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RESUMO

O Glaucoma designa um grupo de doengas oculares que evoluem progressivamente sendo
caracterizadas por danos tipicos no nervo 6ptico com consequentes alteragdes de visdao. O
tipo mais frequente ¢ o glaucoma primario de angulo aberto (GPAA) que correspondente
aproximadamente 60% dos casos. O epitélio ocular expressa genes que codificam as
enzimas Glutationa S-Transferase (GST). A GST estd presente em vdrias estruturas
oculares, incluindo humor aquoso, corpo ciliar e cristalino. Este estudo teve como objetivo
avaliar o perfil genotipico dos polimorfismos dos genes GSTMI ¢ GSTTI em pacientes
portadores de Glaucoma Primario de Angulo Aberto e grupo controle na cidade de
Goiania. Foram analisadas amostras de sangue periférico de 100 amostras de pacientes
comprovadamente diagnosticados como portadores de glaucoma e 53 amostras de
pacientes com exame dentro dos padrdes considerados normais, representando o grupo
controle. O polimorfismo foi avaliado por PCR ¢ analisados em gel de agarose a 2% e
corado com brometo de etideo. As frequéncias dos polimorfismos dos genes GSTMI e
GSTTI foram comparadas com o teste x (p<0,05%) e a taxa de risco foi avaliada pelo teste
de Odds Ratio com intervalo de confianca de 95% (a=0,05). No grupo caso observou-se
que o gendtipo GSTM 1 presente foi de 40% (n=40) e nos controles foi de 71,6% (n=38). O
gendtipo nulo foi 60% (n=60) e 28,3% (n=15), respectivamente. O gendtipo GSTT]
presente no grupo caso foi de 52% (n=52) e no grupo controle foi de 66% (n=35); ja o
genoétipo nulo foi de 48% (n=48) no grupo caso e 34% (n=18) no grupo controle. O
genotipo GSTM 1 nulo no grupo caso foi mais frequente do que no grupo controle, sendo
esta diferenga estatisticamente significativa (p=0, 0004). O mesmo nao foi encontrado com
o gendtipo GSTTI (p=0,13). Foi verificado também a associagdo dos genotipos GSTM1
nulo/GSTTI presente ao risco de glaucoma para 3,1 vezes mais a chance de ocorréncia da
doenga, sugerindo que individuos que apresentam os gendtipos GSTMI nulo/GSTTI
presente pode ser considerado como um dos fatores de risco para o desenvolvimento do
GPAA. Ja para os gen6tipos GSTM1/GSTTI nulos foi verificado o risco de 6,7 vezes mais
a chance de ocorréncia da doenga (p=0,0004; OR: 6,7; IC 95%: 2,7 — 20,3), sugerindo que
individuos que apresentam os gen6tipos GSTM1/GSTTI nulos pode ser considerado como

um dos fatores de risco para o desenvolvimento do GPAA.

Palavras chaves: Glaucoma, glutationa S-transferase, GSTM1 e GSTT]1.
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ABSTRACT

Glaucoma refers to a group of eye diseases that gradually evolve being characterized by
typical damage to the optic nerve with consequent changes in vision. The most common
type is the primary open angle glaucoma (POAG) corresponding to approximately 60% of
cases. The ocular epithelia expressed genes encoding the enzymes Glutathione S-
Transferase (GST). The GST is present in various ocular structures, including aqueous
humor, ciliary body, and lens. This study aimed to evaluate the genotypic profile of the
gene GSTT1 and GSTM1 polymorphisms in patients with Primary Open Angle Glaucoma
and control group in the city of Goiania. Peripheral blood samples were analyzed by up to
100 samples of patients diagnosed as carriers of glaucoma, proven and 53 specimens from
patients with examination within the customary standards, representing the control group.
The polymorphism was assessed by PCR and analyzed in 2% agarose gel, stained with
etideo bromide. The frequencies of polymorphisms of GSTMI and GSTTI genes were
compared with the y° test (p < 0.05%) and rate risk was assessed by the test of Odds Ratio
with 95% confidence interval (o = 0.05). In case it was noted that this was of genotype
GSTM1 40% (n = 40) and in controls was 71.6% (n = 38). The null genotype was 60% (n
= 60) and 28.3% (n = 15), respectively. The GSTTI genotype present in case group was
52% (n = 52) and in the control group was 66% (n = 35); already the null genotype was
48% (n = 48) in case group and 34% (n = 18) in the control group. GSTM1 null genotype
in the case group was more frequent than in the control group, and this difference
statistically significant (p = 0. 0004). The same was not found with the GSTT1 genotype (p
= 0.13). Checked also the Association of genotypes GSTMI null/GSTT]I this the risk of
glaucoma to 3.1 times more the chance of disease occurrence, suggesting that individuals
who have the GSTM1 null genotype/GSTTI this can be regarded as one of the risk factors
for the development of the POAG. Already for the genotypes GSTM1 null was verified the
GSTT1\Vrisk of 6.7 times more chance of occurrence of disease (p = 0.0004; OR: 6.7, 95%
CI:-2.7 20.3), suggesting that individuals who have the GSTM1 null genotype/GSTT1 can
be regarded as one of the risk factors for the development of the POAG.

Keywords: Glaucoma, Glutathione S-Transferase, GSTM1 and GSTT1.
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1. INTRODUCAO

1.1. Glaucoma

A defini¢do de glaucoma mudou muito desde o seu surgimento em torno da época
de Hipocrates (cerca de 400 a.C). A palavra veio do grego antigo, glaucosis, significando
nublado ou tonalidade azul-esverdeada, provavelmente descrevendo um paciente com
edema de cornea ou evolucao rapida de um precipitado de catarata por elevacao da pressao
intra-ocular (PIO). Ao longo dos anos, o conceito de glaucoma tem sofrido extensa
mudanga, especialmente nos ultimos 100 anos, até a presente data (Bathija et al., 1998).

O glaucoma ¢ atualmente definido como uma perturbacdo da integridade estrutural
ou funcional do nervo dptico caracterizada por uma degeneracao progressiva das células
ganglionares da retina e de seus axOnios em regides especificas da retina, que pode
também conduzir defeitos especificos do campo visual ao longo do tempo (Bathija et al.,
1998).

O glaucoma pode ou nao estar associado a pressdo intra-ocular acima dos niveis
considerados normais. E uma das trés principais causas de cegueira no mundo, sendo
considerada como a segunda causa de cegueira irreversivel nos caucasianos € a primeira
nos individuos negros (Mello e Junior, 2005). Segundo a Organizagdo Mundial de Satude
(OMS) estima-se que existem cerca de 105 milhdes de pessoas no mundo com suspeita de
glaucoma (Thylefors e Negrel, 1994; Quigley, 1996).

O glaucoma pode ser classificado de acordo com sua etiologia, com o aspecto
anatomico do seio camerular e a idade de aparecimento. Entre os grupos de glaucoma ha
aqueles classificados em: primario, secunddrio e congénito. O glaucoma primdrio ¢

classificado quando os mecanismos de elevacdo da PIO ndao sdo bem conhecidos
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(Vasconcellos, 2001). Esses grupos sdo: glaucoma primario de angulo aberto (GPAA),
com maior incidéncia em torno de 60% dos casos; glaucoma primario de angulo fechado
(GPAF), com 26,6% de incidéncia (Thylefors e Negrel, 1994; Stamper, 1999). Ja o
glaucoma secundario ¢ classificado quando os mecanismos de aumento da PIO sao
conhecidos (Leske et al., 1981; Sakata, 2006). Sdo eles: tumores, catarata avangada,
uveites, diabetes e o uso de corticdides. E o glaucoma congénito ou juvenil, ocorre uma
anormalidade do segmento anterior dos olhos que se inicia no nascimento, com incidéncia
de aproximadamente 1,3% (Thylefors e Negrel, 1994; Stamper, 1999).

O diagnoéstico do glaucoma ¢ feito apds uma consulta oftalmolédgica apurada que
afere a pressdo intra-ocular e exames que analisam o fundo do olho como por exemplo: a
tonometria que mede a pressdo intra-ocular; a oftalmoscopia que permite a visualizagao
das estruturas dentro do olho, principalmente o nervo Optico; a gonioscopia que avalia se o
angulo onde a iris e a cornea se encontram no interior do olho e se estd amplo ou estreito,
mostrando se o glaucoma € de angulo aberto ou fechado; a retinografia simples que avalia
as estruturas da retina; a campimetria de frequéncia duplicada que permite que seja feito
um mapa da visdo e a topografia de disco Optico que avalia alteragcdes do disco Optico
(Lauretti e Filho, 1997; Netland, 2007).

Os tecidos que podem estar danificados no glaucoma incluem a cornea, a iris, o
cristalino, a retina € o nervo optico. A anormalidade do nervo dptico assume muitas formas
em pacientes com glaucoma. Uma das mais importantes ¢ a depressdo do nervo 6ptico em
forma de tigela chamada “escava¢do”, que pode ser detectada olhando-se dentro do olho
(Hattenhauer et al., 1998).

A escavacdo do nervo optico ¢ um dos sinais importantes da presenga do glaucoma.
O simples fato de uma pessoa ter um nervo 6ptico escavado nao significa necessariamente

que ela tem glaucoma. No entanto, em geral, quanto maior a escavagdo, maior a
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probabilidade de glaucoma. A figura 1 mostra um nervo Optico sem qualquer sinal de
glaucoma, ja a figura 2 mostra o nervo Optico depois de ter sido danificado pela pressdo

intra-ocular e ter se tornado “escavado” (Spaeth, 2006).

Figura 1: Nervo éptico (area circular central) normal sem sinais de “escavagao”.
Fonte: Spaeth, 2006.

Figura 2: Nervo éptico danificado pela pressao intra - ocular e “escava¢do” na
area branca ao redor do circulo. Fonte: Spaeth, 2006.
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A pressdo intra-ocular acima de 21 mmHg ¢ indicada como um dos fatores de risco
para o desenvolvimento do glaucoma (Sakata, 2006), mas outros fatores de risco como
diabetes mellitus, hipertensdo arterial sistémica (Sakata et al., 2002), idade, miopia, etnia,
hereditariedade e alimentacdo também podem estar relacionados ao desenvolvimento do
glaucoma (Stamper, 1999; Lin et al., 2002).

Com o advento das técnicas de biologia molecular e o sequenciamento do genoma
humano estudos de genética em oftalmologia permitiram a identificagdo de locos e genes
associados com o glaucoma (Wiggs, 2001; Wirtz e Samples, 2003; Pache, 2007). A
correlagdo entre o gendtipo/fendtipo permitiu observar manifestagdes clinicas e respostas
terapéuticas distintas de acordo com a alteracdo genética encontrada e o entendimento
destas mutagdes gerando o avango no entendimento das bases genéticas na oftalmologia, o
que em particular, auxiliara no diagnostico precoce, na fisiopatologia da lesdo
glaucomatosa ¢ mesmo no tratamento por meio de terapia gé€nica ou convencional,

reduzindo o risco de cegueira no futuro (Vasconcellos, 2001; Samples, 2003; Cella, 2005).

