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RESUMO

O pterigio € uma doenca de origem e patogénese desconhecida que pode
comprometer a visdo. Varios pesquisadores acreditam que o pterigio esta
relacionado a luz UV e a expressao anormal da proteina p53, além da presenca
do papilomavirus humano (HPV), como fatores de risco para 0 seu
desenvolvimento, mas os resultados sdo inconclusivos. Investigamos a expressao
da proteina p53, o polimorfismo do codon 72 do gene TP53 e a presenca do HPV.
Amostras de pterigio foram obtidas de 36 pacientes e 21 escleras normais
formaram o grupo controle. A expressdo de p53 foi analisada por
imunohistoquimica usando anticorpo DO-7. Andlise do gendtipo de p53 foi
realizada por PCR com primers especificos para os alelos arginina e prolina e a
presenca do HPV foi analisada nos dois grupos. Quatorze amostras de pterigio
(39%) foram positivas para expressdo anormal de p53. O polimorfismo foi
observado em 31 (86%) amostras heterozigotas, 03 (8%) homozigotas para
prolina e 02 (6%) homozigotas para arginina, enquanto que no grupo controle foi
observado 12 (57%) amostras heterozigotas, 07 (33%) homozigotas para prolina
e 02 (10%) homozigotas para arginina. 21 pterigios (59%) foram positivos para
HPV e o tipo 01 foi encontrado em 43% (9/21), tipo 02 em 34% (7/21) e os dois
tipos simultaneamente em 23% (5/21) amostras do gruppo pterigio. O grupo
controle mostrou 9.5% (2/21) amostras positivas para HPV e o tipo 16 nas duas
amostras. Nossos dados sugerem que a expressao anormal de p53, o
polimorfismo do codon 72 e a presenca do HPV podem estar relacionados com o
desenvolvimento do pterigio.

Palavras Chave: pterigio, oftalmologia, mutacdes.
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ABSTRACT

Pterygium is a disease of unknown origin and pathogenesis that can be vision
threatening. Several researchers believe that pterygium is UV-related and that
abnormal expression of p53 protein and infection with human papillomavirus
(HPV) are risk factors for pterygium, but their experiments have been inconclusive.
We investigated its relation with p53 protein expression, p53 gene codon 72
polymorphism and infection with HPV DNA. Pterygial samples were obtained from
36 patients; 21 normal conjunctival samples were used as controls. Expression of
p53 protein was studied by Immunohistochemistry, using the antibody DO-7.
Analysis for the p53 genotype was made with PCR, using specific primers for the
arginine and proline alleles, and an analysis for HPV was made of the pterygium
patients and control group. Fourteen of the 36 pterygia specimens were positive
for abnormal p53 expression. Thirty one of the patients were heterozygotic and
three were homozygotic for the proline allele; two were homozygotic for the
arginine allele; in the control group 12 of 21 were heterozygotic and seven of these
21 were homozygotic for the proline allele; two were homozygotic for the arginine
allele. Twenty-one of the pterygia patients were positive for HPV; HPV type 1 was
found in nine of these, type 2 in seven and both types in five. Only two of the 21
controls had HPV; both had type 16. We suggest that abnormal expression of p53,
p53 codon 72 polymorphisms and HPV DNA are required cofactors for the
development of pterygium.

Key words: pterygia, ophtalmology, mutations.
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INTRODUCAO

Pterigio

O pterigio, do grego pterygion — pequena asa — é uma displasia da
conjuntiva bulbar sobre o limbo corneal, de tecido fibrovascular que delamina
centripeta e superficialmente a cérnea (Figura 1). E triangular ou trapezoidal e
localiza-se ao longo do eixo horizontal da fenda palpebral, sendo mais freqiente
no setor nasal (Serracarbassa e Dantas, 1999). Apesar de ser uma lesdo benigna,
€ também causador potencial de cegueira, uma vez que seu crescimento pode
obstruir a zona Optica; podendo desencadear astigmatismo e consequente
alteracdo visual, além de sintomas como sensacdo de corpo estranho, ardor,
irritacdo e lacrimejamento (Garrido Neto et al., 1996). Dada sua aparéncia estética

facilmente visivel, o pterigio é uma das mais antigas doencas oculares relatadas.

Figura 1. Foto do olho esquerdo de um paciente do género masculino com pterigio primario grau
I, sobre o angulo nasal — local de maior incidéncia — no pré-operatério. Fonte: Rodrigues, FW.
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A caracteristica clinica do pterigio varia de acordo com seu estagio de
evolucdo. Em sua forma inicial, observa-se um pequeno crescimento da
conjuntiva em direcdo a cornea, através do limbo, e essa forma incipiente possui
poucos vasos. Com a progressdo, 0s vasos sanguineos tornam-se dilatados e
congestos, a cornea torna-se irregular, podendo haver comprometimento do eixo
visual se o pterigio atingir o centro da cérnea. Um depdsito de ferro pode ser
observado na borda do pterigio (linha de Stocker) significando cronicidade
(Christov et al., 1991).

Histologicamente carateriza-se por um tecido fibrilar e fibrovascular,
degenerativo, basofilico e subepitelial que invade a cornea, destruindo a camada
de Bowman em decorréncia da “degeneracdo pseudo-elastica” que as fibras
colagenas denominadas elastoticas causam na area afetada (Christov et al.,
1991).

