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RESUMO

O pterigio € uma doenga inflamatoria e degenerativa da superficie ocular onde
a conjuntiva avanga sobre a cornea formando uma espécie de triangulo fibroso.
O disturbio pode ser caracterizado por uma proliferagdo celular, processos
inflamatérios, fibrose, angiogénese e destruicido da matriz extracelular. E
popularmente conhecido como “carne no olho” e erroneamente confundido com
a “catarata”, sendo ja considerado uma doenga ocular degenerativa. A doenga
exibe propriedades semelhantes as de tumores como invasao local,
metaplasias de células epiteliais, presenga de virus oncogénicos (Papiloma
Virus Humano — HPV), a inativagao do gene supressor de tumor (p53) e perda
de heterozigosidade. Este trabalho visa comparar a frequéncia dos gendtipos
do gene GSTT1 em relagéo ao pterigio. O perfil genotipico do polimorfismo
do gene GSTT1 na cidade de Goiadnia mostrou que nado ha diferenca
estatisticamente significativa quando se compara a frequéncia do gendtipo nulo
nos grupos controle e experimental. O gendtipo nulo é o mais frequente na
populagédo estudada. O genédtipo GSTT1 nao esta relacionado aos fatores de
risco analisados: sexo, etnia, casos na familia, exposi¢ao ocupacional, fumo,
HAS e DM.

Palavras-Chave: GSTT1, pterigio, polimorfismo, neoplasia.
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ABSTRACT

Pterygium is an inflammatory and degenerative ocular surface disease in which
the conjunctiva on the cornea grows forming a fibrous tissue in the shape of a
triangle. The disorder may be characterized by cell proliferation, inflammatory
processes, fibrosis, angiogenesis and destruction of the extracellular matrix. It is
erroneously confused the cataract, and the anomaly is considered as a
degenerative eye disease. The disease displays similar features to those of
tumors in local invasion, metaplasia of epithelial cells, the presence of
oncogenic viruses (Human Papilloma Virus - HPV), inactivation of tumor
suppressor gene (such as the well-known p53) and loss of heterozygosity. This
study aims to compare the frequency of the GSTT1 genotypes in relation to
pterygium. The genotypic profile of the GSTT1 null polymorphism in Goiania
showed no statistically significant difference when comparing the frequency of
the null genotype in the control and experimental groups. The null genotype is
more frequent in the population studied. The GSTT1 genotype is not related to
the risk factors analyzed: gender, ethnicity, family cases, occupational

exposure, smoking, hypertension and Diabetes.

Keywords: GSTT1, pterygium, polymorphism, neoplasia.
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1. INTRODUCAO
1.1 Definicao de pterigio

O pterigio € uma doenca inflamatéria e degenerativa da superficie
ocular onde a conjuntiva avanga sobre a cérnea formando uma espécie de
tridngulo fibroso. Em situagdes onde a zona o6ptica central é afetada a visao
pode ser prejudicada de forma severa. A exposigdo aos raios ultravioleta é
considerada um fator determinante no aparecimento e progressao da doenga,
apesar de fatores genéticos estarem envolvidos na patogénese do pterigio. O
disturbio pode ser caracterizado por uma proliferacdo celular, processos
inflamatorios, fibrose, angiogénese e destruicdo da matriz extracelular (Bradley,
et al., 2010).

Um depdsito de ferro pode ser observado na borda do pterigio (linha de
Stocker) significando cronicidade. O pterigio geralmente invade a cornea por
seu lado nasal, mas pode ocorrer também do lado temporal ou em outras
localizagcbes. Em superficie é dividido em trés porcdes: corpo, cabecga e capuz.
(Markovitsi, et al.,, 2010) Inflamagao crénica, angiogénese e proliferacéo
descontrolada sao suas peculiaridades (Balci et al., 2011). Com a progressao,
0s vasos sanguineos tornam-se dilatados e congestos, ocorre crescimento da
conjuntiva, a cornea pode se tornar irregular, pode haver comprometimento do
eixo visual se o pterigio atinge o centro da coérnea, levando a uma piora da
visdo. Certas proteinas contribuem com as mudancas histolégicas que ocorrem
no desenvolvimento do pterigio: fatores de crescimento, metaloproteinases e
citocinas. Essas mudangas histoldgicas se assemelham aquelas que ocorrem
com a pele foto envelhecida (Di Girolamo, 2004).

E popularmente conhecido como “carne no olho” e erroneamente
confundido com a “catarata”, sendo ja considerado uma doenga ocular
degenerativa. Porém, pterigios exibem propriedades semelhantes as de
tumores como invasao local, metaplasias de células epiteliais, presenca de
virus oncogénicos (Papiloma Virus Humano — HPV), a inativagdo do gene
supressor de tumor (p53) e perda de heterozigosidade. Essas caracteristicas

sugerem a possivel natureza neoplasica da afecgéo (Kau et al., 2006).
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O tratamento do pterigio € baseado em aspectos como a evolugao e
progressao, fatores de risco, sintomas e idade do paciente. As consideragdes
sobre qual a melhor técnica para remocgao cirurgica do pterigio ainda sao
controversas, as complicagdes e recidivas preocupam e estimulam novas

técnicas e uso de drogas coadjuvantes (Tsai, et al., 2005).

1.2 Mecanismos Envolvidos na Génese do Pterigio

1.2.1 Estresse Oxidativo e Mecanismos de Defesa

Os radicais livres sdo um grupo de moléculas instaveis que incluem
espécies reativas de oxigénio (radicais superédxido, hidroxilas e peroxido de
hidrogénio ou agua oxigenada) e espécies reativas de nitrogénio (6xido nitrico
por exemplo). Os radicais livres podem reagir quimicamente com DNA, lipidios
e proteinas. Causam dano ao DNA, peroxidacao lipidica e podem alterar a
conformacao de proteinas (Kwon et al., 2005).

O estresse oxidativo ocorre quando as defesas celulares contra
radicais livres sdo ineficientes; esta intimamente relacionado com diversos
disturbios que levam a inflamagao crénica como o pterigio, também se
relaciona com doengas cardiovasculares e doencas metaplasicas, além de
envelhecimento. Diversas condicdes oculares se desenvolvem a partir do
estresse oxidativo - catarata, degeneracdo macular, glaucoma, ceratocone e
pterigio (Tatlipinar e Akpek, 2005).

A radiagao ultravioleta pode induzir o estresse oxidativo através da
ativacdo de substancias enddgenas sensiveis a luz, que interagem com o
oxigénio produzindo espécies reativas. Esse estresse oxidativo induzido pelo
UV contribui para a ocorréncia do foto envelhecimento levando a destrui¢cao da
matriz extracelular e alterando a sintese de colageno e elastina (Ribatti et al.,
2007). Um processo semelhante ocorre nas estruturas oculares, quando
estimuladas pela UV favorecem o aparecimento e progressao do pterigio. Uma
reducdo da quantidade de antioxidantes é observado na cérnea com o avango
da idade, o que pode favorecer a ocorréncia de estresse oxidativo. Essa
reducdo € ainda mais acentuada quando ha exposi¢cdo crénica a radiagao

ultravioleta (Hercules et al., 2007).
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Algumas evidéncias mostram o papel do estresse oxidativo na
patogénese do pterigio - a presenca do 7,8-diidro-8-oxoguanina nos nucleos
das células epiteliais com pterigio (Weischer et al., 2007) e produtos da
peroxidagao de lipidios no tecido com pterigio (Yarosh et al., 2005). Estresse
oxidativo estimula a atividade de metaloproteinases e reduz a acao de
inibidores teciduais dessas metaloproteinases no ceratocone e no pterigio
(Yarosh et al., 2005).