1.2. Glaucoma Primario de Angulo Aberto

O GPAA ¢ descrito como uma neuropatia dptica progressiva, cronica e multifatorial
que ¢ caracterizada por uma perda das fibras do nervo dptico. Essa perda se desenvolve
devido aberturas na camara anterior do olho, levando a anormalidades no campo visual
(Kwon et al., 2009).

O GPAA pode ser subdividido em: glaucoma de pressdo normal e o glaucoma de
pressdo intra-ocular alta (Tavares e Mello, 2005). Em um ter¢o dos casos de GPAA ha PIO
estatisticamente normal e sdo chamados de glaucoma de pressdao normal (Werner, 1996). O

GPAA de pressao normal ¢ caracterizada pela diminuicao das camadas de fibras nervosas
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da retina, aumento da relagdo escavacao/disco e deficiéncia no campo visual, porém sem
evidéncia de elevacao da PIO (Buono, 2002).

O GPAA de pressao alta ¢ caracterizado pela evidéncia do aumento da PIO e sua
principal causa € a obstrucao do escoamento do humor aquoso do olho. O humor aquoso ¢
produzido no corpo ciliar do olho, fluindo através da pupila para a camara anterior. A
malha trabecular entdo drena o liquido para o canal de Schlemm e finalmente para o

sistema venoso (Vasconcellos, 2001) [figura 3].

RETINA

CORNEA

CANAL DE DRENAGEM

Figura 3: Canal de drenagem do humor aquoso em evidéncia.
Fonte: Vasconcellos, 2001.

Todos os olhos possuem uma PIO que ¢ causada pela presenca de resisténcia ao
fluxo do humor aquoso através da malha trabecular e do canal de Schlemm (Spaeth, 2006).
Se a pressdo intra-ocular for alta, ou seja, maior que 22 mmHg resultara na compressao das
estruturas oculares. Entretanto, outros fatores como perturbagdes no fluxo sangiliineo no

nervo optico podem interagir com a PIO e afetar o nervo 6ptico (Betinjane et al., 2005). O
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GPAA geralmente ¢ assintomatico e o diagndstico clinico ¢ realizado pela aferi¢ao da PIO
¢ fundamenta-se na observacdo do seio camerular aberto sem alteracdes além da
observacao de alteracdes caracteristicas do nervo optico e de fibras nervosas indicativas de
glaucoma (Betinjane et al., 2005). De acordo com as proje¢des dos anos de 2010 a 2020,
um total de 60,5 milhdes de pessoas no mundo manisfetardo o GPAA (Quigley e Broman,
2006).

Quando o glaucoma ¢ diagnosticado entre 3 a 35 anos de idade, geralmente ¢
agressivo e com PIO elevada, a doenga em geral se comporta com padrdo de heranga
autossdmica dominante e ¢ chamado de glaucoma primario de angulo aberto juvenil (do
inglés Juvenile Open-Angle Glaucoma, JOAG) ou glaucoma primario de angulo aberto de
inicio precoce. Quando a doenga ¢ diagnosticada apos os 35 anos, tem curso insidioso € o
padrao de heranca nao estd bem definido ¢ chamado de glaucoma cronico simples ou
GPAA do adulto. Estes dois quadros clinicos ja foram considerados doengas diferentes,
entretanto, atualmente, tende-se a admitir como a mesma doenca (Morissette et al., 1995;
Povoa et al., 2006).

A prevaléncia do GPAA em populacdes brasileiras foi analisada no estudo de
Ghaenem (1989), que avaliou 8.061 pessoas com mais de 20 anos de idade em Joinville -
Santa Catarina. Este estudo demonstrou a prevaléncia de 1,48% a partir de 20 anos; 1,75%
quando se consideravam glaucomatosos a partir de 40 anos de idade, subindo para 2,07%
acima dos 50 anos.

O glaucoma em suas varias formas de manifestacdo, apresenta padrdes de heranca
que vao da segregacdo mendeliana dominante ou recessiva a formas de heranga
multifatorial ou complexa (Libby et al., 2005; Gjessing e Lie, 2008). Estudos buscam
compreender o papel de locos identificados no glaucoma com o padrdo de heranga

mendeliana e manifestacdo do fenotipo complexo (Wiggs, 2007).
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Locos gendmicos identificados por mapeamento de ligagdo analisaram genes
candidatos para os estudos de associacdo em amostras populacionais buscando entender as
possiveis contribui¢des destes genes na variacao do risco do desenvolvimento do glaucoma

(Craig et al., 2001; Park et al., 2007).

1.3. Genes candidatos para o Glaucoma Primario de Angulo Aberto

Virias regides do genoma foram mapeadas associadas ao GPAA (Tabela I). Trés
genes foram identificados, entre eles 0 MYOC (Miocilina), OPTN (Optineurina) e WDR36
(WD repeticdo protéica 36), associados diretamente a causa e desenvolvimento do GPAA
(Raymond, 1997; Hauser et al., 2006; Hogewind et al., 2007).

O gene TIGR/MYOC (OMIM 601652) e a proteina miocilina foram os primeiros a
serem descritos como associados ao GPAA. Este gene esté situado no loco GLC1A (1g21-
q31) e foi descrito em 1997 por Stone et al., (1997). O gene MYOC chamava-se gene TIGR
(do inglés Trabecular Meshwork-Inducible Glucocorticoid Response) resposta da malha
trabecular induzida por glicocorticoides, ele foi inicialmente identificado em culturas de
células da rede trabecular incubadas com corticoides (dexametasona), ao serem
comparadas com as cé¢lulas do grupo controle, ndo incubadas com corticoides. Observou-se
entdo, a formacdo de um material protéico/glicoprotéico no grupo incubado com o
corticoide. Esta mutagdo foi associada a producdo da proteina/glicoproteina pelas células
da rede trabecular (Sheffield et al., 1993; Alward et al., 1996; Sunden et al., 1996; Nguyen
et al., 1998; Shepard et al., 2001; Fingert et al.,, 2002; Mackay et al., 2008).
Posteriormente, essa alteracdo foi observada em pacientes com glaucoma juvenil e
glaucoma adulto. Simultaneamente a essas experiéncias, foi descrito o gene MYOC, razao

de o gene ser conhecido por 7IGR ou MYOC. Alguns autores também o denominam como
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gene GLCIA, por ter sido o primeiro gene mapeado em casos de GPAA (Stone et al.,
1997). A Sigla “GLC” ¢ considerada pela Human Genoma Database (HUGO) para a
classificacdo do glaucoma sendo estes 1- angulo aberto, 2- angulo fechado e 3- congénito

(Raymond, 1997; Povoa, 2006).

Tabela I: Genes e locos associados ao Glaucoma

Loco Regido Gene Tipo de Glaucoma
GLCI1E 10p15-14 OPTN GPAA
1923-25 MYOC/TIGR GPAA
9q22 GPAA
GLCIA 20p12 GPAA
1921-31 MYOC/TIGR JOAG
6p25 FKHL7
GLCIB 2cen-ql3 MYOC/TIGR GPAA
GLC1C 3q21-24 MYOC/TIGR GPAA
GLC1D 8q23 MYOC/TIGR GPAA
GLCI1G 5q21.3-22. WDR36 GPAA
GLCI1F 7q35-36
GLCl11 15q11-13
GLC1J 9q22
20p12
GLC1k 15q24. LOXLI
GPDS2 18q11-2
GLC3A 2p22-21 CYPIBI Glaucoma congénito
RIEG1 4q25 PITX2
RIEG2 13ql4
PAX 6
IRID1 11p13 FOXe]
6p25 (FKHL?7)
4q25 PITX
IRID2 10925 PITX3
4925 PITX2
NNO 1 11p? VMD?2
NNO2 11g23.3 MFRP
AN2 11p13 PAX 6
PPCDI 20p11.21- VSX 1
PPCD2 ql1.23 COL8A42
1p34.3-32.3
10p11.2
4q25-926 PITX2
2p22-p21 CYPIBI
PPCD3 6p25 FOXC1
13q31-32
14932
15921 FBNI (Fibrilin)
5q13-14 WGNI

Fonte: OMIM - Online Mendelian Inheritance in Man
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Mutagdes no gene TIGR/MYOC sdo a causa mais frequente de cegueira com base
molecular conhecida. A proteina miocilina é produzida em grandes quantidades na malha
trabecular, esclera, corpo ciliar e iris € em menor quantidade na retina e nervo Optico. A
expressao da miocilina ¢ induzida pelos esteroides, fatores de crescimento beta e o
estiramento mecanico (Adam et al., 1997; Stone et al., 1997; Fingert et al., 1998; Nguyen
et al.,, 1998; Tomarev ¢ Malyukova, 2003; Tamm e Fuchshofer, 2007; De Voogd et al.,
2008).

No Brasil, estudos em pacientes com glaucoma juvenil identificaram uma nova
mutagdo (Cys433Arg) no gene TIGR/MYOC ndo observada em outras populacdes, sendo a
mutacdo mais comum na populagdo brasileira (Vasconcellos, 2001).

O segundo gene associado ao GPAA ¢ o OPTN (OMIM 602432) (do inglés
Optineurin). Esse gene esté situado no loco GLCI1E, na regido 10p14-15 com mutacdes em
individuos que apresentam pressao ocular normal (Rezaie et al., 2002; Tink et al., 2008). A
proteina OPTN ¢ encontrada na retina, estrutura trabecular e em tecidos do globo ocular
além de outros tecidos adjacentes (Rezaie et al., 2002; Hauser et al., 2006; Lopez-Martinez
et al.,, 2007). Alteracdes alélicas no gene OPTN causam atrofia no nervo Optico e
degeneracao das células ganglionares da retina (Alexander et al., 1991; Yao et al., 2006).

A associacdo da proteina OPTN a interacdo com outras proteinas sugere que esta
proteina tem significante funcdo biologica no desenvolvimento normal do olho, nos
processos de interagcdo proteina-proteina além do possivel trafego e secrecdo de outras
proteinas intracelulares. As informagdes obtidas das caracteristicas basicas da proteina
OPTN bem como o processo molecular nas muta¢des ocorridas no gene OPTN contribuem
para neuropatias glaucomatosas do nervo optico (Tink et al., 2008). O gene OPTN ¢

expresso na rede trabecular, no epitélio ciliar ndo pigmentado, na retina € no cérebro,
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parece desencadear o processo de apoptose nas células ganglionares com um padrdo
autdbnomo dominante (Rezaie et al., 2002; Tink et al., 2008).

Estudos recentes encontraram a mutacdo OPTN-E50K exclusivamente associada
com a forma familiar de glaucoma. Estudos clinicos evidenciaram que essa mutacao esta
associada com a forma mais severa do GPAA (Alward et al., 2003; Aung et al., 2003;
Hauser et al., 2006). Investigacdes sobre mutagdes nesse gene em diversos grupos de
pacientes com glaucoma tém sido realizadas para elucidar os mecanismos biologicos das
formas mutantes das proteinas envolvidas na patogénese do glaucoma (Rezaie et al., 2002;
Tink et al., 2008).