Os aspectos clinicos sdo importantes para estabelecer a classificacdo e o
tratamento. Atualmente o tratamento do pterigio € baseado em aspectos clinicos
como evolucdo na coOrnea, progressao, fatores de risco, sintomas e idade do
paciente (Buratto et al, 2000). Apesar de o tratamento cirdrgico ser relativamente
simples, as complicacGes e recidivas preocupam e estimulam novas técnicas e
uso de drogas coadjuvantes (Solomon e Tseng, 2000).

Diversas teorias procuram explicar a patogénese do pterigio, porém ha
muita controvérsia sobre a etiologia. Fatores de risco podem ser divididos em:
extrinsecos que incluem exposicdo crbnica a luz ultravioleta (UV),
microtraumatismo de repeticdo, infeccbes oculares e ceratite solar; e intrinsecos
incluindo a hereditariedade sugerida por alguns estudos com heranca

autossémica dominante e penetrancia incompleta, além da expressado variavel
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(Maeda et al, 1996), alteracdes lacrimais, deficiéncia de vitamina A e etnia
(Buratto et al, 2000).

A maior incidéncia ocorre entre os 20 e 50 anos e, raramente, em
individuos de faixa etaria inferior a 15 anos. Segundo estudos prévios, o pterigio
ocorre preferencialmente em individuos adultos, do sexo masculino, acima dos 30
anos (Panchapakesan et al., 1998). Entretanto, pesquisas brasileiras mostraram
acometimento de ambos os sexos, nas mesmas proporcdes (Garrido Neto et al.,
1996).

O pterigio esta fortemente relacionado a exposicdo ao sol, com pouca
evidéncia de que esta exposi¢cdo, em qualquer periodo particular da vida, seja
mais importante. Paises de clima tropical, localizados proximo a regido entre 40°
de latitude (ao norte e ao sul da linha do Equador) e populacdes que habitam ilhas
e altas latitudes, apresentam maior ocorréncia de pterigio (Maeda et al., 1996;
Saw e Tan, 1999; Saw et al., 2000) [Figura 2].

A distribuicdo pelo mundo apresenta uma prevaléncia de até 22,5% nas
regides equatoriais, e nas regides abaixo do paralelo 40 a prevaléncia diminui
para 2% (Piras et al., 2003). Foi observada incidéncia de 5,2% na india (Singh et
al., 1997), 6,2% na Australia (Taylor, 1980), 8,2% na Nigéria (Nwosu, 1998) e
11,2% no Texas (Anyanwu e Nnadozie, 1993) sendo que a prevaléncia aumenta
linearmente com a idade (Wong et al., 2001). Isto indica que pessoas expostas a
luz solar, a vento, poeira, poluicdo e outros fatores irritativos sdo mais propensas

a desenvolver o pterigio (Ateenyi-Agaba et al., 2004).
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407 latitude

407 latitude

Figura 2. Planisfério ou Mapa Mundi demonstrando a localizagdo de 40° latitude, faixa de maior
incidéncia de pterigio. Fonte: IBGE, 2008.

A situacdo demografica e as observacdes na pratica diaria mostram que
esta é uma lesdo muito encontrada em nosso pais. Algumas etnias apresentam
maior predisposicao para o pterigio, por exemplo: indianos mais que caucasianos;
tailandeses mais que chineses; negros africanos mais que arabes de pele clara
(Buratto et al, 2000). Porém, dados de incidéncia e prevaléncia do pterigio ndo
sdo conhecidos para o territério brasileiro e mesmo para regides especificas,

sendo poucos os estudos que abordam o assunto.
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Gene supressor de tumor TP53

O gene supressor de tumor TP53 esta situado no cromossomo 17
(17p13.1) ao longo de 20kb com 11 exons (Figura 3). Seu produto de transcricao
€ uma fosfoproteina nuclear constituida de 393 aminoacidos expressa em niveis
basais nas células normais. Atua como sensor de danos no DNA e auxilia o
sistema de reparo, paralisando o ciclo celular ou induzindo a apoptose,
prevenindo que ocorra proliferacdo de células com o DNA mutado (Silva et al.,
2003 a).

No caso de lesdes, através de uma cascata de reacdes, a p53 impede que
a célula entre em mitose e complete a divisado celular (Klumb e Cavalcanti Junior,
2002). O dano no DNA desencadeia sinais celulares que acumulam p53
fosforilada no nudcleo e o reparo ocorre com a super-expressado da proteina que
atua por mecanismos de transativacdo génica em alvos especificos ativando
outros genes que determinam a parada do ciclo celular no inicio de G1 e o reparo
do DNA (Silva et al., 2003 b).

A proteina 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 interacdo com a proteina HDM2 (Human Murine
Double Minute 2), uma ubiquitina-ligase. Entretanto, a expressdo de HDM2 é
controlada pela p53 e este feedback negativo funciona como um meio de manter
0s niveis de p53 baixos e reduzir os niveis da proteina em células com estresse,
guando o dano for reparado (Momand et al., 2000).