Alguns autores reportam um aumento de Oxido nitrico sintase em
células epitéliais de pterigio ou uma redugdo do antioxidante superoxido
dismutase no pterigio quando comparado com a conjuntiva. E provavel que o
oxido nitrico esteja mais elevado no pterigio devido ao seu papel pro-
angiogénico. A taxa elevada de o6xido nitrico pode ser consequéncia da
exposicao ao ultravioleta, assim como ocorre na pele (Kaminska et al., 2004).

O estresse oxidativo se refere a uma formacdo excessiva ou
ineficiéncia na remocédo dos agentes oxidantes. Altos niveis de espécies de
oxigénio reativos podem induzir processos apoptéticos em uma grande
variedade de tipos celulares ao causar danos ao DNA. Essas espécies de
oxigénio reativas ativam fatores de transcricdo que levam a expressao de
citocinas relacionadas a estados inflamatdrios. Substancias antioxidantes sao
caracterizadas como aquelas que atrasam ou causam efeitos inibitérios na
inflamacéao (Johnson, 2004).

A superficie ocular apresenta estruturas que combatem a acgao de
substancias oxidativas. E a primeira barreira fisica para essa protecdo e
compreende o fime lacrimal, a conjuntiva e a cornea (Kaminska et al., 2004).

O pterigio surge a partir de células do limbo alteradas pelos raios
ultravioleta e as células progenitoras estdo relacionadas com a patogénese da
doenca. Células progenitoras estdo normalmente presentes na coérnea. O
grande potencial terapéutico das células progenitoras tem chamado atencéao
dos pesquisadores também para as doencas oculares. Células epiteliais
progenitoras podem ser encontradas no limbo ocular, e possuem a capacidade
de regenerar a superficie ocular danificada (Lavker et al., 2004).

Células progenitoras do tecido hematopoiético e mesenquimal também
estdo presentes no pterigio e podem contribuir com a formagdo do estroma

vascular caracteristico da doenga. Essas células progenitoras podem sé&o
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observadas nos enxertos usados no pdés-operatério. Autores descrevem que
VEGFR-1 e VEGFR-2 (receptor do fator de crescimento endotelial vascular),
dentre outros estdo relacionados ao aumento de CD34 nos pacientes com
pterigio. Altos niveis de VEGF, fator de células-tronco e substancia P agem
como sinalizadores no sentido de imobilizar as células progenitoras, o que
pode auxiliar na angiogénese observada no pterigio (Ye et al., 2004).

Diversos antioxidantes estdo presentes no filme lacrimal e assumem
um papel de extrema importancia no combate de espécies reativas — acido
ascorbico, glutationa redutase, cistina, acido urico e tirosina (Cekic et al., 2002).

O fluido lacrimal também apresenta certa quantidade de
imunoglobulina A, lipocalina e outras proteinas protetoras contra a oxidagao.
Algumas espécies antioxidantes agem estabelecendo uma varredura em busca
de componentes de oxigénio reativo; dentro desse grupo se encaixam
aminoacidos e proteinas ricas em grupos sufidrilas (Johnson, 2004).

A cbérnea € uma das principais estruturas do sistema ocular e €&
responsavel por cerca de 75% da refragdo que ocorre com a passagem da luz.
Também é responsavel pela protegao dos tecidos oculares mais internos (lente
e retina) agindo como barreira fisica e bioquimica. A cornea humana consegue
absorver até 92% da radiagao ultravioleta. A luz ultravioleta leva a formacao de
espécies reativas de oxigénio na superficie das células epiteliais da cérnea
(Chandler et al., 2010).

O eptélio da cérnea age como um filtro contra raios ultravioleta
protegendo as estruturas internas do olho através de trés principais maneiras:
reducao da fluorescéncia, absorgcao de raios ultravioleta nos comprimentos de
onda até 310nm e conversao da energia luminosa em maiores comprimentos
de onda. Os raios ultravioleta modulam a expressdao de substancias
antioxidantes e pro-inflamatérias. A supressao de citocinas contribui na
reducao de desequilibrios relacionados a formacgao de espécies oxidativas que
poderiam levar a alguma doencgas oculares inflamatérias como o pterigio
quando ha alteragédo na expressao desses mediadores (Cejkova et al., 2011).

Os principais antioxidantes que podem ser identificados na cérnea sao:
ferritina, acido ascorbico, glutationa redutase, glutationa peroxidase, catalase e
tocoferol. O fornecimento de substédncias como o acido ascorbico, tocoferol e

acido retindico para células da cérnea inibe de forma significativa os danos
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causados por radicais livres podendo até evitar que processos apoptoéticos
ocorram. A funcgao de protecao da ferritina, por exemplo, ocorre inicialmente no
periodo embrionario, preservando o epitélio da cornea contra estresse oxidativo
causado por substancias endoégenas (Marchitti et al., 2011).

A vitamina C esta presente intra e extracelularmente. Essa substancia
participa de diversas reag¢des catalizadas por enzimas atuando como cofator —
principalmente reagdes de hidroxilagdo. Danos celulares devido a formacgéao de
radicais livres gerados por energia de alta intensidade pode ser amenizada em
até 70% através da adicao de acido ascorbico (Chen et al., 2005).

A glutationa redutase é produzida em todas as células. Essa enzima
auxilia a proteger contra espécies oxidativas realizando varreduras em busca
de radicais livres. Esta relacionada com inumeras fungdes celulares —
regulacdo do DNA, regulagdo da sintese de proteinas, sinalizagéo, regulagao
do ciclo celular, resposta imune e producao de substancias que participam de
processos inflamatérios. Um outra fungdo da glutationa € o de auxiliar na
restauracao da forma ativa de substancias antioxidantes como a vitamina C e a
vitamina E (Chen et al., 2005).

1.2.2 Ativacao de Fatores de Crescimento

Uma das primeiras respostas celulares a exposicdo aos raios
ultravioleta é a ativagao de receptores de fatores de crescimento e cascatas de
sinalizagdo, através da formacdo de espécies reativas de oxigénio. Essa
resposta € comum na superficie ocular quando se fala em pterigio, sendo
comum também no tecido cutaneo onde esses raios ultravioleta induzem a
fosforilagdo e internalizacdo do receptor do fator de crescimento epidérmico
(EGFR). A resposta se da em minutos apds a exposigao e € seguida por uma
ativacado de trés proteinas quinases - quinase regulada por sinal extracelular
(ERK), amino-terminal quinase do tipo c-jun (JNK), e p38 (Di Girolamo, 2005).

Nos pacientes com pterigio a ativagao do ERK pelo ultravioleta induz a
producao de metaloproteinases; a ativacdo do JNK e do p38 por processos de
estresse oxidativo contribui para a producao de interleucinas do tipo 6 e 8. A
super-expressdo do EGFR no pterigio contribui para a amplificacdo dessas

cascatas de sinalizagdo. Assim, é coerente afirmar que a exposi¢cao aos raios
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ultravioleta estimulam a producdo de citocinas e fatores de crescimento
levando a uma progressao e estabelecimento da doenga (Di Girolamo, 2005).

As caracteristicas histologicas do pterigio - proliferacdo e migragao
celular, inflamagao e alteragdo da matriz extracelular - sdo explicadas pelas
atuacdes de inumeras citocinas pro-inflamatoérias, fatores de crescimento e as
metaloproteinases. A exposi¢ao crénica aos raios ultravioleta na patogénese do
pterigio leva a produgdo das seguintes citocinas e fatores de crescimento:
interleucinas IL-1, IL-6, IL-8, fatores de necrose tumoral (TNF), fatores de
crescimento de fibroblastos (FGF-2), fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), fator de crescimento epidérmico ligado a heparina (HB-EGF), fator de
crescimento transformador (TGF-C) e fator de células-tronco (SCF) (Tsai et al.,
2005).