E o mais recente gene descoberto associado ao GPAA ¢ o WDR36 (OMIM
609669). O gene WDR36 (do inglés WD repeat domain 36 protein) ou repeticdo protéica
36 estd situado no loco GLCI1G, na regidao 5q21.3 (Monemi et al., 2005; Kramer et al.,
2006). Embora sua fungdo ainda seja desconhecida, estudos sugerem que mutagdes na
regido promotora do gene causam mudangas severas no desenvolvimento da doenga
(Kramer et al., 2006; Wiggs, 2007; Tink et al., 2008).

Outros genes como: CYPIBI (citocromo P450-1B1), APOE (apolipoproteina E),
PITX2 e FOXC1, apresentam mutagdes e estdo sendo associados com GPAA congénito. A
maioria dos fenotipos encontrados apresenta base genética com excegdes aos casos de
glaucoma causados por traumas, infecgdes ou intervengdes cirurgicas (Hauser et al., 2006;
Wiggs, 2007).

Estudos também mostraram uma susceptibilidade genética do GPAA associada
também ao polimorfismo dos genes das familias das Glutationa S-Transferases na causa e
desenvolvimento desta patologia (Juronen et al., 2000; Yildirim et al., 2005; Unal et al.,
2007). Esta enzima catalisa o ataque nucleofilico da glutationa em uma variedade de

componentes incluindo carcinogenos, agentes mutagénicos, drogas citotoxicas
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promovendo a detoxificagdo da reacdo oxidativa (Mannervik e Danielson, 1988; Hayes e
Strange, 1995) e excrecao facilitada das glutationas conjugadas, levando a neutralizagio de

compostos toxicos € xenobioticos.

1.4. Xenobioticos e sua metabolizacio no organismo humano

Os seres vivos estdo continuamente expostos a compostos quimicos naturais e/ou
ndo-naturais. Estes compostos sdo denominados xenobioticos e podem interagir de maneira
deletéria ao organismo (To-Figueras et al., 2001).

Os principais xenobidticos de relevancia médica sdo os fdrmacos, 0s carcindgenos
quimicos, inseticidas, policlorados bifenila, aditivos alimentares, entre outros. A grande
maioria destes compostos esta sujeita a biotransformagao no organismo humano. O figado
¢ o principal 6rgdo envolvido nesse processo, contudo, pode ocorrer, em menor grau, a
biotransformag¢ao no intestino, pulmao, rim, entre outros (Sheehan et al., 2001).

O metabolismo de xenobidticos ¢ dividido em duas fases distintas da
biotransformacao. Ao entrar na célula, as substancias sao inicialmente metabolizadas pelas
enzimas de fase I, geralmente, por uma reacdo de oxidagdo que introduz um centro
eletrofilico na molécula. A criacdo do centro reativo permite que as enzimas de fase II
conjugem o metabolito eletrofilico com varias moléculas endogenas (por exemplo,
glutationa) que resulta num metabolito final hidrofilico que, em populagdes humanas, ¢é
eliminado do organismo através da urina ou do bolo fecal. Em muitas situagdes a
toxicidade do xenobiodtico é reduzida ou eliminada durante a fase de metabolizagao.
Contudo, em alguns casos a toxicidade aumenta. A atividade das enzimas que
biotransformam os xenobioticos ¢ influenciada pela idade, sexo e fatores genéticos (Arruda

et al., 1998).
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Na fase I de biotransformagdo, a principal reacdo envolve a hidroxilagdo, mas
podem ocorrer outros tipos de reacdes, tais como reducgdo e hidrolise (Salama et al., 2001).

Na fase II de biotransformacgao, os derivados hidroxilados, ou outros compostos
produzidos na fase I, sdo convertidos em varios produtos de biotransformacao polares, por
enzimas especificas tais como glutationa S-transferases, sulfatos, acetatos, aminoacidos ou
por metilagdo (Salama et al., 2001).

A grande maioria dos estudos feitos com genes de susceptibilidade envolve os
genes de fase I da familia citocromo P450 (CYP450) e os genes de fase II da familia da
Glutationa S-transferases (GSTs). A Figura 4 mostra a interagdo entre as enzimas

metabolizadoras de fase I e II e 0 modo como elas contribuem para a toxicidade e mutagao

(Rossi et al., 1999).

Compostos quimicos Metabdlitos Hidrofilicos
Alimentos Intermedidrios Inécuos
Drogas g Eletrofilicos :

Substratos enddégenos

S |

Estresse Oxidativo
Toxidade
Ciancer
Mutacgdes

Figura 4: Interacdo entre as enzimas metabolizadoras de fase | e Il e 0 modo como elas contribuem para a
toxicidade e mutagdo (Rossi et al., 1999).

Lang e Pelkonen (1999) consideraram surpreendente que enzimas, cuja fungdo ¢
proteger o organismo da acdo tdxica de xenobioticos, aumentem a toxidade dos mesmos
em algumas situagdes. Sugeriram ainda que, sob o ponto de vista evolutivo, estes sistemas
enzimaticos devem ter fornecido uma vantagem adaptativa aos organismos protegendo-os

da acdo de sustancias externas e potencialmente prejudiciais. A geragdo de metabodlitos
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toxicos seria uma consequéncia secundaria deste processo. A fun¢do primaria das enzimas
seria a de solucionar o problema agudo de acumulo de compostos potencialmente letais ao
organismo. Alguns autores sugerem ainda que a diversidade observada nos sistemas
enzimaticos entre as diferentes populacdes seria resultante da selecdo que teria atuado
sobre diversos tipos de dietas experimentadas pelas populagdes humanas ao longo de sua

historia (Nebert, 1997 e Lewis et al., 2002).

1.5. Familia das Glutationa S-Transferases

A familia de isoenzimas glutationa S-transferases (GSTs) ¢ composta por proteinas
diméricas soluveis e multifuncionais que podem se conjugar a moléculas eletrofilicas
tornando-as menos toxicas (Strange et al., 2001).

Compreende uma familia que inclui 16 genes em sete subfamilias: Alpha, Mu,
Omega, Pi, Sigma, Theta e Zeta (Board et al., 1997). Estima-se que existam pelo menos 20
tipos de GST na espécie humana, presentes no citoplasma microssomal e mitocondrias,
sendo expressas em altos niveis no figado (Strange et al., 2001). As GSTs microssomais
sdo diferentes das GSTs na forma solivel e foram identificadas duas GSTs microssomais:
uma enzima trimérica que conjuga o xenobidticos com a glutationa; e outra enzima distinta
— a leucotrieno C4 sintetase — que participa na sintese de leucotrienos (Izzotti et al., 20006).

No homem foram identificados os locos GSTA, GSTM, GSTT, GSTP ¢ GSTZ ¢ os
genes GSTMI, GSTTI e GSTPI s3ao os mais analisados na suscetibilidade a doengas
ambientais (Strange et al., 1998). A dele¢do nos genes GSTM1 leva a reducdo ou auséncia
da enzima, possuindo distribui¢do heterogénea em diversas populacdes e alguns estudos
tétm demonstrado associagdo do polimorfismo da GST com o GPAA em diferentes

populagdes (Juronen et al., 2000; Izzotti et al., 2006; Unal et al., 2007; Rocha et al., 2011).
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As GSTs estdo presentes em varias estruturas oculares, incluindo humor aquoso,
corpo ciliar e cristalino. A formagao de metabolitos toxicos pode induzir trocas na estrutura
de proteinas presentes no humor aquoso ¢ malha trabecular ocasionando diminui¢ao do
fluxo e aumento da PIO (Izzotti et al., 2006).

As glutationa S-transferases sdo partes importantes no sistema de detoxificagao
celular e estdo envolvidas no processo do estresse oxidativo celular causado por acimulo
de espécies reativas de oxigénio (do inglés Reactive Oxygen Species — ROS) [Yildirim et
al., 2005].

O estresse oxidativo celular ¢ uma condicdo biolégica em que ocorre um
desequilibrio entre a produgdo de espécies reativas de oxigénio e a sua desintoxicacdo
através de sistemas bioldgicos que as removem ou reparam os danos por elas causados.
Todos os organismos vivos possuem um ambiente intracelular de natureza redutora,
existindo um equilibrio entre as formas oxidada e reduzida de moléculas, equilibrio esse
mantido por enzimas a custa de energia metabdlica. Perturbagdes neste equilibrio podem
provocar a produgdo de perdxidos e radicais livres que danificam todos os componentes
celulares, incluindo proteinas, lipidos e o DNA (Schafer e Buettner, 2001).

O estresse oxidativo e os sistemas antioxidantes sdo potencialmente importantes
para os tecidos oculares que se regeneram lentamente, aumentando o risco de acimulo de
toxinas que podem causar danos ao tecido. Esses danos causam alteragdes moleculares que
contribuem para o desenvolvimento do glaucoma, catarata e doengas relacionadas a idade
(Yildirim et al., 2005). O acumulo e a toxicidade sdo evitados através de enzimas que os
reconhecem e metabolizam em formas hidrofilicas que sdo facilmente eliminadas do
organismo. Desse modo, o olho precisa de um eficiente sistema de redugdo, bem como

enzimas de desintoxicacdo. O epitélio ocular expressa genes que codificam as enzimas
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GSTs e outras envolvidas no ciclo de glutationa, como glutationa peroxidase (Wilkinson e
Clapper, 1997; Hasler et al., 1999)

Exposicao a luz por meio de substancias fotossensibilizante pode levar a formacao
de espécies reativas de oxigénio (Wiggs et al., 2000). Substancias quimicas que produzem
reagcOes fotossensibilizantes podem ser classificadas como fotoalergias ou reagdes de
fototoxicidade. As fotoalergias sdo reagdes imunoldgicas que se caracterizam porque a
substancia fotossensibilizante absorve radiacdo UV, originando um produto com poder
antigénico. J4 as reagdes de fototoxicidade sdo resultado de reagdes fisico-quimicas sobre a
substancia fotossensibilizante, que absorve um determinado comprimento de onda da
radiacdo UV e transmite essa energia captada para as células. Exemplos de medicamentos
fotossensibilizantes mais comuns sdo: peroxido de benzoila, carbamazepina, captopril,
trimetoprim, bleomicina, 5-fluoruracil e o cobalto (Passos et al., 2003).

Estudos epidemiologicos sugerem que a suscetibilidade individual a doengas
oculares podem estar correlacionadas ao sistema GST (Yildirim et al., 2005). Dentre as
proteinas citosolicas as GSTM1 e GSTTI sdo as que possuem maior correlacdo com o
glaucoma (Unal et al., 2007).