A mutacdo no gene TP53 produz uma proteina que nao € reconhecida pela

HDM2 que a metaboliza, elevando a meia vida para 24h tornando-a detectavel
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através da imunohistoquimica e o anticorpo anti-p53 reconhece a porcéo
conservada da proteina que existe em ambas as formas. Os casos com menos de
5% de células marcadas tém progndstico mais favoravel, porém, a maioria das
patologias relacionadas a mutacéo do gene TP53 apresenta um indice de mais de
10% de células marcadas (Chowers et al., 2001; Helt et al., 2002).

As células que apresentam o gene TP53 mutado apresentam um fenétipo
instavel e tendem a acumular mutacfes e rearranjos cromossémicos adicionais,
levando a uma rapida proliferacdo de clones com DNA mutado e transformacao
neoplasica (Galvao et al., 2007).

O desenvolvimento do pterigio foi atualmente associado a mutacdo de
células germinativas limbicas, como a que ocorre no gene supressor de tumor
TP53, que pode ser induzida pela radiacdo solar (Singh et al., 1997). O
polimorfismo do codon 72 no exon 4 — prolina (CCC) ou arginina (CGC), tém sido
estudado como fator de risco para o desenvolvimento de diferentes tipos de

cancer com resultados contraditorios (Spandidos et al.,, 1997; Schneider et al.,

2006).
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Figura 3. Desenho esquematico do gene TP53 mostrando o polimorfismo do codon 72 e os
dominios funcionais da proteina. Fonte: modificado de Silva et al., 2003 b.
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Papillomavirus humano — HPV, polimorfismo do gene TP53 e Pterigio

Os HPV pertencem a familia Papovaviridae (ICTV, 2008) e agrupa 0s virus
que produzem papilomas. Os HPV sao isométricos sem envelope, com cerca de
55nm de diametro quanto a morfologia e similares entre si a microscopia
eletrbnica. Sao constituidos por DNA circular de fita dupla (Fernandez-Contreras
et al.,, 2000). Apresentam tropismos pelo epitélio e mucosas e sao conhecidos
mais de 100 subtipos. Sao divididos em: tipos de baixo risco que incluem os HPV
1, 2,6, 11, 26, 42, 44, 54, 70 e 73, e os de alto risco com os tipos 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 55, 56, 58, 59, 66 e 68 (Rivoire et al., 2001).

A malignidade esta no papel transformante das oncoproteinas dos genes
E6 e E7 que se ligam a proteina p53 e pRB, respectivamente. As oncoproteinas
virais interferem na regulacédo do ciclo celular do hospedeiro e este fendbmeno
desbloqueia o ciclo e leva a instabilidade genética, causando a imortalizacédo
celular. Este processo é encontrado somente nos virus de alto risco, ndo sendo
observado nos de baixo risco (Helt et al., 2002). A inativagdo e degradacgéao da
proteina p53 pela oncoproteina E6 do HPV de alto risco é um dos principais
eventos associados ao desenvolvimento da carcinogénese (zur Hausen, 1996;
2002).

Polimorfismo de DNA é, por convencao, a existéncia de mais de um alelo
para um locus podendo ser encontrado em mais de 1% da populacéo. Dois seres
humanos escolhidos ao acaso diferem em cerca de 3 milh6es de nucleotideos. A
maioria destes polimorfismos € neutra ou quase neutra, mas uma fracdo é

funcional e sé@o responséaveis pelas diferencas fenotipicas observadas entre os

individuos, inclusive na suscetibilidade a doencas (Bamshad et al., 2004). Os
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polimorfismos funcionais presentes no gene supressor de tumor TP53 podem
influenciar na suscetibilidade individual ao desenvolvimento de diversos tipos de
cancer (Galvao et al., 2007). O polimorfismo do gene TP53 para o codon 72 tem
sido avaliado na tentativa de determinar seu papel e sua importancia no
desenvolvimento de tumores associados com infeccbes pelo HPV (Park e
Androphy, 2002; Chen et al., 2003). No entanto, percebe-se que existem

controvérsias quanto aos resultados.
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Figura 4. Representacdo esquematica do genoma circular de fita dupla do HPV-18. L1: codifica a
proteina principal do capsideo; L2: codifica a proteina secundaria do capsideo — genes expressos
tardiamente no ciclo vital do virus. E1: replicacdo do DNA viral; E2: controle da transcricdo; E4:
maturacdo viral e alteracdo da matriz intracelular; E5, E6, E7: estimulo da proliferacdo e
transformacéo celular — genes expressos precocemente no ciclo vital do virus. LCR (Long Controll

Region) longa regido de controle ou regido regulatéria a montante. Fonte: modificado de Silva et
al., 2003 b.

Quanto ao pterigio, os motivos que levam os pacientes a desejarem sua
remocao cirdrgica referem-se a estética e a sintomatologia porque
frequentemente causa desconforto e desordens na superficie ocular. Quando o
crescimento sobre a cérnea ultrapassa 3mm, ha distor¢do da curvatura corneal,

com repercussao sobre a refracdo. Se negligenciado, pode, ocasionalmente,
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crescer encobrindo parcial ou totalmente o eixo visual (Buratto et al., 2000). Além
do incbmodo causado pelo pterigio, esta patologia pode ser considerada um
problema significativo de saude nas areas rurais, primariamente como resultado
da exposicdo ao sol (Singh et al., 1997).