MMP-1 (metaloproteinase), MMP-3, e MMP-9 sdo as
metaloproteinases que podem ser induzidas pela radiagao ultravioleta no tecido
cutaneo (t250). Em pacientes com pterigio apenas a MMP-1 ¢ induzida pela
ultravioleta. As metaloproteinases nos pacientes com pterigio podem ser
influenciadas por citocinas pro-inflamatorias ou fatores de crescimento, que
auxiliam na progressao da doenga (Di Girolamo, 2005).

As caracteristicas inflamatérias da doenca estao ligadas também a
presenga de imunoglobulinas anormais, linfocitos T e mastdcitos (1270). As
alteragdes do padréao proliferativo no pterigio devem ser atribuidos a presenca
de mitégenos como EGF, HB-EGF, FGF-2 and PDGF (fator de crescimento
derivado das plaquetas). IL-6, HB-EGF, PDGF, FGF-2 e TGF-C1 induzem a

migracao de células epiteliais ou fibroblastos (Tsai et al., 2005).

1.2.3 Transicao epitélio-mesenquimal

A transicao epitélio-mesenquimal é um mecanismo pelo qual células
epiteliais adquirem caracteristicas de células mesenquimais. Esse processo
pode ocorrer durante o desenvolvimento, cicatrizacdo de feridas e carcinomas.
Alguns autores acreditam que a transigdo epitélio-mesenquimal esteja
ativamente relacionada com a patogénese do pterigio, o que explicara a origem
dos fibroblastos que surgem nos pacientes com a doenga. Ainda nao se tem

uma explicacao concreta para o aparecimento dos fibroblastos. Acredita-se que
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eles possam ser originados a partir do epitélio do limbo que sofreu um
processo de transigao epitélio-mesenquimal devido a estimulos recebidos por
fatores de crescimento ou exposic¢ao a luz ultravioleta (Hay, 2005).

A ideia de que o epitélio do limbo possa originar fibroblastos no pterigio
€ apoiada por modelos animais que confirmam que esse tipo de transicao
realmente ocorre durante processos de fibrose. Outro aspecto que corrobora
esse fato é a expressdo de marcadores mesenquimais (vimentina, por
exemplo) no epitélio da cérnea durante processos de cicatrizagdo (Touhami et
al., 2005).

Por outro lado, o aparecimento de fibroblastos no pterigio pode ser
resultado de um recrutamento local de miofibroblastos do tecido fibroadiposo
periorbital, ou mesmo serem originados de células mesenquimais. A ocorréncia
de transicdo epitélio-mesenquimal no pterigio € similar aos mecanismos
empregados por células cancerigenas durante a progresséo de um tumor (Hay,
2005).

1.3 Componente Genético

Diversas evidéncias de alteragcdes genéticas no pterigio tem sido
mostradas, no entanto ha muitas variagdes nos relatos cientificos. Uma parcela
dos pacientes acometidos com pterigio apresentam perda de heterozigosidade
e instabilidade de microssatélites, mutagdo no p53, mutagdes no gene K-RAS
(Kirsten sarcoma viral) e hipermetilagdo do promotor do gene p16 (Lekawa-
llczuk et al, 2011).

As doengas que apresentam cunho genético podem ser investigadas
através do uso de marcadores moleculares. Testes de diagndsticos baseados
nesses marcadores estdo sendo cada vez mais usados, uma vez que O
procedimento é feito de forma nao invasiva. Um exemplo desses marcadores
moleculares € o gene p53, muitas vezes ¢ investigado se o paciente apresenta
polimorfismo nesse gene que possa estar relacionado com a doenga em
questéo (Lekawa-llczuk et al, 2011).

O gene p53 localiza-se no brago curto do cromossomo humano 17, e
codifica a sintese de uma fosfoproteina nuclear expressa em niveis basais em

todas as células normais. A proteina p53 desacelera a progressao do ciclo
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celular e permite, portanto, que a célula tenha mais tempo para reparar o DNA
antes de entrar na fase S ou mitose. Entretanto, quando a reparagao dos danos
do DNA néo for eficiente, o p53 pode estimular a morte celular programada
(apoptose) da célula. Estes efeitos contribuem para a prote¢ao do organismo
contra o acumulo de mutagdes genéticas, dificultando assim a ocorréncia de
células geneticamente instaveis e com predisposi¢ao a transformagéo maligna.
Entretanto, havendo uma alteragao funcional do p53, nao ha reparo eficiente do
DNA, e as mutagdes acumulam-se nas células em divisdo, que podem entao,
em um dado momento, sofrer altera¢des funcionais (Lekawa-llczuk et al, 2011).

A p53 tem meia vida curta em células normais ndo submetidas a
estresse, cerca de 20 minutos. Na auséncia de sinais indutores, os baixos
niveis de p53 sdo mantidos por meio da interagcdo com a proteina HDM2
(Human Murine Double Minute 2), uma ubiquitina- ligase. Entretanto, a
expressao de HDM2 funciona como um meio para manter os niveis de p53
baixos e reduzir os niveis de proteina em células com estresse, quando o dano
for reparado (Fan et al., 2010).

A mutagdo no gene supressor de tumor p53 produz uma proteina que
nao é reconhecida pela HDM2 que a metaboliza, elevando a meia vida para 24
horas tornando-a detectavel através da imunoistoquimica e o anticorpo anti-p53
reconhece a porgcao conservada da proteina que existe em ambas as formas.
As células que apresentam o gene TP53 mutado apresentam um fendtipo
instavel e tendem a acumular mutagbes e rearranjos cromossémicos
adicionais, levando a uma rapida proliferacao de clones com DNA mutado e

transformacao neoplasica (Fan et al., 2010).

1.3.1 Caracteristicas Neoplaiscas

O pterigio € considerado benigno apés invasao local e recorréncia;
algumas alteragdes com caracteristicas neoplasicas sao observadas nos
pacientes que apresentam as lesdes: alta proliferagao celular, invasao in situ e
expressdao de marcadores associados com fendtipo transformante. A
proliferagcdo da camada fibrovascular no pterigio € acentuada (Tan et al., 2000).

As células epiteliais no pterigio expressam o gene anti-apoptotico BCL-

2 (Tan et al., 2000), também expressam substancias relacionadas ao controle
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do ciclo celular - ciclina D1 e antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA)
em niveis elevados, além da supressao do p27 que € um inibidor de quinase
(Tsironi et al., 2001). Outros marcadores expressos por células no pterigio que
sdo atribuidos ao fendtipo transformante incluem aumento da expressao do
IGF-BP2 (fator de crescimento insulina simile) e diminuicdo do IGF-BP3
(Solomon et al., 2003). Outros estudos apontam altos niveis de receptores de
lipoproteina de baixa densidade e hidroximetilglutaril coenzima A redutase nos
fibroblastos de pterigio e pinguécula, além de alteragbes no metabolismo do
colesterol. Todos esses fatores podem contribuir para a proliferacdo de

fibroblastos que é observada no pterigio (Peiretti et al., 2006).

1.3.2 Genes associados ao pterigio

Varias regides do genoma mapeadas estdo associadas ao pterigio:

a) FN1 (Fibronectina 1, localizado na regido 2q34). A fibronectina é
uma glicoproteina dimérica ou multimérica e soluvel presente no plasma
sanguineo, na superficie celular e na matriz extracelular. Esta relacionada com
a adesao celular e processos de migracao celular, embriogénese, cicatrizagao,
coagulacdo sanguinea, defesa imunitaria e metastase. Essas caracteristicas
contribuem para a confirmacdo da sua relacdo com o desenvolvimento do
pterigio. Alteragbes genéticas, principalmente nas suas trés regides de splicing
alternativo, responde ao maior potencial do surgimento e progressdo da

doenca (John-Aryankalayil et al., 2006).

b) ACTN1 (Actinina alpha 1, gene localizado na regido 14q24.1). A
actinina alpha 1 representa uma proteina do citoesqueleto. E uma proteina
ligante da actina e apresenta diversas fungbes nos diferentes tipos celulares.
Esta relacionada ao pterigio e a sua capacidade de invadir profundamente os
tecidos oculares (Quick e Skalli, 2010).

c) RUNXS3 (sigla do inglés para Runt-Related Transcription Factor 3

localizado na regidao 1p36). Esse gene codifica proteinas do dominio Runt.