Grande parte das informagdes existentes sobre os efeitos dos polimorfismos de
GSTs na susceptibilidade individual a carcindgenos quimicos relaciona se com as
isoenzimas GSTM1 e GSTTI; este grupo de enzimas participa no metabolismo de uma
ampla faixa de carcindgenos e constituem uma das principais rotas do metabolismo das
ROS (Moreno et al., 2004).

Os genes GSTM1 e GSTTI mostram uma elevada variabilidade em humanos. Cerca
de 50% da populagdo caucasiana apresenta um genotipo nulo (sem atividade enzimatica)
para o gene GSTT1 (Pemble et al., 1994). Este fenotipo nulo ¢ produto de uma delecao em

ambos os alelos. Estudos na América Latina, em populagdes do Brasil demonstraram
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frequéncias de 33% (Grégio D’Arce e Colus, 2000) e de 41,2% (Cabral et al., 1999) para o

gendtipo GSTM 1 nulo.

1.5.1 Genes GSTM1

Cinco genes distintos para GSTM, da classe mu (u), foram identificados: GSTM1,

GSTM?2, GSTM3, GSTM4 ¢ GSTMS. Dentre estes, o gene GSTM1 (OMIM 138350) que

possui 5926 pb e estd mapeado no loco 1p13.1 (Abu-Amero et al., 2008) [Figura 5].
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Figura 5: Localizagdo gen6mica do gene GSTM1 marcado pelo trago em vermelho. Fonte:
http://www.omim.org/entry/138350.

O gene GSTMI ¢ polimorfico possuindo dois alelos funcionais (GSTMI*4 e
GSTM1*B), 8 exons e um alelo com atividade nula por delecdo (GSTM1*0). A proteina
GSTMIA contém uma lisina na posi¢do 172, enquanto a proteina GSTMI1B contém
asparagina nesta posicao e os alelos possuem a mesma eficdcia de detoxifica¢do (Xu et al.,
1998). O gendtipo GSTMI nulo possui uma dele¢do no gene que codifica uma proteina
GSTM1A/B. Os alelos podem se combinar formando gendtipos heterozigotos
(GSTM1AB, GSTM1B™ ¢ GSTM1A") e homozigotos (GSTM1AA, GSTM1BB ou GSTMI)
(Strange et al., 1998).

Quando pelo menos um dos alelos ¢ funcional o genétipo € considerado presente
(GSTM1") e apresenta a mesma eficiéncia de detoxificagdo. E o gendtipo é considerado
nulo devido sua delecao (GSTMI1") [Seidegard et al., 1988; Pearson et al., 1993],

frequentemente presente em ambos os alelos no genotipo homozigoto nulo, resultado de
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uma recombinacdo homologa devido a proximidade fisica dos genes GSTMI e GSTM?2
envolvendo repeti¢des de 4,2 kb em 5’ ¢ 3’ (Xu et al., 1998) deletando precisamente 16 kb
contendo todo o gene, permanecendo os genes adjacentes intactos (Figura 6). Abu-Amero

et al., (2008), sugerem ainda que o gene foi criado através de retrotransposi¢ao.

Alelo tipo
selvagem

Alelo Nulo

Figura 6: O gene GSTM1 (caixa preta) é composto por oito exons, que variam em tamanho de 36-112 pb,
enquanto que os introns variam de 87-2641 pb. Esta inserido em uma regido com grande homologia
ladeado por duas regides quase idénticas de 4,2 kb (caixas cinza). A parte inferior da figura exemplifica o
alelo nulo originado por recombina¢do homadloga dos 4,2- kb em 5’ e 3’. Fonte: Modificado de Roodi et al., 2004.

A enzima GSTMI catalisa a conjugacdo dos produtos de metabolizagdo de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos com os derivados epodxidos, principal
carcindogenos encontrado na fumaga do tabaco (Strange et al., 1998). Individuos GSTM1
nulos exibem auséncia da atividade enzimadtica e Millikan et al., (2000) sugerem que eles
possuam um risco aumentado para efeitos de uma grande variedade de carcindgenos
ambientais.

Juronen et al., (2000), verificaram que o genétipo GSTM1 presente foi um fator de
risco para o desenvolvimento de GPAA. Acredita-se que varios fatores podem explicar a
associacdo entre o gendtipo GSTM 1 presente e 0 GPAA. Além da GSTM1 catalisar reagdes

de desintoxicagao também pode participar de reagdes que resultam em produtos toxicos,
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que podem causar mudangas estruturais nas proteinas presentes na malha trabecular e no
humor aquoso possibilitando o0 GPAA, ou seja, individuos com genotipo GSTM1 presente
estariam predispostos ao desenvolvimento do glaucoma (Unal et al., 2007). Outros estudos
sugerem ainda que o GSTMI presente seria um fator de prote¢ao para o desenvolvimento

do glaucoma (Izzotti et al., 2003; Yildirim et al., 2005; Rocha et al., 2011).

1.5.2 Genes GSTT1

Existem dois genes da classe theta (0): GSTTI localizado no loco 22ql1.13 e
GSTT2 na mesma banda do cromossomo (22q11.2) produzindo uma proteina com 55% de

similaridade a GSTT1, mas ambos possuem 5 éxons com divisdes idénticas de intron/éxon

(Figura7) [Strange et al., 1998].
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Figura 7: Localizagdo genbmica do gene GSTT1 marcado pelo trago em vermelho. Fonte:
http://www.omim.org/entry/600436

O GSTTI (OMIM 600436) ¢ representado por dois alelos: um alelo presente
(GSTTI*1) e um nulo (GSTTI*0). Estudos tém demonstrado que o alelo GSTTI*0
corresponde a uma supressdo total ou parcial do gene, causando uma deficiéncia na
atividade enzimatica (Figura 8), relacionada ao processo de detoxificacio em pequenos
hidrocarbonetos reativos, como o 6xido de etileno (Pemble et al., 1994; Puga et al., 1997).

O polimorfismo nulo do gene GSTT! resulta na falta da proteina ativa e mostram
que 20 a 60% dos individuos apresentam essa delecdo do gene (Sprenger et al., 2000).

[Figura 8]. Analises revelaram 2 regides franqueadoras (HA3 e HAS5) contendo duas
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repeti¢des idénticas de 403 pb, que foram identificadas como regides dele¢do/juncio do
GSTTI nulo. (Sprenger et al., 2000).

O genotipo GSTTI nulo também foi relatado por alguns estudos associado a uma
tendéncia maior para certas doengas incluindo cancer e lesdes pré-cancerosas (Nakajima et

al., 1995; Konig-Greger et al., 2004; Boccia et al., 2006).
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Figura 8. Desenho esquematico mostrando as posi¢Oes dos genes da classe Teta de GST, no cromossomo
22, e a representacao do alelo selvagem e mutante do gene GSTT1. Fonte: da Silva-Junior, 2008.

Pemble et al., (1994), demonstraram que o gene GSTT! esta ausente em 38% da
populagdo em geral. A auséncia da enzima implica na falta de detoxificagdo de uma série
de compostos como os halometanos sintéticos e outros quimicos industriais. Descreveram
ainda que as frequéncias do GST71 nulo em relacdo ao GPAA descritas na literatura sao
menores do que as descritas para o GSTMI nulo e ha uma baixa variagdo entre diferentes
grupos étnicos.

O GSTT1I ¢ altamente conservado durante a evolu¢do e tem um importante papel na
biotransformacdao de fase II de muitos farmacos e produtos quimicos industriais, por
exemplo, drogas citostaticas, hidrocarbonetos e hidrocarbonetos halogenados. Muitas

evidéncias sugerem que GSTT1 e GSTM1 humanas participam de desativagao de ROS que
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estaria envolvida nos processos celulares de inflamagdo, envelhecimento e doencas
degenerativas (Bailey et al., 1998).

Desse modo, a variabilidade individual de genes relacionados aos processos de
ativacao e detoxificagdo metabodlica parece crucial na suscetibilidade ao desenvolvimento
do GPAA. Devido a alta frequéncia do genotipo nulo na maioria das populagdes analisadas
em geral, que variam entre grupos étnicos e a etiologia da doencga, a distribuicao alélica
deste gene tem sido muito estudada (Juronen et al., 2000; Izzotti et al., 2003; Unal et al.,

2007).
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2. JUSTIFICATIVA

O glaucoma ¢ uma neuropatia Optica complexa que afeta aproximadamente 70
milhdes de pessoas em todo mundo tornando-se a segunda causa mais comum de cegueira
irreversivel (Thylefors e Negrel, 1994; Ressiniotis, 2005).

A incidéncia do GPAA estd aumentando conforme o 3° Consenso Brasileiro de
Glaucoma Primério de Angulo Aberto (Paranhos-Jnior et al., 2009). No Brasil existem
cerca de 900.000 portadores que necessitam de diagnostico precoce para que sua qualidade
de vida nao seja comprometida evoluindo para cegueira. Cerca de 13,5 milhdes de pessoas
acima dos 40 anos possuem glaucoma primario de angulo aberto (GPAA) e estdo

principalmente distribuidos na China, Africa e India. A tendéncia ¢ aumentar significativamente o

numero de portadores para os anos vindouros pelo aumento da longevidade.

O GPAA tornou-se um grande problema de saude publica, causando impacto
econdmico mensal de 29,1% sobre o valor do salario minimo, devido ao elevado prego dos
colirios utilizados no tratamento (Stillitano et al., 2003), o que estimula estudos na area da
genética em busca de resultados para combater esta doenca.

A atuacao da genética na medicina quanto ao diagnoéstico e tratamento de doengas
como o cancer, apresenta resultados promissores quando comparados aos estudos em
oftalmologia. Atualmente, estudos sobre associacdo genética e o desenvolvimento do
glaucoma encontram-se restritos as pesquisas no ambiente académico, como outrora foi em
outras especialidades. E certo que, no futuro, os avangos conseguidos nos laboratérios
estardo a disposicdo dos oftalmologistas, proporcionando auxilio no diagnostico, no
aconselhamento genético, no acompanhamento dos pacientes e no tratamento de doencas

como o glaucoma.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Avaliar o perfil genotipico do polimorfismo dos genes GSTMI e GSTTI em
pacientes portadores de Glaucoma Primario de Angulo Aberto e grupo controle na cidade

de Goiania.

3.2. Objetivos Especificos

e Analisar o polimorfismo dos genes GSTT! e GSTM1 no grupo glaucoma e no grupo
controle;

e Estabelecer o gendtipo mais frequente relacionado ao GPAA na populacao estudada;

e Verificar as possiveis associagdes entre os genodtipos GSTMI e GSTTI e os fatores de

risco: género, etnia, tabagismo e o etilismo no grupo glaucoma e no grupo controle.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Casuistica

Foram coletadas amostras de sangue periférico (10mL) de 100 pacientes
comprovadamente diagnosticados como portadores de Glaucoma Priméario de Angulo
Aberto (GPAA) e o grupo controle com exames oftalmologicos dentro dos padrdes
considerados normais que corresponderam a 53 amostras. A coleta de sangue foi realizada
na Pronto Clinica de Olhos em Goiania e a andlise genética molecular foi realizada no
Nucleo de Pesquisas Replicon-PUC-Goias.