A etiologia do pterigio parece como descrita anteriormente, multifatorial, de
modo que varios estudos dedicam-se ao esforco de objetivar a preponderancia
deste ou daquele fator, direcionando assim, tanto a prevencdo quanto a
terapéutica (Gallagher et al., 2001; Hirst, 2003; Skolnick e Grimmett, 2005).
Dentre os fatores etiolégicos que precisam ser confirmados e melhor
esclarecidos, destaca-se o polimorfismo no codon 72 do gene TP53, e a possivel
associacdo com o HPV (Varinli et al., 1994; Piras et al., 2003; Reid e Dushku,
2003).

O desenvolvimento da biologia molecular permitiu o estabelecimento de
técnicas aplicadas na investigagdo bioldgica que tiveram profunda influéncia nas
pesquisas medicas e trouxeram a luz o gene TP53 como um de seus principais
elementos, ao qual foi atribuido um significativo papel no desenvolvimento das
neoplasias. Desde entdo, uma vasta literatura tem sido criada visando definir
melhor seu valor potencial de aplicabilidade na clinica e dados que permitam a

ampliacdo dos conhecimentos cientificos relacionados ao pterigio.
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OBJETIVO GERAL

Analisar a expressao do gene supressor de tumor TP53 e a presenca de
HPV em amostras de pacientes submetidos a cirurgia para excisao de pterigio na

Fundacao Banco de Olhos de Goias.

Objetivos Especificos

» Detectar a proteina p53 por imunohistoquimica nos espécimes de
pterigio;

* Analisar o indice de marcacéo de p53 nos espécimes de pterigio;

* |Identificar a frequéncia alélica do polimorfismo do codon 72 do gene
TP53;

 Detectar a presenca de HPV e, nos casos positivos, tipar o virus;

» Relacionar a imunohistoquimica, o genoétipo do codon 72 do gene TP53 e

o0 HPV ao prognastico do pterigio.

18
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MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo caso-controle de base hospitalar. Foi realizado com
36 pacientes com idade entre 15 e 70 anos, de ambos 0s sexos, submetidos a
resseccao cirdrgica de pterigio na Fundacao Banco de Olhos de Goias no més de
julho de 2006. A técnica cirdrgica utilizada foi resseccdo de pterigio com
transplante de conjuntiva. Foram excluidos da amostra pacientes cuja patologia
fosse recidivante (ndo primaria), e também aqueles ja submetidos a qualquer tipo
de tratamento para esta mesma afeccdo. As amostras dos pterigios foram
colocadas, durante o ato cirdrgico, em frascos contendo formol tamponado,
enviadas imediatamente ao laboratorio de patologia do Instituto Goiano de
Hematologia (INGOH) para exame anatomo-patologico e deteccdo por
Imunohistoquimica da proteina p53. O material foi incluido em blocos de parafina
e cortes de 4um foram feitos de cada bloco utilizando-se uma lamina por bloco
para evitar contaminagdo cruzada. Cerca de 05 filetes de cada bloco foram
colocados em microtubos devidamente identificados para extracdo de DNA e
analise molecular. Amostras de 21 escleras sem alteracdes oftalmoldgicas foram
obtidas junto a Fundacdo Banco de Olhos de Goias — Central de Transplantes —
oriundas de doacdes, colocadas em frascos contendo formol tamponado, para

extracdo de DNA e analise molecular do grupo controle.

Imunohistoquimica
Para a andlise Imunohistoquimica foi empregado o0 método da
estreptoavidina-biotina-imunoperoxidase (Super ABCKit, Erviegas) e para a

imunodetecc¢do da proteina p53 o anticorpo monoclonal DO7 (DAKO).
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Sempre que possivel, cerca de 300 nucleos de células foram avaliados em
cada espécime e os resultados apresentados em termos percentuais. O indice de
marcacdo de p53 foi classificado em trés categorias definidas como: 1) negativa,
2) positiva em menos de 50% das células e 3) positiva em mais de 50% de
células. Foi considerado positivo para marcacao de p53 quando apresentou 210%

de células marcadas (cutoff 210%) [Chowers et al., 2001; Helt et al., 2002].

Analise molecular

A partir do material cortado em microtomo, a extracdo do DNA inicia-se
com a desparafinizacdo das amostras, prosseguindo com as instru¢des do Kit
PureGene™ (Quiagen Biotech, EUA), protocolo para tecido parafinado. As
amostras de esclera foram maceradas e submetidas a digestdo inicial com
proteinase K, prosseguindo com as instrucées do Kit PureGene™, protocolo para
tecido fresco. A integridade do DNA foi certificada por meio de eletroforese em gel
de agarose a 1% corado com brometo de etidio (0,5mg/mL) e visualizado no
sistema de video documentacdo (Image Master VDS® - Amersham Pharmacia
Biotech, EUA).

As amostras de DNA foram submetidas a amplificagdo por PCR, visando a
deteccdo do polimorfismo no codon 72 do gene TP53, utilizando um par de

primers especificos para cada alelo possivel — arginina ou prolina.