Forma um complexo de subunidades que se liga ao DNA formando promoters
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e enhancers para ativar ou suprimir a transcricdo do DNA. Dessa forma, atua
como supressor de tumor, e esta relacionado ao pterigio uma vez que este
apresenta caracteristicas neoplasicas, como discutido anteriormente (Bretz et
al., 2012).

d) COL4A1 (Colageno Type IV Alpha 1 localizado na regido 13q34).
Esse gene codifica o principal tipo de colageno presente nas membranas
basais. Relacionado ao desenvolvimento do pterigio em relacdo a sua

capacidade de adesao as células vizinhas (Vahedi e Alamowitch, 2011).

e) MMP-2 (Matrix Metalopeptidase 2 localizada na regidao 16q13-g21).
Codifica proteinas da matriz envolvidas no catabolismo de matriz extracelular
em condigdes normais, no desenvolvimento embrionario, processos
reprodutivos e remodelamento da matriz. Esta relacionado ao pterigio e a sua

capacidade metastasica (Sivak e Fini, 2002).

f) CD24 (localizado na regido 6qg21). Esse gene codifica uma
sialoglicoproteina expressada em granuldcitos e em células B. Esta relacionado

a fixagao de células em outras células ou tecidos (Henniker, 2001).

g) TGM-2 (Transglutaminase 2 localizado na regidao 20q12). As
transglutaminases s&o enzimas que catalizam ligacdes isopeptidicas e estdo

relacionadas com processos apoptoéticos (Awdeh, 2008).

1.3.4 Glutationa S-Transferases

Varios genes e proteinas estédo relacionados com
metabolizacao/detoxificagdo de xenobidticos, que sao usualmente utilizados
em estudos de marcadores potenciais de suscetibilidade para desenvolvimento
de varias doencas, inclusive cancer, nas quais a etiologia esta relacionada a
exposigao ambiental. Genes que codificam as enzimas de ativagéo (reagéo de
fase |) ou detoxificagdo (reacdo de fase Il) de xenobidticos s&o alvos potenciais

para estudos de suscetibilidade genética. Muitos estudos mostram que a
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detoxificagao celular feita por enzimas esta relacionada com a protecao celular.
A inativacédo de xenobioticos e de toxinas enddgenas possibilita a preservagéo
da integridade celular, além da inibicdo dos eventos de citotoxicidade
provocados por estas substancias e que podem ser a causa de algumas
doencas, como o cancer (Young et al., 2010).

As glutationas transferases ou glutationa S-transferase, compreendem
uma familia de enzimas multifatoriais que catalisam o ataque nucleofilico da
forma reduzida da glutationa (GSH) a compostos que apresentam um carbono,
um hidrogénio, ou um atomo de enxofre eletrofilico. Nos mamiferos s&o
encontradas trés familias de GST: citossdlica, mitocondrial e microssomal
(Bolth e Their, 2006).

Sete classes distintas foram identificadas nas glutationa S-transferase,
diferenciadas pelas sequéncias de aminoacidos: Alpha, Mu, Pi, Sigma, Theta,
Omega e Zeta, sendo a ultima classe ligada a membrana. Dentre as proteinas
citosdlicas as GSTM1, GSTT1 e GSTP1, sdo as que possuem maior correlacao
com a suscetibilidade ao cancer (Tsai et al., 2004).

O gene GSTMH1, situado no lécus 1p13.1, que é polimorfico possuindo
dois alelos funcionais (GSTM1*A e GSTM1*B), 8 éxons e um alelo com
atividade nula por delegao (GSTM1*0). O os alelos funcionais possuem a
mesma eficacia de detoxificagdo A proteina GSTM1A contém uma lisina na
posicdo 172, enquanto a proteina GSTM1B contém asparagina nesta posi¢cao
(Tsai et al., 2004).

A subfamilia da GST da classe Theta, consiste em 2 genes, GSTT1 e
GSTT2, localizados no cromossomo 22q11.2 (Figura 1) e separados por
aproximadamente 50kb. Ambos os genes possuem 5 éxons com divisdes
idénticas de intron/éxon, mas possuem apenas 55% da identidade do aa. O
gene GSTT1 apresenta polimorfismo nulo, o que resulta na falta das proteinas
ativas (Young et al., 2010).
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Figura 1: Localiza¢do do gene GSTT1 indicado pela linha de cor vermelha.
Fonte: http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=GSTT1 (2013)
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Os genes GSTM1 e GSTT1 estdo envolvidos no metabolismo de uma
ampla variedade de xenobioticos, incluindo substadncias ambientais
cancerigenas, agentes quimioterapicos, e as espécies reativas de oxigénio.
Além disso, GSTM1 parece fazer uma contribuicdo distinta na susceptibilidade
ao cancer, porque suas especificidades por substrato pode ser diferente de
outras classes de GSTs (Tsai et al., 2004).

O gene da classe Mu (GSTM1) e o gene da classe Theta (GSTTT1) séao
polimorficos e estdo ausentes ou deletados de forma homozigética em 40% a
50% e 16% a 24% das diferentes populacdes étnicas, respectivamente. Muitas
evidéncias sugerem que GSTT1 e GSTM1 humanas participam da desativagao
de espécies reativas de oxigénio que estariam envolvidas nos processos
celulares de inflamac&o, envelhecimento e doenga degenerativas (Tsai et al.,
2004).

O gendtipo nulo polimérfica GSTM1 tem sido encontrada em 20%
-50% das populagdes de varias origens étnicas, e este gendtipo tem sido
correlacionada com o risco de varios cancer relacionados com o tabaco.
Portanto, o polimorfismo GSTM1 pode contribuir para formacao de BaP 7,8-diol
9,10-epodxido (BPDE) de aduto de DNA e progressao de pterigio (Young et al.,
2010).

A dlicosilase é responsavel pela remogédo do composto 7,8-diidro-8-
oxoguanina que é um produto da foto oxidagdo altamente mutagénico. Esse
produto € originado pela presencga de espécies reativas de oxigénio. O GSTM1
e GSTT1 pertence a uma classe de enzimas envolvidas na detoxificacdo de
carcindgenos; a delecdo de ambos alelos caracteriza o gendétpo nulo, o qual
inexiste a atividade enzimatica e aumenta a sensibilidade aos raios ultravioleta
(Tsai et al., 2004).

Este estudo analisou a frequéncia dos genoétipos do marcador molecular

GSTT1 da presenga ou auséncia do polimorfismo em relagéo ao pterigio.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o perfil genotipico do polimorfismo do gene GSTT1 em um
grupo caso (pacientes com pterigio) e grupo controle (sem a doenga) na cidade

de Goiania.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analisar o polimorfismo do gene GSTT7 no grupo caso € no grupo
controle;

2. Verificar qual € o gendtipo mais frequente relacionado ao pterigio na
populacao estudada;

3. Verificar possiveis associagbes entre o genodtipo GSTT1 e possiveis
cofatores de risco: sexo, etnia, casos na familia, exposicdo ocupacional,
fumo, HAS e DM.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Casuistica

Foram coletadas amostras de sangue periférico (10mL) de pacientes
portadores de pterigio, e pacientes ndo portadores da doenga, para analise
molecular de DNA para o gene GSTT1. As amostras foram divididas em dois
grupos de acordo com a presenga ou auséncia da doencga: grupo caso formado
por 91 pacientes diagnosticados com pterigio e grupo controle formado por 23
pacientes sem a doenca.