Os critérios de inclusdo para o grupo glaucoma foram: paciente com GPAA, com
escavacao maior que 0,6 e/ou assimetria de escavagao maior que 0,2; pressao intra-ocular
maior que 21 mmHg, alteragdes campimétricas sugestivas de dano glaucomatoso,
biomicroscopia com auséncia de infeccdo, catarata ou cirurgias oftalmoldgicas prévias,
gonioscopia com seio amplo (Shaffer grau 4, ou seja, visualizagdo de todas as estruturas
do seio). E os critérios de inclusdo do grupo controle foram nao apresentarem glaucoma.

Todos os pacientes responderam a um questionario (Anexo I) com dados relativos a
nome, etnia, habito de fumar e o habito de ingerir bebida alcodlica. O Termo de
Consentimento Livre Esclarecido (Anexo II) foi assinado aceitando participar da pesquisa.
O projeto foi aprovado pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa/Sistema Nacional de
Informagdes Sobre Etica em Pesquisas envolvendo Seres Humanos CEP/PUC GOIAS

(FR160294) [Anexo IIT].

4.2. Analises Moleculares
A extragdo de DNA gendmico das amostras de sangue periférico foi realizada

conforme as instrugdes do Kit comercial lllustra Blood Genomic Prep Mini Spin® (GE
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Healthcare, USA). A integridade do DNA foi certificada por eletroforese em gel de
agarose a 1% corado com brometo de etideo (0,5mg/mL) e visualizado no Sistema de
Video Documentacao VDS® (Admersham Biosciencs, Biotech, USA).

Apbs a extracdo do DNA as amostras foram submetidas a amplificagdo por Reacao
em Cadeia da Polimerase (do inglés, Polymerase Chain Reaction — PCR) alelo-especifica
para detectar o polimorfismo dos genes GSTM1 e GSTTI. Trés reacdes foram realizadas
por paciente: a) utilizando o primer para o gene GSTM1 ¢ GSTT1 segundo Abdel-Rahma et
al., (1996); c) utilizando o primer para o gene ZFX/ZFY (Arruda et al., 2008), como
controle interno para presenca de DNA humano evitando os falsos negativos (Tabela II),
sendo todos feitos em duplicatas.

As reagdes de PCR foram realizadas de acordo com o protocolo proposto por Frare
(2011). O produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2%, em um
campo elétrico de 10 V/cm e corado com brometo de etidio (5pug/mL) sendo visualizado
em seguida no VDS®. Individuos com genétipo presentes foram classificados quando em
presenca de banda, ou seja, com uma ou duas copias do alelo do gene e aqueles sem
bandas, com auséncia de alelos homozigoética, como gendtipo nulo.

A PCR para o gene GSTM1, GSTTI e ZFX/Y foi realizada em um volume total de
25 uL, contendo 1,5 mM de cloreto de magnésio, 1,25 U/uL de cada deoxinucleotideo
trifosfato, 1,5U/uL de Taq polimerase, 20 pmol de primer ¢ aproximadamente 100ng/uL
de DNA genomico. (Tabela: 111, IV).

O protocolo de termociclagem do gene GSTMI e GSTTI foi realizado com
desnaturagdo inicial de 95°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 95°C por 1 minuto,
57°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto e uma extensao final a 72°C por 7 minutos (Tabela

V).



Tabela II: Sequéncia dos primers e tamanho dos fragmentos esperados.
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Tamanho do fragmento

Gene Sequéncia (5' - 3") (pb)
GSTM1 F: 5 GAA CTC CCT GAA AAG CTA AAGC 3’ 219 pb
Abdel-Rahma et al., 1996 R: 5 GTT GGG CTA AAT ATA CGG TGG 3’
GSTTI F: 5" TTC CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC 3 480 pb
Abdel-Rahma et al., 1996 R: 5" TCA CCG GAT CAT GGC CAGCA 3’
ZFX/Y F: 5> ACC RCT GTA CTG ACT GTG ATT ACTC 3° 495 pb

Arruda et al., 2008

R: 5> GCA CYT CTT TGG TAT CYG AGA AAGT 3’

Tabela III: Protocolo da PCR para amplificagdo do polimorfismo da GSTM1 e GSTT]I.

REAGENTES [] UTILIZADA VOL. P/ 1 AMOSTRA
Tampao 1X 2,5ul
Corante 1X 2,5 uL
MgCl, (50mM) 2,0 mM 1,0 pL
dNTPs (25mM) 1,0 mM de cada 1 uL de cada=4 pL
Taq polimerase SU/uL 1,5 U/uL 0,3uL
Primer F 20 pMol 0,5 uL
Primer R 20pMol 0,5 uL
H,0 Mili Q q.s.p 11,7 uL
DNA amostra 100ng/uL 2 uL
Volume final 25 uL

g.s.p: quantidade suficiente para.

Tabela IV: Protocolo da PCR para amplificacdo do gene ZFX/Y.

REAGENTES [] UTILIZADA VOL. P/ 1 AMOSTRA
Tampao 1X 2,5ul
Corante 1X 2,5 uL
MgCl, (50mM) 2,0mM 1,0 uL
dNTPs (25mM) 1,0 mM de cada 1 uL de cada=4 pL
Taq polimerase SU/uL 1,5 U/uL 0,3uL
Primer F 20 pMol 0,5 uL
Primer R 20pMol 0,5 uL
H,0 Mili Q q-s.p 11,7 uL
DNA amostra 100ng/pL 2 uL
Volume final 25 uL

g.s.p: quantidade suficiente para.
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Tabela V: Protocolo de termociclagem para amplificagdo dos primers GSTTI e GSTM]1.

Temperatura (°C) Tempo (minutos) Ciclos
Desnaturagdo 95°C 5 1
95°C 1
Amplificagdo ciclica 57°C 1 35
72°C 1
Extensao final 72°C 7 1
Armazenamento 4°C o0 00

O protocolo de termociclagem para gene ZFX/ZFY foi realizada com desnaturagdo
inicial de 95°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 95°C por 1 minuto, 55°C por 1

minuto e 72°C por 1 minuto e uma extensdo final a 72°C por 7 minutos (Tabela VI).

Tabela VI: Protocolo de termociclagem para amplifica¢do do primer ZFEX/ZFY.

Temperatura (°C) Tempo (minutos) Ciclos
Desnaturacao 95°C 5 1
95°C 1
Amplificagdo ciclica 55°C 1 35
72°C 1
Extensao final 72°C 7 1
Armazenamento 4°C o0 00

4.3. Analise estatistica

Foi utilizado o software estatistico BioEstat® (versdo 5.0, Ayres et al., 2007;
Sociedade Civil Mamiraua/MCT — CNPgq). A comparagao da distribui¢ao das idades entre
os grupos de pacientes com glaucoma e pacientes controle foram realizados usando o teste
de Mann Whitney. Neste estudo caso X controle foram avaliadas as frequéncias das
variaveis: sexo, etnia, tabagismo e o etilismo usando o teste qui-quadrado (y°). Para analise
do gendtipo de risco foi avaliado também o teste de Odds Ratio com intervalo de confianca

de 95% (0=0,05).
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S. RESULTADOS

A média de idade observada no grupo glaucoma foi de 60,5 anos (DP + 18,8), e a
média do grupo controle foi de 44,7 anos (DP + 16,4). A diferenga das idades entre os

grupos estudados foi estatisticamente significante (p< 0, 0001) [Tabela VII].

Tabela VII: Comparagdo entre as médias de idade entre o grupo glaucoma e o grupo controle.

Grupo Idade Média DP *p
Glaucoma (n=100) 60,5 18,8
<0,0001
Controle (n=53) 44,7 16,4

DP: Desvio Padrao. *Valor de p do teste de Mann Whitney significante, p<0,05.

Para a analise das amplificagdes dos polimorfismos os produtos obtidos pela PCR
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% onde o genotipo GSTM1 e GSTT1
foram considerados presente quando o registro visual do gel apresentou apenas uma banda.
A auséncia de banda no registro visual do gel foi referente ao gendtipo nulo (Figuras 9 e

10).

Figura 9. Gel de agarose a 2% corado com brometo de
etideo, indicando o resultado da genotipagem do gene
GSTM1 (219pb). C+: controle positivo; Pogo 1 e 2: GSTM1
positivo; Poco 3 e 4: GSTM1 nulo. PM: peso molecular de
100pb.
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480pb

Figura 10. Gel de agarose a 2% corado com brometo de
etideo, indicando o resultado da genotipagem do gene
GSTT! (480pb). C+: controle positivo; Poco 1 e 2: GSTTI
positivo; Pogo 3: GSTTI nulo. PM: peso molecular de
100pb.

A auséncia da amplificagdo do gene GSTMI ou GSTTI na presenga do controle

interno ZFX/ZFY foi considerada como genotipo nulo (Figura 11).

495pb

Figura 11. Gel de agarose a 2% corado com brometo de
etideo, indicando o resultado da genotipagem do gene
ZFX/ZFY (495pb). Poco 1 a 5: confirmagdo da presenca de
DNA humano C-: controle negativo da reacdo. PM: peso
molecular de 100pb.

Foram analisadas as frequéncias genotipicas dos genes GSTMI e GSTTI no grupo
glaucoma e no controle. No grupo glaucoma (n=100) foram detectados 40% (40/100) dos
pacientes com presenca do gene GSTM1, 60% (60/100) dos pacientes apresentaram o gene

GSTM1 nulo e no grupo controle (n=53), foram detectados 72% (38/53) com presenca do
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gene GSTM1 e 28% (15/53) dos pacientes apresentaram o gene GSTM nulo. A frequéncia
do gene GSTM1 nulo no grupo glaucoma foi 2,12 vezes maior quando comparado ao grupo
controle, sendo esta diferenga estatisticamente significante (p=0, 0004) apresentando
OR=0,3 (IC=0,1 —0,5) [Tabela VIII].

Quando foi analisado o gene GSTTI nos pacientes do grupo glaucoma (n=100)
foram detectados 52% (52/100) com presenca do gene GSTTI e 48% (48/100) dos
pacientes apresentaram o gene GS77/ nulo e no grupo controle (n=53) foram detectados
66% (35/53) com presenca do gene GSTTI e 34% (18/53) dos pacientes apresentaram o
gene GSTTI nulo. A frequéncia do gene GSTT! nulo no grupo glaucoma foi 1,4 vezes
maior quando comparado ao grupo controle, sendo esta diferenca ndo estatisticamente

significante (p=0,13) apresentando OR=0,6 (IC= 0,3 — 1,1) [Tabela VIII].

Tabela VIII: Frequéncia dos polimorfismos GSTM1 e GSTT! no grupo glaucoma e no grupo controle.