20



Analise do gene TP53 e HPV em pterigio

Francisco Weliton Rodrigues

Pro17ipb
Arg 141pb

Figura 5. Foto do gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio, evidenciando as bandas
referentes a analise do polimorfismo do codon 72 do gene TP53. Linha 1: homozigoto Pro/Pro;
linha 2: heterozigoto Pro/Arg; linha 3: homozigoto Arg/Arg. Marcador de peso molecular de 100
pares de bases (Invitrogen). Fonte: Rodrigues, FW.

Para deteccdo do HPV utilizou-se um primer genérico — GP5+/GP6+ — que
flanqueia uma sequéncia da regido L1 do genoma viral. Essa regido € expressa
tardiamente no ciclo vital do virus e é conservada, estando presente em todos os
tipos virais e, portanto, serve como marcador para a deteccdo do HPV
(Fernandez-Contreras et al., 2000). Para as amostras com resultado positivo, foi
realizada a genotipagem do subtipo viral, utilizando primers especificos para os
HPV 1, 2, 6, 11, 16, 18, 33, 35, 45 e 58. Uma amostra de DNA HPV+ foi utilizada

como controle positivo da reacdo (Tabela 1).

GP5+IGPE+
150pb

Figura 6. Foto do gel de agarose a 3% corado com brometo de etidio, evidenciando as bandas
referentes ao primer utilizado na detec¢do do HPV. Linhas 1-3: amostras negativas; linhas 4-8
amostras positivas. Marcador de peso molecular de 100 pares de bases (Invitrogen). Fonte:
Rodrigues, FW.
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Como controle interno para DNA humano, foi utilizado o primer ZFX/ZFY
que amplifica sequéncias especificas dos cromossomos sexuais. O produto obtido
por cada reacédo foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2% para TP53
e 3% para HPV, em um campo elétrico de 10 V/cm corado com brometo de etidio
(5ug/mL) e o registro visual do gel foi feito com o auxilio de um sistema de video-

documentacédo (Image Master VDS® - Amersham Pharmacia Biotech, EUA).

Francisco Weliton Rodrigues

Tabela 1. Sequéncia dos primers analisados nas amostras de DNA.

Primer Sequénciab > 3’ Tamanho (pb)
F-5 CTG GTG CAG GGG CCA CGC -3
TPS3 ARG | p 5 CGT GCA AGT CAC AGA CTT -3 141
F-5' GCC AGA GGC TGC TCC CCC -3
TPS3PRO | p & ATC TAC AGT CCC CCT TGC CG -3' 1r7
GP5+ | F-5 TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC -3 150
GP6+ | R-5' GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC -3
v | F5 TTT GGT GTT TGG ATG CTG TC -3 162
R-5' TGC ACT CTT TCT CCG TTT GA -3’
v | F5 GCG ACG ATG AGT TTG GAT TT -3 163
R-5' CAA GTG AAA GTT GGC TGC AA -3’
Py | F5 CACGTCTGCAACGACCATAG -3 105
R-5'CCATGAAATTCTAGGCAGCA -3
pv.11 | F-5 CGCAGAGATATATGCATATGC -3 %0
R-5' AGTTCTAAGCAACAGGCACAC -3
pv.16 | F-5 TCAAAAGCCACTGTGTCCTGA -3 119
R-5' CGTGTTCTTGATGATCTGCAA -3’
py.1g | F-5 CCGAGCACGACAGGAACGACT -3 17
R-5 TCGTTTTCTTCCTCTGAGTCGCTT -3
pv.as | F-5 AACGCCATGAGAGGACACAAG -3 11
R-5' ACACATAAACGAACTGTGGTG -3’
F-5' CCCGAGGCAACTGACCTATA -3
HPV-35 | b 5 GGGGCACACTATTCCAAATG -3 230
F-5' ACCAGATTTGTGCACAGAAT -3’
HPV-45 | R 5 TTTTTTCCAGTGTCTCTCCA -3 236
F-5' GGACATTGCATGATTTGTGT -3
HPV-58 | b 5 TTTCTTGTGGACACAATGGT -3' 314
exry | FSACCRCTGTACTGACTGTGATTACAC -3 1o

R-5'GCACYTCTTTGGTATCYGAGAAAGT -3’

pb: pares de base; R= A/G; Y=CIT
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Analise estatistica

Os calculos foram realizados para as variaveis relativas aos pacientes e
aos aspectos clinico-patoldgicos. O teste do qui-quadrado e o teste de Odds Ratio
foram utilizados para a verificacdo de possiveis associacbes entre a
imunodeteccdo, a analise molecular e os dados clinicos e histopatologicos. O
programa BioEstat® 3.0 (Sociedade Civil Mamiraua/MCT — CNPq) foi utilizado

para realizar os testes.
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RESULTADOS

Os pacientes analisados no grupo caso foram classificados de acordo com

os dados da tabela 2.

Tabela 2. Dados do grupo caso distribuidos em relacdo ao género, faixa etaria e

idade agrupada dos pacientes.

Variavel Grupo Amostral (n) Frequéncia (%)
Sexo
Masculino 15 42%
Feminino 21 58%
Faixa Etaria
15-19 2 6%
20-29 5 14%
30 -39 8 22%
40-49 13 36%
50-59 4 11%
60-69 3 8%
<70 1 3%
Idade Agrupada
<40 15 42%
239 21 58%
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A Imunohistoquimica para deteccao da proteina p53 apresentou-se positiva
em 14 pacientes (39%) e negativa em 22 pacientes (62%). O indice de
imunodeteccdo variou entre 05 e 90% de células marcadas sendo que 13 (93%)
casos apresentaram <50% e 01 (7%) >50% de células marcadas. O cutoff de

>10% de células marcadas foi encontrado em 39% (14/36) dos casos analisados.