As amostras de sangue foram coletas no hospital do banco de olhos
na cidade de Goiania, Goias; e a analise genética molecular foi realizada

no Nucleo de Pesquisas Replicon-PUC-Goias.

Todos os pacientes responderam a um questionario (Anexo |) com
dados relativos a nome, etnia, habito de fumar e o habito de ingerir
bebida alcodlica, bem como assinaram o Termo de Consentimento Livre

Esclarecido (Anexo II).

4.2 Analise Molecular

A extracdo de DNA das amostras de sangue periférico coletadas
foram realizadas de acordo com as instrugdes do Kit comercial lllustra
Blood Genomic Prep Mini Spin® (GE 39 Healthcare, USA). Por consequinte
foram submetidas & quantificacdo no espectrofotometro NanoVue™ Plus de
acordo com as instrucdes do fabricante, tendo relevancia apenas as amostras
cujo o resultado da quantificacdo em relacdo a concentracdo de DNA foi
superior a 5ng/pl.

Apos a extragdo do DNA as amostras foram submetidas a amplificagcao
por Reagcdo em Cadeia da Polimerase (sigla proveniente do idioma inglés,
Polymerase Chain Reaction — PCR) alelo-especifica para detectar o
polimorfismo do gene GSTTT.

As reacoes de PCR foram realizadas de acordo com o protocolo

modificado por Frare (2011). O produto da PCR foi submetido a eletroforese
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em gel de agarose a 2%, em um campo elétrico de 10 V/cm e corado com
brometo de etidio (5mg/mL) sendo visualizado em seguida no sistema de
video-documentacao(/mage Master VDS® - Amersham Pharmacia Biotech,
EUA).

Individuos com o gendtipo presente foram classificados quando em
presenga de banda, com uma ou duas copias do alelo do gene e
aqueles sem bandas, com auséncia de alelos homozigdticos, como gendtipo

nulo.

Tabela | - Protocolo referente a composigdo quimica e concentragdes dos reagentes utilizados
nas reacgdes de PCR - NPR 2014

REAGENTES [1UTILIZADA VOL. P/ 1 AMOSTRA
Tampao 1X 2,5 L

MgCl, (50mM) 1,5 mM 1,0 L

dNTPs 1,25 mM de cada 0,5uL decada=2 uL
Taq polimerase 5 U/uL 2,5 U/uL 0,3 uL

Primer sense 20 pMol 1L

Primer antisense 20 pMol 1L

H,O Mili Q - 13,2 uL

DNA amostra 200 ng/uL 4 uL

Volume final 25 L

Legenda: NPR: Nucleo de Pesquisas Replicon

Os fragmentos gendmicos das amostras foram amplificados utilizando

primers especificos para o GSTT1 para PCR, nas condi¢gées da Tabela Il:

Tabela II- Caracteristica molecular do primer GSTT7- NPR 2014

Primer Sequéncia Tamanho Molecular

F: 5 TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC 3
GSTT 1 R: 5 TCACCGGATCATGGCCAGCA 3' 480pb

Legenda: NPR: Nucleo de Pesquisas Replicon
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A amplificacdo da sequéncia do DNA de interesse foi submetida por 35

ciclos que seguem a seguinte ciclagem térmica (Tabela Ill):

Tabela lll- Protocolo de ciclagem das rea¢des de PCR Multiplex - NPR 2014

TEMPERATURA TEMPO N°. CICLOS
94°C 5 minutos 1
94°C 1 minuto
56°C 90 segundos 35
72°C 1 minuto
72°C 7 minutos 1
4°C o0

Legenda: NPR: Nucleo de Pesquisas Replicon

Para analise dos produtos obtidos pela PCR, o volume total da PCR
(25uL) foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2,0 % em solugao
tampé&o Tris-borato de EDTA (TBE) a 1x.

01 02 03 04 M

GSTT1 550 pb
opb 450pb
200 pb

RH92600 D T ———  ——
135pb 100 pb

O gel foi submetido a um campo elétrico constante de 8 V/cm por um

periodo de 2 horas aproximadamente. Posteriormente, o gel foi corado com

Brometo de etidio (EtBR) a 5 pg/mL, por um periodo de 20 minutos. O registro
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visual do gel foi feito com o auxilio de um sistema de video-documentacéo
(Image Master VDS® - Amersham Pharmacia Biotech, EUA), para analise da
amplificagao.

A amplificacdo do fragmento de 135pb refere-se ao primer RH92600,
sendo este usado como controle endégeno da reacdo. Quando visualizados
fragmentos 480pb atribui-se a gendtipo positivo GSTT1. Os gendtipos GSTT1
(nulo) foram identificados pela auséncia dos fragmentos de amplificagdo 480pb,
desde que o controle interno fosse visualizado (Figura 1), assim como controle
positivo para GSTT1.

4.3 Analises Estatisticas

Os dados da genotipagem, do grupo em estudo e controle, foram
tabulados em planilhas do software Excel® (2003). Posteriormente foi aplicado
o teste Exato de Fisher para verificacdo de possiveis associacdes entre a
analise molecular e o pterigio. Para a realizagao dos testes foi utilizado o
programa BioEstat® 3.0 (Sociedade Civil Mamiraua / MCT-CNPq).
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5. RESULTADOS

Foram analisadas as frequéncias genotipicas do gene GSTT1 no
grupo de pacientes com pterigio € no grupo controle (tabela 1V). No grupo caso
(n=91) foi constatado 17,6% (16/91) com a presenga do gene GSTT1 e
82,4% (75/91) com gendtipo nulo. J& no grupo controle (n=23), foi detectado
4,3% (1/23) de presengca do gene GSTT1 e 957% (22/23) com gendtipo
nulo. De acordo com os resultados obtidos ndo € possivel afirmar que existe
diferenca estatisticamente significativa quando se compara a frequéncia dos

genotipos presente e nulo nos grupos estudados, p=0,096.

Tabela IV — Distribuigdo do polimorfismo GSTT1 nos grupos caso e controle.

Presente Nulo
n % n % =
Caso (n=91) 16 17,6 75 824
0,0960
Controle (n=23) 1 43 22 957

“Valor de P do teste Exato de Fisher.

A tabela V mostra a distribuicdo genotipica entre o sexo masculino e o
sexo feminino nos diferentes grupos estudados. Analisando o polimorfismo
correspondente ao gene GSTT1 nos individuos do sexo feminino, 20% (10/50)
do grupo caso apresentam o gendtipo presente e 80% (40/50) apresentam o
genotipo polimdorfico nulo; enquanto 8,3% (1/12) dos pacientes pertencentes ao
grupo controle apresentam o gendétipo presente e 91,7% (n=11/12) apresentam
0 genotipo polimdrfico nulo. Esse resultado ndo é considerado estatisticamente
relevante uma vez que o valor de p € maior do que 0,05 (p=0,316).

Analisando o polimorfismo do gene GSTT1 nos individuos do sexo
masculino, 14,6% (6/41) destes pertencem ao grupo caso e apresentam o
gendtipo presente, enquanto 85,4% (35/41) apresentam os gendtipo polimarfico
nulo. No grupo controle nenhum paciente apresenta o gendétipo presente e
100% (11/11) apresentam o gendtipo polimoérfico nulo. Assim como nas
mulheres, nos homens a diferenca nao foi estatisticamente significativa
(p=0,2209).
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Tabela V - Distribuicdo do polimorfismo GSTT1 em relagdo ao sexo nos grupos caso e
controle.

Presente Nulo Total
Sexo n % n % n % P
Feminino
Caso 10 20,0 40 80,0 50 100,0 0,3160
Controle 1 83 11 91,7 12 100,0
Masculino
Caso 6 14,6 35 854 41 100,0 0,2209
Controle 0 0,0 11 100,0 11 100,0

“Valor P do Teste Exato de Fisher.