Glaucoma Controle OR (IC 95%) P

Genétipo % N % N
GSTMI1 presente 40 40 72 38 0,3 (0,1 a0,5) 0,0004*
GSTM1 nulo 60 60 28 15
Total 100 100 100 53

Genétipo
GSTT1 presente 52 52 66 35 0,6 (0,3al,1) 0,13
GSTT1 nulo 48 48 34 18
Total 100 100 100 53

GST - glutationa S-transferase. *Valor estatisticamente significativo

Foram avaliadas as frequéncias dos gendtipos agrupados dos genes GSTMI e
GSTTI comparando-o com o grupo glaucoma e o controle, sendo que no grupo glaucoma

(n=100) foram detectados 23% (23/100) com ambas a presenca dos genes GSTM1/GSTT1,
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no grupo controle (n=53) foi detectado 47% dos individuos (25/53) com ambas a presencga
dos genes GSTM1/GSTT1I. (Tabela IX).

No grupo glaucoma (n=100) foram detectados 17% (17/100) do gene GSTMI
presente/GSTTI nulo e no grupo controle 24% (13/53) dos pacientes apresentaram o gene
GSTM1 presente/GSTT1 nulo, sendo ndo estatisticamente significante (p=0,60)
apresentando OR= 1,4 (IC= 0,5 — 3,5) [Tabela IX].

Nos pacientes do grupo glaucoma (n=100) foram detectados 29% (29/100) com o
gene GSTM1 nulo/GSTTI presente e no grupo controle foram detectados 19% (10/53) com
gene GSTMI nulo/GSTTI presente, sendo estatisticamente significante (p=0,02),
apresentando um OR de 3,1 vezes mais a chance de ocorréncia da doenga [Tabela IX].

Nos pacientes do grupo glaucoma (n=100) foram detectados 31% (31/100) com
ambos os genes GSTMI nulo/GSTTI nulo, sendo que no grupo controle foram detectados
10% (5/53) com ambos os genes GSTMI nulo/GSTTI nulo (Tabela IX). Os pacientes do
grupo glaucoma apresentaram o gene GSTM1 nulo associado ao gene GSTT] nulo mais
frequente do que no grupo controle, sendo esta diferenca estatisticamente significante

(»=0, 0007), apresentando um OR de 6,7 vezes mais a chance de ocorréncia da doenga

(Tabela IX).

Tabela IX: Distribuicdo da frequéncia polimorfismos GSTMI e GSTT1 agrupados nos grupos glaucoma e o controle.

Glaucoma Controle
GSTM1 GSTTI OR (IC 95%) P
% n % N
Presente Presente 23 23 47 25 1,0 (referéncia)* -
Presente Nulo 17 17 24 13 1,4 (0,5a3.,5) 0,60
Nulo Presente 29 29 19 10 3,1(1,2a7,9) 0,02*
Nulo Nulo 31 31 10 5 6,7 (2,72a20,3) 0, 0007*
Total 100 100 100 53

1- grupo de referéncia, individuos com gendtipo de baixo risco (presenga dos genes GSTM1 e GSTTI).
OR- Odds Ratio. 1C- Intervalo de confianga.*Valor estatisticamente significativo.
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Foi comparado o género dos pacientes dos grupos glaucoma e controle com os
polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTTI (Tabela X). Nos pacientes do sexo masculino
do grupo glaucoma foi detectado 20% (20/100) de presenca do gene GSTMI e 31%
(31/100) dos pacientes apresentaram o gene GSTMI nulo. No grupo controle os pacientes
do sexo masculino mostraram uma frequéncia de 26% (14/53) do gene GSTM1 presente e
9% (05/53) dos pacientes apresentaram o gene GSTMI nulo, sendo esta diferenga

estatisticamente significante (p=0,02; OR= 0,23 - IC= 0,07 — 0,74) [Tabela X].

Tabela X: Comparacdo da variavel género com os polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTTI no grupo glaucoma e no
grupo controle.

Glaucoma Controle OR IC 95% P
Género  GSTMI presente  GSTMI1 nulo  GSTMI presente GSTMI nulo
% n % N % n % n
Masculino 20 20 31 31 26 14 9 5 0,23 0,07-0,74 0,02*
Feminino 20 20 29 29 45 24 19 10 0,29 0,11-0,73 0,01*
Total 40 40 60 60 71 38 28 15

Género GSTT1 presente  GSTT1 nulo GSTT!1 presente GSTTI nulo

% n % N % n % n
Masculino 28 28 23 23 26 14 9 5 0,43 0,14-1,39 0,25
Feminino 24 24 25 25 40 21 25 13 0,60 024-145 0,35
Total 52 52 48 48 66 35 34 18

*Valor estatisticamente significativo.

No grupo glaucoma as pacientes do sexo feminino foram detectadas 20% (20/100)
de presenga do gene GSTM1 e 29% (29/100) das pacientes apresentaram o gene GSTM1
nulo e no grupo controle as pacientes do sexo feminino mostraram uma frequéncia de 45%
(24/53) de presenca do gene GSTMI e 19% (10/53) dos pacientes apresentaram o gene
GSTM1 nulo, sendo esta diferencga estatisticamente significante (p=0,01; OR= 0,29 - IC=
0,11 -0,73) [Tabela X].

Quando foi analisado o gene GSTTI dos pacientes do grupo glaucoma do sexo
masculino foram detectados 28% (28/100) com a presenga do gene GSTT1 e 23% (23/100)

dos pacientes apresentaram o gene GS771 nulo e no grupo controle os pacientes do sexo
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masculino mostraram uma frequéncia de 26% (14/53) com a presenca do gene GSTTI e
9% (5/53) dos pacientes apresentaram o gene GS77T1 nulo, ndo sendo significante (p=0,25;
OR=0,43 - IC=0,14 — 1,39) [Tabela X].

No grupo glaucoma as pacientes do sexo feminino foram detectadas 24% (24/100)
de presenca do gene GSTTI e 25% (25/100) dos pacientes apresentaram o gene GS77T1
nulo e no grupo controle as pacientes do sexo feminino mostraram uma frequéncia de 40%
(21/53) de presenga do gene GSTTI e 25% (13/53) das pacientes apresentaram o gene
GSTT1 nulo, ndo sendo significativa (p=0,35; OR= 0,60 - IC= 0,24 — 1,45) [Tabela X].

Foi comparado a etnia dos pacientes dos grupos glaucoma e controle com os
polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTT1. Nos pacientes do grupo glaucoma pertencentes
a etnia branca 25% (25/100) indicaram a presenca do alelo GSTMI e 41% (41/100) dos
pacientes apresentaram o gene GSTM1 nulo e os pacientes do grupo controle pertencentes
a etnia branca 57% (30/53) mostraram a presen¢a do alelo GSTMI e 21% (11/53) dos
pacientes apresentaram o gene GSTM1 nulo, sendo significante (p=0, 0008; OR= 0,22 -

IC= 0,09 — 0,52) [Tabela XIJ.

Tabela XI: Comparagdo da variavel etnia com os polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTTI nos grupo glaucoma e

grupo controle.

Glaucoma Controle OR IC 95%
Etnia GSTMI1 presente  GSTMI1 nulo GSTMI presente ~ GSTMI nulo
% n % n % n % n
Branco 25 25 41 41 57 30 21 11 0,22  0,09-0,52
Pardo/Preto 15 15 19 19 15 8 7 04 0,40 0,09-1,56
Total 40 40 60 60 72 38 28 15
Etnia GSTT1 presente  GSTT1 nulo GSTTI1 presente ~ GSTT1 nulo
% n % n % n % n
Branco 35 35 31 31 47 25 30 16 0,72 0,37-1,60
Pardo/Preto 17 17 17 17 15 08 8 04 0,50 0,12-1,97
Total 52 52 48 48 62 33 38 20

p

0, 0008*
0,31

0,55
0,50

*Valor estatisticamente significativo.
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No grupo glaucoma os pacientes pertencentes a etnia pardo/preto 15% (15/100)
indicaram a presenca do alelo GSTM1 e 19% (19/100) dos pacientes apresentaram o gene
GSTM1 nulo e nos pacientes do grupo controle pertencentes a etnia pardo/preto 15% (8/53)
indicaram a presenca do alelo GSTMI e 7% (04/53) dos pacientes apresentaram o gene
GSTM1 nulo, ndo sendo esta diferenca estatisticamente significante (p=0,31; OR= 0,40 -
IC=0,09 — 1,56) [Tabela XI].

Quando foi analisado o gene GSTT! dos pacientes do grupo glaucoma pertencentes
a etnia branca 35% (35/100) indicaram a presenca do alelo GSTTI e 31% (31/100) dos
pacientes apresentaram o gene GST71 nulo e nos pacientes do grupo controle pertencentes
a etnia branca 47% (25/53) indicaram a presenca do alelo GSTTI e 30% (16/53) dos
pacientes apresentaram o gene GS77/ nulo, ndo sendo significante (p=0,55, OR= 0,72 -
IC= 0,37 — 1,60) [Tabela XI].

Nos pacientes do grupo glaucoma pertencentes a etnia pardo/preto 17% (17/100)
indicaram a presenca do gene GSTTI e 17% (17/100) dos pacientes apresentaram o gene
GSTTI nulo. Nos pacientes do grupo controle pertencentes a etnia pardo/preto obtiveram
15% (08/53) de presenca do gene GSTT1 e 8 % (04/53) dos pacientes apresentaram o gene
GSTTI nulo, nao sendo esta diferenga estatisticamente significante (p=0,50; OR= 0,50 -
IC=10,12 - 1,97) [Tabela XI].

Foi comparado do hébito de fumar dos pacientes do grupo glaucoma e do controle e
sua relacdo com os polimorfismos dos genes GSTMI e GSTTI. Os pacientes do grupo
glaucoma com o habito de fumar foram detectados 3% (03/100) de presenga do gene
GSTM1 e 3% (03/100) dos pacientes apresentaram o gene GSTMI nulo e os pacientes do
grupo controle com o habito de fumar foram detectados 4% (02/53) de presenca do gene
GSTM1 e 0% (0/53) dos pacientes apresentaram o gene GSTMI nulo, ndo sendo esta

diferenca estatisticamente significante (p=1,00; OR= 0,37) [Tabela XII].
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Tabela XII: Comparagao da variavel tabagismo com os polimorfismos dos genes GSTMI e GSTTI entre o grupo
glaucoma e o grupo controle.