As figuras abaixo (7, 8, 9, 10 e 11) demonstram alguns casos.

Figura 7. Fotomicrografia mostrando corte histolégico derigie, caso 66936-00 feminino, com imuno-
expresséo positiva de p53 em 10% das célulasiastdfonte: Pinto, SA.

Figura 8. Fotomicrografia mostrando corte histolégico derigte, caso 67619-00 masculino, com imuno-
expresséo positiva de p53 em 25% das célulasiastéfonte: Pinto, SA.
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Figura 9. Fotomicrografia mostrando corte histolégico derigte, caso 66948-00 masculino, com imuno-
expresséo positiva de p53 em 25% das célulasiastdfonte: Pinto, SA.

Figura 10. Fotomicrografia mostrando corte histoldgico derigte, caso 67610-00 feminino, com imuno-
expressédo positiva de p53 em 15% das célulasiestdfonte: Pinto, SA.

Figura 11. Fotomicrografia mostrando corte histol6gico deigte, caso 67621-00 masculino, com imuno-
expressédo positiva de p53 em 90% das célulasiaepitélonte: Pinto, SA.
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A anélise molecular da freqiéncia alélica do polimorfismo do codon 72

apresentou a distribuicdo descrita na Tabela 3.

Tabela 3. Distribuicdo dos gendtipos nos grupos analisados e a frequéncia alélica.

Gendtipo TP53 Caso Controle
n (f) n (f)

Arg/Arg 2 (6%) 2 (10%)
Arg/Pro 31 (86%) 12 (57%)

Pro/Pro 3 (8%) 7 (33%)
Total 36 (100%) 21 (100%)
Arginina 33 (46%) 14 (34%)
Prolina 34 (48%) 19 (46%)

De acordo com os dados, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os genoétipos dos grupos caso e controle, apresentando
(p=0.05).

A presenca do HPV foi detectada em 59% casos (21/36) e 9,5% dos
controles (2/21). Desses, no grupo caso, 43% apresentaram o tipo HPV-1 (9/21);
34% apresentaram o tipo HPV-2 (7/21) e 23% apresentaram o0s dois tipos
simultaneamente (5/21), ambos de baixo risco oncogénico. Ja no grupo controle
foi detectado o tipo HPV-16 nas 02 amostras de alto risco oncogénico.

A presencga concomitante da imunodetecgdo, do gendtipo do codon 72 e

HPV foi observada em 25% (9/36) do grupo caso.
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Para verificar se os resultados poderiam estar relacionados ao risco de

desenvolver o pterigio, foi aplicado o teste Odds Ratio.

Tabela 5. Resultado do Teste de Odds Ratio no grupo caso.

Imunodeteccao
P53 + P53 -
Histologia
Displasia 1/36 (3%) 0/36 (0%)
Pterigio 13/36 (36%) | 22/36 (61%)
TOTAL 14/36 (39%) | 22/36 (61%)
OR=0,933
Gendtipo Arginina Prolina
Casos 32/72 (48%) | 34/72 (52%)
Controle 16/42 (40%) | 24/42 (60%)
TOTAL 48/114 (43%) | 58/114 (51%)

OR=1,411
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DISCUSSAO

O mecanismo que dispara o0 inicio do desenvolvimento do pterigio
permanece desconhecido, mas sabe-se que ha uma interacdo multifatorial entre a
exposicao a luz UV, o polimorfismo do codon 72, a presenca do HPV e outros
fatores (Ichihashi et al., 2003; Ateenyi-Agaba et al., 2004).

Estudos epidemioldgicos indicam que a exposicao cronica ao sol,
provavelmente UV-B, é um dos fatores mais importantes no desenvolvimento do
pterigio. Esta hipdtese €& apoiada por modificacbes histopatologicas que
compartilham caracteristicas comuns com a pele danificada pelos raios UV.
Varios aspectos do melanoma maligno cutaneo parecem-se com processos que
caracterizam o pterigio (Wong et al., 2001; Nolan et al., 2003).

O pterigio mostra-se prevalente em populacbes das faixas equatorial e
tropical e, principalmente em trabalhadores que ficam expostos ao ar livre
(Nwosu, 1998). Os efeitos prejudiciais da luz UV podem ser diretos devido ao
efeito fototdxico ou indireto por estresse oxidativo, causando danos nas células
(Di Girolamo et al., 2000; 2002). Baseado nessa premissa Tsai et al., (2005)
demonstraram a presenca de 8-OHdG (8-hydroxydeoxyguanosine) que € um
marcador de estresse oxidativo, fornecendo evidéncias importantes no
desenvolvimento de pterigio além de alteragbes em outros genes importantes na
detoxificagdo de xenobidticos como a glutationa-S-transferase (GST) (Tsai et al.,
2004 a; Kau et al., 2006).