A tabela VI mostra a distribuicdo genotipica entre pacientes brancos,
pardos e negros nos diferentes grupos estudados. Analisando o gene GSTT1
nos individuos brancos, 24% (12/50) dos individuos pertencentes ao grupo
caso apresentam gendtipo presente e 76% (38/50) apresentam o genotipo
polimérfico nulo; enquanto 6,2% (1/16) dos individuos pertencentes ao grupo
controle apresentam o gendtipo presente e 93,8% (15/16) apresentam o
gendtipo polimorfico. Esse resultado ndo € considerado estatisticamente

significativo.

Tabela VI- Comparagéo da variavel cor da pele com o polimorfismo GSTT1 nos grupos caso e
controle.

Cor da pele*
Variaveis/ Brancos Pardos Negros
Grupos n % n % n % P¢
Caso
Presente 12 24,0 2 8,3 2 11,8
Nulo 38 76,0 22 91,7 15 88,2 0,1791
Total 50 100,0 24 100,0 17 100,0
Controle
Presente 1 6,2 0 00 0 00
Nulo 15 93,8 3 100,0 4 100,0 0,6888
Total 16 100,0 3 100,0 4 100,0

“Valor de P do teste G
* Informada pela paciente

Analisando o polimorfismo GSTT1 nos individuos considerados pardos,
apenas 8,3% (2/24) individuos pertencente ao grupo caso apresentam o
genodtipo presente e 91,7% (22/24) desses individuos apresentam o gendtipo
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polimdrfico nulo; enquanto nenhum individuo pertencente ao grupo controle
apresenta os genotipos normais e 100% (3/3) apresentam o genatipo
polimorfico. lindividuos com essa etnia ndo mostraram resultados com
diferenga estatisticamente significativa.

Analisando o polimorfismo GSTT1 nos individuos negros, 11,8% (2/17)
dos individuos pertencentes ao grupo caso apresentam gendtipo presente e
88,2% (15/17) apresentam o gendtipo polimérfico nulo; enquanto nenhum
individuo pertencente ao grupo controle apresenta os genoétipos normais e
100% (4/4) apresentam o genotipo polimorfico. lindividuos com essa etnia
também ndo mostraram resultados com diferenga estatisticamente significativa.

A tabela VII evidencia a analise da variavel problema ocular na familia
com o polimorfismo GSTT1 nos grupos caso e controle. Dos pacientes com
pterigio que apresentam casos de pterigio na familia, 25% (10/40) possuem o
gendtipo presente e 75% (30/40) possuem o polimorfismo nulo. Dos pacientes
com pterigio que nao apresentam nenhum caso de pterigio na familia, 15,6%
(5/32) possuem o gendtipo presente e 84,4% (27/32) possuem o polimorfismo

nulo. O resultado ndo ¢é estatisticamente relevante (p=0,344).

Tabela VII - Comparagdo da variavel problema ocular na familia com o polimorfismo GSTT1
Nos grupos caso e controle.

Problema ocular na familia
Variaveis/

Grupos Sim Nao Nao Sabe

n % n % n % P*
Caso
Presente 10 25,0 5 15,6 2 10,5
Nulo 30 75,0 27 844 17 89,5 0,3440
Total 40 100,0 32 100,0 19 100,0
Controle
Presente 1 7.1 0 0,0 0 0,0
Nulo 13 929 4 100,0 5 0,0 0,5999
Total 14 100,0 4 100,0 5 100,0

“Valor Pdo Teste G

Dos pacientes que sédo do grupo controle livres de pterigio, mas que
apresentam casos de pterigio na familia, 7,1% (1/14) possuem o gendtipo
presente e 92,9% (13/14) possuem o polimorfismo nulo. Dos pacientes sem

pterigio que ndo apresentam nenhum caso de pterigio na familia, 100% (4/4)
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possuem o gendtipo nulo. O resultado ndo € estatisticamente significativo
(p=0,5999).

A tabela VIII mostra uma comparagdo da variavel exposigcéao
ocupacional com o polimorfismo GSTT71 nos grupos caso e controle. Dos
pacientes com pterigio que tiveram exposicdo ocupacional, 14,3% (9/63)
possuem o genotipo presente e 85,7% (54/63) possuem o polimorfismo nulo
para o gene GSTT1. Dos pacientes com pterigio que nao tiveram exposigao
ocupacional 25% (7/28) apresentam genotipo presente e 75% (21/28) possuem

o polimorfismo nulo. O resultado n&o é estatisticamente relevante (p=0,1726).

Tabela VIl - Comparagéo da variavel exposigdo ocupacional com o polimorfismo GSTT71 nos
grupos caso e controle.

Exposigao ocupacional

Variaveis/ Grupos

Sim Nao

n % n % P* OR Min Max
Caso
Presente 9 143 7 25,0
Nulo 54 857 21 750 0,1726  0,5000 0,1650 1,5156
Total 63 100,0 28 100,0
Controle
Presente 0 0,0 1 16,7
Nulo 17 100,0 5 83,3 0,2609  0,0000 -- --
Total 17 100,0 6 100,0

“Valor P do Teste Exato de Fisher.

Dos pacientes do grupo controle que relataram exposigéo ocupacional,
100% (17/17) apresentam o polimorfismo nulo. Daqueles que ndo relataram
exposigao ocupacional, 16,7% (1/6) possuem o gendtipo presente enquanto
83,3% (5/6) apresentam o gendtipo polimorfico. O resultado ndo é
estatisticamente significativo (p=0,2609). A OR na tabela VIII indica que em
cada 7 pessoas exposta ocupacionalmente, uma poderia desenvolver o
pterigio.

A tabela IX mostra a distribuicdo genotipica entre pacientes tabagistas
ou nao nos grupos estudados. Analisando o polimorfismo do gene GSTT1 nos
individuos tabagistas, 30,4 % (7/23) dos individuos pertencentes ao grupo caso
apresentam genotipo presente e 69,6% (16/23) apresentam o gendtipo
polimoérfico nulo; enquanto 100% (2/2) dos individuos pertencentes ao grupo
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controle apresentam o gendtipo nulo. A diferengca ndo é estatisticamente
significativa (p=0,0639 e OR=2,8681).

Tabela IX- Comparagao da variavel fumo com o polimorfismo GSTT1 nos grupos caso e
controle.

Fumo

Variaveis/ Grupos Sim N3G

n % n % P OR Min Max
Caso
Presente 7 304 9 13,2
Nulo 16 69,6 59 86,8 0,0639 2,8681 0,9249 8,8941
Total 23 100,0 68 100,0
Controle
Presente 0 0,0 1 48
Nulo 2 100,0 20 952 0,9130 0,0000 - -
Total 2 100,0 21 100,0

9 Valor P do Teste Exato de Fisher.

Analisando o polimorfismo GSTT1 nos individuos nao tabagistas,
13,2% (9/68) do grupo caso apresentam genotipo presente e 86,8% (59,68)
apresentam o genotipo polimérfico nulo, enquanto 4,8% (1/21) dos individuos
pertencentes ao grupo controle apresentam o gendtipo presente e 95,2%
(20/21) apresentam o gendtipo polimérfico nulo. Esta diferenca ndo é
estatisticamente significativa (p=0,913 e OR=0,0000). O valor OR indica que
seriam necessarios 5 pacientes fumantes para 1 apresentar a possibilidade de
desenvolver a doenga.