Glaucoma Controle OR IC95% Y

Fumo GSTMI1 presente  GSTMI1 nulo  GSTMI1 presente ~ GSTMI nulo

% n % n % n % n
SIM 3 03 3 03 4 02 0 0 0,37 - 1,00
NAO 37 37 57 57 68 36 28 15 0,27 0,13-0,56 0,0006*
Total 40 40 60 60 72 38 28 15
Fumo GSTT1 presente ~ GSTT1 nulo GSTT]1 presente GSTTI nulo

% n % n % n % n
SIM 1 01 5 05 2 01 2 01 0,20 - 1,00
NAO 51 51 43 43 64 34 32 17 0,59 0,29-1,20 0,20
Total 52 52 48 48 66 35 34 18

*Valor estatisticamente significante

No grupo glaucoma os pacientes que relataram ndo fumar foram detectados 37%
(37/100) de presenca do gene GSTM1 e 57% (57/100) dos pacientes apresentaram o gene
GSTM1 nulo. No grupo controle os pacientes que relataram ndo fumar foram detectados
68% (36/53) de presenca do gene GSTMI e 28% (15/53) dos pacientes apresentaram o
gene GSTM1 nulo, sendo esta diferenca estatisticamente significante (p=0, 0006; OR= 0,27
- IC= 0,13 — 0,56), ou seja, ndo possuir o hdbito de fumar e apresentar o gene GSTM 1
presente mostrou uma menor chance de ocorréncia do GPAA (Tabela XII).

Quando foi analisado o gene GSTT dos pacientes do grupo glaucoma com o habito
de fumar foram detectados 1% (1/100) de presenca do gene GSTTI e 5% (05/100) dos
pacientes apresentaram o gene GST7T1 nulo. No grupo controle os pacientes com o habito
de fumar foram detectados 2% (01/53) de presenca do gene GSTTI e 2% (01/53) dos
pacientes apresentaram o gene GS77/ nulo, ndo sendo estatisticamente significante
(p=1,00; OR=0,20) [Tabela XII].

Nos pacientes do grupo glaucoma que relataram ndo fumar foram detectados 51%
(51/100) da presenca do gene GSTT1 e 43% (43/100) dos pacientes apresentaram o gene

GSTTI nulo e no grupo controle os pacientes que relataram ndo fumar foram detectados
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64% (34/53) de presenca do gene GSTT1 e 32% (17/53) dos pacientes apresentaram o gene

GSTTI nulo, ndo sendo esta diferenca estatisticamente significante (p=0,20; OR= 0,59 -

IC= 0,29 — 1,20) [Tabela XII].

Foi comparado o habito de consumir bebida alcodlica dos pacientes do grupo

glaucoma e do grupo controle e sua relagdo com os polimorfismos dos genes GSTM1I e

GSTT1. Os pacientes do grupo glaucoma com o habito de consumir bebida alcodlica foram

detectados 6% (06/100) com a presenca do gene GSTMI e 14% (14/100) dos pacientes

apresentaram o gene GSTMI nulo. No grupo controle os pacientes com o habito de

consumir bebida alcodlica foram detectados 25% (08/53) da presenca do gene GSTMI e

9% (05/53) dos pacientes apresentaram o gene GSTMI nulo, ndo sendo significante

(p=0,15; OR= 0,26 - IC= 0,06 — 1,16) [Tabela XIII].

Tabela XIII: Comparacdo da variavel etilismo com os polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTT1 entre o grupo

glaucoma e o grupo controle.

Glaucoma Controle
Alcool GSTMI1 presente ~ GSTMI1 nulo GSTMI presente ~ GSTMI nulo
% n % n % n % n
SIM 6 06 14 14 25 8 9 05
NAO 34 34 46 46 47 30 19 10
Total 40 40 60 60 72 38 28 15
Alcool GSTTI1 presente GSTT1 nulo  GSTTI1 presente GSTT1 nulo
% n % n % n % n
SIM 12 12 8 08 21 11 13 07
NAO 40 40 40 40 45 24 21 11
Total 52 52 48 48 66 35 34 18

OR

0,26

0,25

0,95
0,45

IC 95%

0,06 - 1,16

0,11-0,57

0,25 -3,51
0,20 - 1,05

p

0,15
0,001*

0,80
0,10

*Valor estatisticamente significante.

Nos pacientes do grupo glaucoma que relataram ndo consumir bebida alcoolica

foram detectados 34% (34/100) de presenga do gene GSTM1 e 46% (46/100) dos pacientes

apresentaram o gene GSTMI nulo e no grupo controle os pacientes que relataram nao

consumir bebida alcoolica foram detectados 47% (30/53) de presenga do gene GSTM1I e
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19% (10/53) dos pacientes apresentaram o gene GSTMI nulo, sendo esta diferenga
estatisticamente significante (p=0, 001; OR= 0,25 - IC= 0,11 — 0,57) [Tabela XIII].

Nos pacientes do grupo glaucoma com o héabito de consumir bebida alcoolica foram
detectados 12% (12/100) de presenga do gene GSTTI e 8% (08/100) dos pacientes
apresentaram o gene GSTTI nulo, sendo que no grupo controle os pacientes com o habito
de consumir bebida alcodlica foram detectados 21% (11/53) de presenca do gene GSTT1 e
13% (07/53) dos pacientes apresentaram o gene GS77! nulo, ndo sendo esta diferenga
estatisticamente significante (p=0,80; OR= 0,20 - IC= 0,25 — 3,51) [Tabela XIII].

Nos pacientes do grupo glaucoma que relataram ndo consumir bebida alcodlica
foram detectados 40% (40/100) de presenca do gene GSTT1 e 40% (40/100) dos pacientes
apresentaram o gene GS771 nulo, sendo que no grupo controle os pacientes que relataram
nao consumir bebida alcodlica foram detectados 45% (24/53) de presencga do gene GSTT!
e 21% (11/53) dos pacientes apresentaram o gene GST71 nulo, ndo significante (p=0,10;

OR= 0,45 - IC= 0,20 — 1,05) [Tabela XIII].
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6. DISCUSSAO

O glaucoma primario de angulo aberto ¢ um grande problema de saiude publica,
preocupando médicos, autoridades e pacientes na busca por caminhos para combater a
cegueira que pode causar. O GPAA ¢ assintomdtico e quase nunca ¢ objeto de campanhas
preventivas. E diagnosticado na maioria das vezes por acaso em consultas oftalmolégicas
marcadas para verificagdo de alguma outra disfuncdo ocular (Mello e Junior, 2005).

A incidéncia do GPAA estd aumentando conforme o 3° Consenso Brasileiro de
Glaucoma Primario de Angulo Aberto que ocorreu em 2009. Estimou-se que em 2010
haveria cerca de 60,5 milhdes de glaucomatosos em todo o mundo dos quais 4,5 milhdes
sao portadores do glaucoma primario de angulo aberto (GPAA) e 3,9 milhdes sao
portadores de glaucoma primario de angulo fechado (GPAF) [Quigley e Broman, 2006].

O GPAA ¢ mais comum apds os 40 anos afetando um em cada 100 individuos
(Dias e Homero, 2000). Considerando que as idades médias da populacdo brasileira véem
aumentando, supde-se que esses nimeros sejam ainda mais preocupantes no futuro (Mello
e Junior, 2005). A idade dos pacientes que apresentaram GPAA no nosso estudo foi maior
quando comparado ao controle sendo estatisticamente significante (p<0,0001),
corroborando com o descrito na literatura mundial (Juronen et al., 2000; Yildirim et al.,
2005; Unal et al., 2007).

Com o advento das técnicas de biologia molecular e o sequenciamento do genoma
humano, estudos de genética em oftalmologia permitiram a identificagdo de locos e genes
associados com o glaucoma (Wiggs, 2001; Wirtz e Samples, 2003; Pache, 2007). A
correlagdo entre o gendtipo/fendtipo permitiu observar manifestagdes clinicas e respostas
terapéuticas distintas dentro das manifestagdes dos tipos de glaucoma. As alteragdes

genéticas encontradas e o entendimento destas mutagdes geram o avango no entendimento
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das bases genéticas na oftalmologia, o que em particular, auxiliard no diagnostico precoce,
na fisiopatologia da lesdo glaucomatosa e mesmo no tratamento por meio de terapia génica
ou convencional, reduzindo o risco de cegueira no futuro (Vasconcellos, 2001; Samples,
2003; Cella, 2005).

O olho precisa de um eficiente sistema de redu¢do e enzimas de desintoxicagdo. O
epitélio ocular expressa genes que codificam as enzimas glutationa S- transferases (GSTs)
e outras envolvidas no ciclo da glutationa, como a glutationa peroxidase. Estudos
epidemiologicos sugerem que a suscetibilidade a patologias oculares podem estar
correlacionadas ao sistema GSTs (Juronen et al., 2000; Yildirim et al., 2003).

A associacdo do polimorfismo das GSTs (enzimas de detoxificagio) com a
ocorréncia do glaucoma vem sendo assunto de diferentes estudos (Juronen et al., 2000;
Yildirim et al., 2005; Unal et al., 2007; Rocha et al., 2011).

Nossos estudos detectaram que a frequéncia do genotipo GSTMI nulo no grupo
glaucoma foi 2,12 vezes maior quando comparado ao grupo controle, sendo esta diferenga
estatisticamente significante (p=0,0004), também a frequéncia do gendtipo GST71 nulo no
grupo glaucoma foi 1,4 vezes maior quando comparado ao grupo controle, mas esta
diferenca nao foi estatisticamente significante (p=0,13).

Foi verificado também a associacao dos gendtipos GSTM 1 nulo/GSTT1 presente ao
risco de glaucoma para 3,1 vezes mais a chance de ocorréncia da doenga, sugerindo que
individuos que apresentam os gendtipos GSTMI nulo/GSTTI presente pode ser
considerado como um dos fatores de risco para o desenvolvimento do GPAA. Ja para os
genotipos GSTM1/GSTTI nulos foi verificado o risco de aproximadamente 7 vezes mais a
chance de ocorréncia da doenca (p=0,0004; OR: 6,7; IC 95%: 2,7 — 20,3), sugerindo que
individuos que apresentam os genotipos GSTM1/GSTTI nulos podem ser considerados

como um dos fatores de risco para o desenvolvimento do GPAA.
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A associagdo do gendtipo GSTM I nulo com GPAA foi observada pela primeira vez
por Izzotti et al., (2003). Eles estudaram a populacdo italiana e relataram uma maior
frequéncia de GSTM1I nulo em pacientes com glaucoma quando comparados a pacientes
sauddveis. Também observaram um aumento de trés vezes nos niveis de 8-hidroxi-2'-
deoxiguanosina (8-OHdG), que ¢ um indicador de dano oxidativo ao DNA no tecido da
malha trabecular de pacientes com GPAA e que apresentaram o gendtipo GSTM1 nulo. O
genotipo GSTTI nao foi estatisticamente significativo quando foram comparados aos
grupos assim como nosso resultado e ndo teve efeito sobre os niveis de 8-OH-dG. O
resultado encontrado ¢ considerado como uma nova perspectiva no GPAA para a
compreensao da fisiopatologia e na elucidagdo do papel do estresse oxidativo relacionado
ao glaucoma.

Também estudos na populagao turca realizados por Yildirim et al., (2005), estdo de
acordo com nossos resultados, onde foram observados maior frequéncia do gendtipo
GSTM1 nulo entre os pacientes com glaucoma que foi estatisticamente significativo em
comparagao aos controles (54,9 vs 40,9%; OR: 1,64; IC 95%: 1,10 — 2,59). Assim como a
frequéncia do GSTTI em ambos os grupos nao foi significativa.