Atualmente, o desenvolvimento do pterigio foi associado a mutacdo de

células germinativas limbicas, como o polimorfismo do codon 72 do gene TP53,

induzido por radiacdo solar. Estas células alteradas exibem um fendétipo mais
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agressivo porque invadem a coOrnea normal e expressam diversas
metaloproteinases (MMPs), quando comparadas com células normais da
conjuntiva, limbo e cornea (Schellini et al., 2006). O crescimento superficial destas
células, que se confundem com células normais da superficie ocular, pode
explicar as recorréncias evidenciadas mesmo apos ampla exércere da leséo.
Alteragcbes no gene TP53 séo frequentemente identificadas nas neoplasias
(Klumb e Cavalcanti Janior, 2002). O HPV infecta as células epiteliais e causa, na
maior parte das vezes, proliferacfes epiteliais benignas na pele e mucosas.
Porém, em alguns casos, estas alteracbes podem ser malignas pelo efeito
carcinogénico de alguns subtipos de HPV. A carcinogénese pelo HPV, resulta da
expressdo de dois genes virais, E6 e E7 que interferem com a funcédo das
proteinas Rb e p53 da célula hospedeira. A proteina E6 estimula a degradacao da
proteina p53 que sdo consideradas criticas para o desenvolvimento de tumores,
uma vez que essa proteina estd relacionada ao controle do ciclo celular,
principalmente ao induzir apoptose quando ocorre alguma alteracao nuclear.
Nossos dados e de outros autores (Varinli et al., 1994; Dushku and Reid,
1997; Tan et al., 1997; Onur et al., 1998; Dushku et al., 1999; Tan et al., 2000;
Chowers et al., 2001; Ueda et al., 2001; Marcovich et al., 2002; Perra et al, 2002;
Weinstein et al., 2002; Perra et al, 2006; Schneider et al, 2006) mostram que é
possivel detectar por Imunohistoquimica a p53 em amostras de pterigio. O
anticorpo e o cutoff de 10% de células coradas foram os mesmo utilizados por
Weinstein et al.,, (2002) e Tsai et al.,, (2005 b); entretanto, a proporcao de
amostras positivas foi diferente. N6és encontramos 39% positivas e esses dois
autores relatam 53,8% e 22,8%, respectivamente. Uma provavel explicacao para

tal fato é que a frequéncia de mutacbes no gene TP53 varia entre as
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racas/populacdes estudadas (Beroud e Soussi, 2003) e nosso pais € muito
miscigenado. Para suportar tal hipotese Ueda et al., (2001) demonstraram que a
incidéncia de células imunoreativas para p53 € relacionada a diferencas no
desenvolvimento do pterigio de acordo com a raca/populacdo como também a
fatores ambientais. Weinstein et al., (2002) sugerem que a radiacdo UV pode ser
a causa da mutacdo em p53 no pterigio que pode se tornar hereditario. Detorakis
et al.,, (2000) propde dois modelos para as anormalidades relacionadas ao
pterigio. O primeiro pode ser através da radiacdo UV e o segundo pode ser
causado pela infeccao viral juntamente com a exposic¢ao a luz solar.

Analisamos o polimorfismo do codon 72 do gene TP53 por ser um
marcador (SNP - single nucleotide polymorphism) muito utilizado na identificacao
de tumores (Kwok e Gu, 1999; Hussein, 2005). Observamos que 31 (86%)
amostras foram heterozigotas, 03 (8%) foram homozigotas para o alelo prolina e
02 (6%) foram homozigotas para o alelo arginina no grupo de pterigio, enquanto
gue no grupo controle foi observado 12 (57%) heterozigotos, 07 (33%)
homozigotos para o alelo prolina e 02 (10%) homozigotos para o alelo arginina.
Porem, ndo houve diferenca significante entre os grupos analisados.

O gene TP53 € um supressor de tumor e o polimorfismo no codon 72 tem
sido associado a varios tumores (Nigro et al., 1989). Em células normais sem
estresse, a proteina p53 apresenta meia-vida curta e € mantida em niveis baixos,
ndo detectiveis. MutacBes nesse gene sdo associadas com o aumento da
instabilidade da proteina, tornando-a detectavel na Imunohistoquimica. A radiacédo
UV pode causar mutagfBes tais como as conhecidas nesse gene e devido a

expressdo anormal no pterigio, fornece evidéncias de hereditariedade e fatores

32



Analise do gene TP53 e HPV em pterigio

Francisco Weliton Rodrigues

que podem estar envolvidos na formacdo do pterigio, levando a sugerir uma
correlacao entre o pterigio e o polimorfismo de TP53 (Reisman et al., 2004).

Nossos resultados confirmam que o HPV pode ser detectado em amostras
de pterigio e conjuntiva, mas esse estudo ndo mostrou associacao. Os tipos 01 e
02 encontrados no grupo de pterigio e o tipo 16 no grupo controle podem estar
envolvidos na patogénese desta lesdo (Dolmetsch et al., 1996; Zur Hausen, 1996;
Detorakis et al. 2001). Carcinomas conjuntivos tém sido associados a infeccao
concomitante por HPV (Varinli et al., 1994). Papilomas conjuntivos tendem a
recorréncia apos a excisao e tal recorréncia pode refletir uma infeccdo viral
persistente (Gallagher et al., 2001). O mesmo ocorre no pterigio, que tende a
recorrer apos a excisao apresentando uma taxa de 46% de reincidéncia (Tsai et
al., 2005 c). Esta observacédo nos leva a sugerir que o HPV esteja envolvido na
patogénese desta lesdo. Portanto, o HPV tem um papel na recorréncia do pterigio
e um tratamento antiviral pode ser usado no futuro para prevenir a possibilidade
de recorréncia devido ao HPV.