Foi comparado o habito de consumir bebida alcodlica dos pacientes do
grupo caso e do grupo controle (tabela X) e sua relagdo com o polimorfismo do
gene GSTT1. Nos pacientes do grupo caso com o habito de consumir bebida
alcodlica foram detectados 21,1% (4/19) com a presenca do gene GSTT1 e
78,9% (15/19) dos pacientes apresentaram GSTT1 nulo. No grupo controle os
pacientes com o habito de consumir bebida alcodlica foram detectados 100%
(3/3) do gene GSTT1 nulo.O resultado ndo é considerado significativo
(p=0,4393; OR= 1,3333).
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Tabela X - Comparagao da variavel consumo de bebida alcodlica com o polimorfismo GSTT1
nos grupos caso e controle.

Bebida Alcodlica

Variaveis/ Grupos

Sim Néo
n % n % P OR Min Max

Caso
Presente 4 211 12 16,9
Nulo 15 789 60 84,5 0,4393 1,3333 0,3763 4,7249
Total 19 100,0 71 100,0
Controle
Presente 0 0,0 1 50
Nulo 3 1000 19 950 0,8696  0,0000 - -
Total 3 100,0 20 100,0

“Valor P do Teste Exato de Fisher.

Nos pacientes do grupo caso que relataram ndo consumir bebida
alcodlica foram detectados 16,9% (12/71) de presenga do gene GSTT1 e
84,5% (60/71) dos pacientes apresentaram GSTT71 nulo e no grupo controle os
pacientes que relataram n&o consumir bebida alcodlica foram detectados 5%
(1/20) de presenca do gene GSTT1 e 95% (19/20) dos pacientes apresentaram
o gene GSTT1 nulo, sendo esta diferenga estatisticamente nado significativa
(p=0,8696; OR= 0,0000). O valor da OR indica que a cada 20 pessoas que
fazem o uso de bebida alcodlica, 1 desenvolve o pterigio.

A tabela XI mostra a comparacdo da variavel Hipertensdo Arterial
Sistémica (HAS) com o polimorfismo GSTT1 nos grupos caso e controle. Dos
pacientes com pterigio que apresentam problemas de hipertensdo, 20,5%
(8/39) possuem o gendtipo presente e 79,5% (31/39) possuem o polimorfismo
nulo para o gene GSTT1. Dos pacientes com pterigio que ndo apresentam
hipertensdo 15,4% (8/52) apresentam gendtipo presente enquanto 84,6%
(44/52) possuem o polimorfismo nulo. O resultado ndo € estatisticamente
relevante (p=0,3579; OR=1,4194).

Dos pacientes do grupo controle com hipertensdo, 9,1% (1/11)
apresentam o genétipo presente enquanto 90,9% (10/11) apresentam o
genotipo polimérfico nulo. Daqueles que nao apresentam hipertensao, 100%
(12/12) possuem o gendtipo polimorfico nulo. O resultado ndo é
estatisticamente significativo (p=0,4783; OR=0,0000). A OR na tabela Xl indica
que em cada 12 pessoas com hipertensao, uma poderia desenvolver o pterigio.
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Tabela XI- Comparagéo da variavel Hipertensao Arterial Sistémica (HAS) com o polimorfismo
GSTT1 nos grupos caso e controle.

HAS

Variaveis/ Grupos Sim N3O

n % n % P* OR Min Max
Caso
Presente 8 20,5 8 154
Nulo 31 795 44 846 0,3579 1,4194 0,4808 4,1897
Total 39 100,0 52 100,0
Controle
Presente 1 9.1 0 0,0
Nulo 10 90,9 12 100,0 10,4783 -- - -
Total 11 100,0 12 100,0

“Valor P do Teste Exato de Fisher.

A tabela Xll estabelece a comparagao da variavel Diabetes com o
polimorfismo GSTT1 nos grupos caso e controle. Dos pacientes com pterigio
que apresentam Diabetes, 13,3% (3/22) possuem o gendtipo presente e 86,4%

(19/22) possuem o polimorfismo nulo para o gene GSTTT.

Tabela Xll - Comparacao da variavel Diabetes com o polimorfismo GSTT1 nos grupos caso e
controle.

Diabetes

Variaveis/ Grupos Sim N3O

n % n % P* OR Min Max
Caso
Presente 3 13,6 13 18,8
Nulo 19 864 56 81,2 0,4209 0,6802 0,1747 2,6473
Total 22 100,0 69 100,0
Controle
Presente 1 12,5 0 0,0
Nulo 7 875 15 100,0 0,3478 - - -
Total 8 100,0 15 100,0

“Valor P do Teste Exato de Fisher.

Dos pacientes com pterigio que nédo apresentam Diabetes 18,8%
(13/69) apresentam gendtipo presente enquanto 81,2% (56/69) possuem o
polimorfismo nulo. O resultado ndo é estatisticamente relevante (p=0,6802;
OR=0,1747).
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Dos pacientes do grupo controle com Diabetes, 12,5% (1/8)
apresentam o gendtipo presente enquanto 87,5% (7/8) apresentam o gendtipo
polimérfico. Daqueles que nao apresentam Diabetes, 100% (15/15) possuem o
gendtipo polimérfico. O resultado néo é estatisticamente significativo (p=0,3478;
OR=0,0000). A OR na tabela Xlll indica que em cada 16 pessoas com Diabetes,

uma poderia desenvolver o pterigio.
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6. DISCUSSAO

Consideravel porcentagem dos casos de pterigio apresentam uma
base genética complexa e sdo causados, na verdade, pela combinagdo de
inumeros fatores de risco. Esses fatores, sejam eles genético ou ambiental,
nao atuam sozinhos no desenvolvimento da doenca. Esses mesmo fatores
também podem detectados em individuos que nao apresentam a doenca. Os
genes de importancia relevante na patogénese do pterigio tém sido
investigados (Fan et al., 2010).

Diversos estudos investigam se os polimorfismos genéticos das
enzimas anti-oxidantes (como a GSTT1) contribuem para o desenvolvimento
do pterigio. Um grupo de pesquisadores do Ird (Othman et al., 2012) analisou
112 pacientes e os resultados apdiam a ideia de que a proteina codificada
pelas GSTT1 apresenta um fator protetivo contra o estresse oxidativo causado
por doencgas oculares degenerativas como é o caso da Degeneragcdo Macular
ocasionada pela idade e também do pterigio (Othman et al., 2012). O resultado
desse trabalho ndo mostrou ser estatisticamente significativo uma vez que a
frequéncia dos genodtipos GSTT1 presente e nulo nos grupos estudados obteve
p=0,096.

Um grupo de cientistas da Arabia Saudita (Abu-Amero et al., 2009)
analisou os polimorfismos nulos do grupo de GSTs, incluindo o gene GSTTT,
em neuropatias opticas. Eles encontraram resultados significativos mostrando
que o gendtipo nulo € prevalente no grupo com a neuropatia quando
comparado com grupo controle (p=0,017) (Abu-Amero et al., 2009). O resultado
desse grupo néo condiz com o resultado da presente pesquisa. Um dos fatos
que pode explicar a discrepancia dos resultados € o tamanho da amostra. A
amostra do presente estudo foi de 91 enquanto que o grupo da Arabia (Abu-
Amero et al., 2009) usou uma amostra de 228 pacientes.

Nossos resultados ndo mostraram diferenga significativa quando
comparamos a prevaléncia do pterigio em homens e mulheres em relacdo ao
polimorfismo nulo do gene GSTT1. Um grupo de estudos da india (Bhardwaj
Veena et al., 2013) analisou um grupo de pacientes trabalhadores rurais e

também nao encontrou resultado estatisticamente significativo quanto a

38



diferenca de sexo e o pterigio, o que condiz com o nosso resultado. Em
contrapartida, uma pesquisa conduzida na Cingapura (Wong et al., 2001)
mostrou diferenga na prevaléncia da doenca em relacdo ao sexo. Esse grupo
encontrou uma maior prevaléncia no sexo masculino. Eles trabalharam com
uma amostra de tamanho consideravel (n=1717) e encontraram p<0,001. Esse
resultado é completamente distinto do nosso, onde ndo houve prevaléncia em
nenhum dos sexos. E importante destacar que o tamanho amostral do presente
trabalho (n=91) foi considerado pequeno quando comparado com o do grupo
de estudo de Cingapura.