Estudos na populacdo brasileira realizados por Rocha et al., (2011), confirmam
nossos achados. Estes autores indicaram que polimorfismo GSTMI nulo foi
significativamente mais frequente no GPAA do que no grupo controle (p=0, 018; OR: 2,1;
IC 95%: 1,13 — 3,9). E que o gendtipo GSTMI nulo/GSTTI presente foi associado a
maiores niveis de pressdo intra-ocular de ambos os olhos e com defeito mais grave no
nervo optico do olho direito.

Segundo Abu-Amero et al., (2008), relataram uma possivel associacdo entre os
genotipos GSTM1/GSTTI nulos e o GPAA na populacdo da Ardbia Saudita, sugerindo que

a diminuicao da fun¢do da GST pode interferir no metabolismo oxidativo e acentuar
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efeitos diretos ou indiretos levando a danos no nervo dptico causado pelo estresse
oxidativo. E concluem que o polimorfismo da GSTs possa ser um fator de risco para o
desenvolvimento de GPPA.

Juronen et al., (2000), ao analisar a populagdo da Estonia, relataram que o genotipo
GSTM1 presente foi associado ao maior risco de desenvolvimento do GPAA quando
comparado ao grupo controle. Unal et al., (2007) analisando a populacio turca assim como
Rasool et al., (2010) analisando a populacdo egipcia também encontraram maior
frequéncia do genodtipo GSTMI presente em pacientes com GPAA em comparagdo ao
grupo controle, diferente do observado no nosso trabalho.

Evidéncias adicionais para o envolvimento do genétipo GSTMI presente no
glaucoma vem de estudos sobre auto-imunidade. Yang et al., (2001), mostraram que o
antigeno GSTs foi encontrado em 52% dos casos com glaucoma e em 20% dos controles
(»=0,05). Os pacientes apresentavam titulos mais elevados de anticorpos anti-GST
comparados aos controles. Além disso, o antigeno relacionado a retina pertencia ao GST
de classe-mu (). A hipdtese de que pessoas que expressam GSTMI possuem risco
aumentado de desenvolver auto-anticorpos contra essa proteina relacionada ao aumento do
risco de desenvolver glaucoma.

Acredita-se que varios fatores podem explicar a associacdo entre o genotipo
GSTM1 presente ¢ GPAA. Embora as GSTs catalisem reagdes de desintoxicag¢do, também
participam de reagdes que resultam em produtos toxicos que podem causar mudangas
estruturais nas proteinas presentes na malha trabecular e no humor aquoso. Isso pode levar
a agregacao ou modifica¢do de proteinas e promover o desenvolvimento do GPAA. Além
disso, individuos com o gendtipo GSTMI nulo ndo expressam a classe-mu (u#) que os
individuos com o gendtipo GSTM 1 presente expressam afetando assim a detoxificagdao do

organismo.
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Contudo, Jansson et al., (2003), na populagdo sueca ndo conseguiram detectar
qualquer associacao significativa entre GPAA e polimorfismos das GSTs. Nosso estudo foi
um dos primeiros a descrever na populacdo brasileira, e encontrou uma associagao
significativa entre o genotipo GSTM 1 nulo e o GPAA. O gendtipo GSTTI nulo foi também
relatado em alguns estudos associado com uma maior tendéncia para algumas doencas
incluindo canceres e lesdes pré-cancerosas (Nakajima et al., 1995; Konig-Greger et al.,
2004; Boccia et al., 2006; Funke et al., 2010).

Quando analisamos o género, a frequéncia do genotipo GSTMI presente foi
estatisticamente significante para o dois géneros, ou seja, ndo houve relacdo entre o género
(masculino x feminino) com a frequéncia do polimorfismo. Nao encontramos estudos que
relatem qualquer tipo de relagdo entre o género e o desenvolvimento do GPAA.

Quando analisamos a variavel etnia, verificamos a significancia para individuos
pertencentes a etnia branca associado ao gendtipo GSTM1 presente (p=0,0008; OR: 0,22;
IC 95%: 0,09 — 0,52), conferindo com isto uma menor chance de ocorréncia do GPAA para
os individuos com a etnia branca, corroborando com a literatura mundial, onde o GPAA ¢
mais frequente na etnia negra.

Distelhorst ¢ Hughes (2003) demonstraram que o aumento de risco de GPAA
incluem pessoas negras com mais de 40 anos e brancos acima de 65 anos e a prevaléncia
de glaucoma ¢ 3 vezes mais alta nos individuos de raca negra. O GPAA esta presente em
todas as etnias sendo mais prevalente nos asidticos e mais lesivo em africanos ou afro-
descendentes (Racette et al., 2003).

A populagdo do nosso estudo estd localizada em uma &rea composta por
diversidade genética estabelecida a mais de 500 anos, consistindo de imigrantes europeus —

principalmente portugueses; africanos e nativos americanos Karajas (Pena, 2005).
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A andlise da variavel habito de fumar apresentou-se significante para os individuos
que relataram ndo fumar associado ao genotipo GSTMI presente, indicando uma menor
chance de ocorréncia do GPAA, no nosso estudo.

Diferente dos nossos resultados Juronen et al., (2000) relataram que o risco entre
os individuos com gendtipo GSTM1 presente de desenvolver o GPAA foi ainda maior nos
tabagistas: 62,7% de fumantes foram GSTM]I presente no grupo glaucoma, enquanto
apenas 33,3% dos fumantes tinham fenotipo GSTM1 presente nos controles (p=0,012; OR:
3,36; IC 95%: 1,49 — 7,56).

A enzima GSTMI1 atua na detoxificacdo de certos epoxidos dos hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HAP) encontrados na fumaca do cigarro e em outros produtos de
combustdo. O HAP presentes no cigarro, incluindo o carcindgenos benzo(a)pireno,
requerem ativacdo metabolica pelas enzimas da fase I (citocromo P450 e suas formas
ativadas) que produzem um intermedidrio que se constitui no substrato de detoxificacdo
para as enzimas GSTMI de fase II (Losi-Guembarovski et al., 2002).

Conforme Losi-Guembarovski et al., (2002), o cigarro ndo esté relacionado com o
aumento da PIO, mas a nicotina ¢ um vasoconstritor ¢ demonstraram que o fumo reduz o
fluxo sanguineo para a parte posterior do olho, com isso qualquer evento que impeca a
circulagao ¢ prejudicial ao glaucoma.

A andlise da variavel habito de consumir bebida alcodlica apresentou-se
significante para individuos que relataram ndo consumir bebida alcodlica associada ao
gendtipo GSTM1I presente, indicando menor chance de ocorréncia do GPAA, no nosso
estudo.

Kang et al.,, (2007) em pesquisa realizada na Escola de Medicina de Harvard
mostraram que o alcool pode reduzir a PIO e poderia realmente proteger o olho de uma

perda de visdo. O consumo baixo a moderado de alcool ndo influencia o risco GPAA,
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porém advertiram que o consumo moderado de alcool ndo deve fazer parte de uma dieta
diaria porque os beneficios ndo superam os riscos.

Uma das contribui¢cdes da genética para o glaucoma ¢ compreender melhor os
mecanismos por meio dos quais esta doenga se desenvolve. Com isso, propdem-se
melhores tratamentos ¢ métodos diagndsticos. Outra contribuicdo da genética consiste na
possibilidade de se realizar um futuro aconselhamento genético, pois, quanto mais se
entende a genética do glaucoma, mais se chega a individuos com maior ou menor risco.
Além disso, a genética permite indicar um acompanhamento personalizado de todos os
pacientes com glaucoma.

Gostariamos de observar aqui, que a andlise de outros polimorfismos de enzima ¢
necessaria para elucidar ainda mais a fisiopatologia da doenga. Talvez no futuro proximo
possamos executar diagnosticos com base genética nos estdgios iniciais da doenga,

evitando assim a cegueira associada ao GPAA e atuando com a medicina preventiva.
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. CONCLUSAO

Foi verificada uma diferenga dos grupos (glaucoma x controle) em relacdo a idade dos
pacientes;

A frequéncia do gene GSTMI nulo no grupo glaucoma foi duas vezes maior quando
comparado ao grupo controle;

A frequéncia do gendtipo GSTT! nulo no grupo glaucoma foi igual ao grupo controle;

A frequéncia do gen6otipo GSTM 1 nulo/GSTT1 presente aumenta em 3,1 vezes mais sua
associacao dos pacientes com GPAA;

A frequéncia dos genotipos GSTM1/GSTTI nulos aumenta em 6,7 vezes mais sua
associacao dos pacientes com GPAA;

Quando analisamos a variavel género com o polimorfismo dos genes GSTM1 e GSTT1
nao foi verificado relagdo nos grupos estudados;

Quando analisamos a varidvel etnia, verificamos a significancia para individuos
pertencentes a etnia branca associado ao gendtipo GSTM I presente, conferindo com isto
uma menor chance de ocorréncia do GPAA para os individuos com a etnia branca;
Quando analisamos a varidvel tabagismo apresentou-se significante para os individuos
que relataram ndo fumar associado ao gendtipo GSTM1 presente, indicando uma menor
chance de ocorréncia do GPAA, no nosso estudo;

Quando analisamos a variavel etilismo apresentou-se significante para individuos que
relataram ndo consumir bebida alcodlica associada ao genotipo GSTMI presente,

indicando menor chance de ocorréncia do GPAA.
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QUESTIONARIO

Nome: Idade:

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

Etnia: () Branca () Negra () Parda Outras:

Escolaridade: () sem escolaridade ( ) 1° grau ( ) 2° grau () 3° grau ( )
Vocé tem alguma dessas doencas: () Pressdao Alta () Diabetes ( ) Enxaqueca () Ma
circulacdo ou varizes ( ) Pressdo Baixa () Problemas no coragdo 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?

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

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

Vocé 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 responsavel:
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PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO
Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario, de uma pesquisa
cientifica. Apos ser esclarecido (a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer
parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas € sua e
a outra ¢ do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé ndo sera penalizado de
forma alguma. Em caso de divida vocé pode procurar o Comité de Etica em Pesquisa da
Pontificia Universidade Catolica de Goias pelo telefone 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, apos ter sido esclarecido verbalmente e depois de ler o resumo do
projeto realizado pelo Nucleo de Pesquisa Replicon da Pontificia Universidade Catdlica de
Goias. DECLARO assumir, por espontanea vontade, livre de qualquer coagdo, a
responsabilidade pela participagdo 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
diagnostico. O risco envolvido na coleta ¢ 0 mesmo para realizar um hemograma, e caso
apresente algum problema serd 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.
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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 obtengdo das amostras acontecerd sob minha total
ciéncia, e sob os procedimentos adequados pela equipe responsavel pela pesquisa, sem
qualquer prejuizo a minha pessoa e que sera mantido o total sigilo dos resultados, que
serdo entregues 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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