Embora a patogénese do pterigio ainda esteja incerta, a presenca
concomitante da expressao anormal da proteina p53, o polimorfismo do codon 72
e o0 HPV, suportam a hipdtese que ndo somente a exposi¢do a luz UV é requerida
para sua formacdo. Isto sugere que diferentes estilos de vida, condi¢gbes
ambientais e fatores genéticos também contribuem para o desenvolvimento do
pterigio. Assim sendo, novos estudos sdo necessarios para fortalecer estas
hipoteses e elucidar o pterigio incluindo um numero maior de amostras e

comparar diferentes populacbes/racas.
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CONCLUSOES

* A imunodeteccdo de p53 pode estar relacionada a exposicdo solar aos

raios UV;

* A radiacdo UV pode induzir o polimorfismo do gene TP53 levando a

instabilidade génica celular;

« O HPV em amostras de pterigio pode estar relacionado a recorréncia da

patologia.
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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. Apds ser esclarecido (a) sobre as informacdes 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 Goias pelos
telefones 3946-1071.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:
Titulo: Andlise da expressdo do gene TP53, polimorfismo do codon 72 e HPV em
amostras de pterigio.
Coordenador Responsavel: Dra. Katia Karina Verolli de Oliveira Moura
Telefones para contato: 3946-1385 e 3946-1442
Eu, abaixo qualificado, ap6s ter sido esclarecido verbalmente e depois de ler o
resumo do projeto realizado pelo Nucleo de Pesquisa Replicon da Universidade
Catdlica de Goias, declaro assumir, por espontanea vontade, livre de qualquer
coacgdo, a responsabilidade pela participagdo voluntaria e gratuita, no grupo de
pacientes integrantes da pesquisa. Estou ciente de que o trabalho consiste na
analise molecular de amostras biolégicas, e que 0s mesmos serdo armazenados
e utilizados em trabalhos posteriores mantendo o objetivo de complementar o

diagnéstico.
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DECLARO que compreendi que a obtencdo 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 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 0s
testes e os resultados sejam utilizados em estudos cientificos, ressalvando o
sigilo quanto ao meu nome, reservando-me o direito de conhecer ou ndo o0s

resultados da referida pesquisa.

Nome do pesquisador:

* Assinatura do paciente:

+ Data: / /
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PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, , RG n°. )

CPF n°, , N°. de prontuario , abaixo

assinado, concordo em participar no projeto: Analise da expressdo do gene TP53,
polimorfismo do codon 72 e HPV em amostras de pterigio, como sujeito. Fui
devidamente informado e esclarecido pelo pesquisador sobre a pesquisa, 0s
procedimentos envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios
decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou
interrupcdo de meu acompanhamento/assisténcia/tratamento.

Local e data:

Pesquisador:

Assinatura do sujeito ou responsavel:

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa
e aceite do sujeito em participar.
Testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Assinatura:

Nome:

Assinatura:

ObservagOes complementares:
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Andlise da expressao do gene TP53, polimorfismo do codon 72 e HPV em

amostras de pterigio

Nome:

Ficha de inscricdo (BANCO DE OLHOS):

Idade:
Sexo: () masculino () feminino

Cor: () Branco () Negra () Amarela

Nivel de escolaridade:

() sem escolaridade () 2 grau completo ( ) pOs-graduacéao
() 1 grau completo () 2grauincompleto
OULIOS: ...

() 1 grau incompleto () nivel superior :
Vocé tem alguma dessas doencgas abaixo relacionadas:?

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

Pressédo Baixa () Problemas no coragéo ( ) Qual?

Outras doengas:

Vocé tem alguém na familia com problema ocular?
()sim ( ) néo ( ) ndo sei

Se a resposta for sim, qual € o grau de parentesco e qual a patologia?

Qual a sua profissao? Ha quanto tempo a exerce?

Vocé fuma?
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Sim: () N&o : () As vezes: ()

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

Ha quanto tempo vocé fuma?

Vocé ingere bebida alcodlica?
Sim () N&o () As vezes ()
Se a resposta for sim ou as vezes, quantos dias da semana vocé ingere bebidas

alcoolicas?

Vocé ingere carne?
Sim () N&o () As vezes ()

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

atividade que vocé faz?

Assinatura do paciente:
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Andlise da expressao do gene TP53, polimorfismo do codon 72 e HPV em

amostras de pterigio

Nome: Ficha N°

Acuidade visual sem correcao:

Acuidade visual com correcao:

Quanto tempo de evolugao da patologia:

Medicacéo atual:

Colirio (s):

Cirurgia ocular prévia:

Refracdo: OD:

OE:

Tonometria: OD:

OE:

Biomicroscopia: OD:

OE:

Fundoscopia: OD:

OE:

Classificacdo do pterigio

Observagoes:

Médico responsavel:

Data / /
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