestrado em Genética (MGene)
da Pontificia Universidade Catdlica de Goids. A sessdo iniciou-se as ‘(L'h(Oan na Sala de Defesa
de Teses, da 4rea IV, sob a presidéncia da Profa. Dra. Katia Karina Verolli de O Moura, que concedeu
30 minutos ao candidato para expor sinteticamente o estudo. A seguir, a argiiigdo procedeu-se de forma
interativa. Ao final da defesa, a sessdo foi suspensa e 2 Comissdo se reuniu em separado para avaliagdo e
atribuicdo de nota. Discutido o trabalho e o desempenho do mestrando, a Banca Examinadora
considerou-o %’V\/\\TCK/OQ’O com a notai—.Q.;Q. ( AL :

equivalente ao conceito “A' Portanto, o discente foi declarado Mest

em Genética pela Pontificia

Universidade Catélica de Goias, pelo Presidente da Banca Examinadora, que encerrou a sessdo

as ‘Shhomm Nio havendo nada mais a tratar. a presente ata foi lavrada e assinada pelos membros

da Banca Examinadora.

Profa. Dra. Katia Karina Verolli de O »
Prof. Dr. Paulo Roberto de Melo Reis ——r

»‘/»,
<. = 2
~ . / .
Profa. Dra. Luciana Barbosa Carneiro W

Esta ata contém 19 linhas continuas, sem rasuras, emendas ou retificaco.
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ATA COMPLEMENTAR N° 93/2014

MESTRADO EM GENETICA DA PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DE GOIAS
DISCENTE: ANICEZIO RIBEIRO DE PAULA JUNIOR
DEFENDIDA EM 18 DE JUNHO DE 2014 E M M) Ao COM CONCEITO A’

O titulo foi alterado /) ndo ( )sim

BANCA EXAMINADORA

Profa. ~Katia Karina Verolli de Oliveira Moura
(presidente-orientador)

Prof. Dr. Paulo Roberto de Mefo Reis / PUC Goias
(membro intefno)

Profa. Dra. Luciana Barbosa Carneiro / UFG
(membro externo)