Os resultados ndo mostraram diferenga significativa quando
comparamos a prevaléncia do pterigio nos diferentes grupos étnicos em
relagcdo ao polimorfismo nulo do gene GSTT1 (p=0,1791). A literatura cientifica
aponta uma maior prevaléncia do pterigio nos asiaticos, sendo que dentre eles,
ha maior frequéncia na Malasia quando comparado com outros locais como
China e india (Ang et al., 2005). Um grupo de estudo da ilha de Barbados
(Luthra et al., 2001) mostraram que a etnia influencia no desenvolvimento do
pterigio. Com uma amostra de 4709 pacientes eles mostraram que o pterigio €
mais frequente na populacdo daquele pais.

Também nao houve resultado estatisticamente relevante quando
comparamos a exposicdo ocupacional com o pterigio. E reconhecido pela
literatura cientifica que a exposigao ocupacional € um dos fatores de risco para
o desenvolvimento da doenga (Hercules et al., 2007). Atribuimos o resultado
nao significativo ao tamanho da amostra. Um estudo em Taiwan obteve
resultados diferente dos nossos. No grupo estudado em Taiwan houve uma
diferenga estatisticamente relevante no que diz respeito ao pterigio e a
exposicdo ocupacional (p < 0,05). E interessante ressaltar que os cientistas
responsavel pelo experimento chegaram a conclusdo de que o aumento da
exposicdo em uma hora por dia durante um ano aumento a chance de
desenvolver pterigio em 0,8% (Tang et al., 1999).

Assim como nosso resultado quando se compara o Tabagismo e o
desenvolvimento do pterigio, ndo foi encontrado relagdo significativa para
esses dois aspectos na literatura. Estudos realizados no Ird mostraram que o

fato de o paciente ser fumante ndo esta relacionado com o aparecimento da
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doenca. Eles analisaram 6497 residentes de Teerda e nao encontraram um
resultado significativo (Fotouhi et al., 2010).

Um grupo de cientistas da Espanha analisou a relagao entre pterigio e
o consumo de alcool. Assim como nossos resultados eles nao encontraram
uma relagdo positiva para confirmar que o consumo de alcool possa estar
relacionado com o aparecimento da doenca (Viso et al., 2011). Em
contrapartida, um estudo realizado na india (Marmamula et al., 2013) encontrou
diferencga significativa quando comparou o consumo de alcool e o aparecimento
do pterigio. A principal diferenga nos estudos em questdo é o tamanho da
amostra. O grupo da india usou uma amostra considerada grande, composta
de 5586 pacientes, enquanto nossa pesquisa usou uma amostra de 91
pacientes.

Em relagdo a hipertensdo e a Diabetes, ndo foi obtido resultado
significativo estatisticamente para afirmar que essas condigdes influenciam no
desenvolvimento da doenca. Estudos realizados na China confirmam nossos
resultados. Pesquisaram 2742 pacientes ndo houve resultados relevantes

quanto a hipertenséo, diabetes e pterigio (Zhong et al., 2012).
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7. CONCLUSAO

O perfil genotipico do polimorfismo do gene GSTT1 na cidade de
Goiania mostrou que nao ha diferenca estatisticamente significativa quando se
compara a frequéncia do gendtipo nulo nos grupos controle e experimental.

O gendtipo nulo é o mais frequente na populagao estudada;

O gendtipo GSTT1 nao esta relacionado aos fatores de risco analisados:

sexo, etnia, casos na familia, exposi¢cao ocupacional, fumo, HAS e DM.
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ANEXO |
QUESTIONARIO DE HABITOS SOCIAIS
Analise dos polimorfismos dos genes TP53, GSTM1 e GSTT1 em amostras de pterigio:

Nome:

Ficha de inscrigado (BANCO DE OLHOS):
Idade:

Sexo: () masculino () feminino

Cor: () Branco () Negra () Amarela Outros:

Nivel de escolaridade:

() sem escolaridade () 2 grau completo () 1 grau completo ( ) 2 grau incompleto () 1
grau incompleto () nivel superior : Outros:
Vocé tem alguma dessas doengas abaixo relacionadas:?

Pressdo Alta () Diabetes () Enxaqueca () Ma circulagdo ou varizes ()

Pressdo Baixa () Problemas no coragao () Qual? Outras
doengas:
Vocé tem alguém na familia com problema ocular?

() sim () ndo () ndo sei

Se a resposta for sim, qual ¢ o grau de parentesco e qual a doenga?

Qual a sua profissao? Ha quanto tempo a exerce?

Vocé fuma? Sim: () Nao : () Asvezes: ()
Se a resposta for sim ou as vezes, quantos cigarros dias vocé fuma?

Ha quanto tempo vocé fuma?
Vocé ingere bebida alcoolica?
Sim () Nao () As vezes ()
Se a resposta for sim ou as vezes, quantos dias da semana vocé ingere bebidas
alcoodlicas?

Vocé ingere carne?
Sim () Nao () As vezes ()
Se a resposta for sim ou as vezes, quantos dias da semana voc€ ingere carne?

Vocé pratica algum esporte ou atividade fisica?

Sim () Nao () As vezes ()

Se a resposta for sim ou as vezes, quantos dias da semana vocé pratica e qual ¢
atividade que vocé faz?

Assinatura do paciente:
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ANEXO I
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario, de uma pesquisa
cientifica. Apds 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 nao sera
penalizado de forma alguma. Em caso de duvida vocé pode procurar o Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Catolica de Goiés pelos telefones 3946-1071.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA: Titulo: Anélise dos polimorfismos dos genes
TP53, GSTM1 e GSTT1 em amostras de pterigio. Coordenador Responsavel: Dra.
Katia Karina Verolli de Oliveira Moura Telefones para contato: 3946-1385 e 3946-1442

Eu, abaixo qualificado, ap0s ter sido esclarecido verbalmente e depois de ler o resumo
do projeto realizado pelo Nucleo de Pesquisa Replicon da Universidade Catolica de
Goias, declaro assumir, por espontanea vontade, livre de qualquer coagdo, a
responsabilidade pela participacdo voluntéria e gratuita, no grupo de pacientes
integrantes da pesquisa. Estou ciente de que o trabalho consiste na anélise molecular de
amostras bioldgicas, € que os mesmos serdo armazenados e utilizados em trabalhos
posteriores mantendo o objetivo de complementar o diagndstico.

A referida cirurgia tem como objetivo eliminar a doenga ou a0 menos diminuir os
sintomas decorrentes da mesma, tendo como principal complicagdo a recorréncia da
condicdo, além de formacao de granulomas, simbléfaro, formagdo de cicatrizes
corneanas no local da retirada do pterigio; sendo rara a possibilidade de piora ou perda
da visdo nesses casos.

A equipe médica envolvida, bem como a instituicdo cooparticipante se comprometem a
acompanharem os casos que evoluirem com intercorréncias, sendo responsaveis pelo
encaminhamento dos mesmos quando nescessario.

A institui¢do responsavel se compromete a indenizar os sujeitos da pesquisa quanto aos
custos decorrentes de sua participagdo na pesquisa, ou mesmo quanto aos eventuais
possiveis danos causados aos mesmos decorrentes de sua participagdo na pesquisa.
DECLARO que compreendi que a obtengdo das amostras citadas acontecera sob minha
total ciéncia, e sob os procedimentos adequados pela equipe responsavel pela pesquisa,
sem qualquer prejuizo a minha pessoa e que serd 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.

Assinatura do pesquisador:

Assinatura do paciente:
Data: / /
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