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Introdugéo

O pterigio (do grego pterygion, "asa pequena") caracteriza-se por massa fibrovascular, triangular e
elevada, crescendo a partir da conjuntiva em direcéo a cdrnea. Sua forma varia de acordo com seu estagio
de evolugdo. Inicialmente, observa-se um pequeno crescimento da conjuntiva em direcdo a cornea,
através do limbo (transigdo entre o “branco” e o “colorido” do olho). Esta 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 atinge o centro da cérnea. 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 (lado voltado para o nariz), mas pode ocorrer
também do lado temporal (na direcéo da orelha) ou em outras localizagfes. Em superficie é dividido em
trés porcdes: corpo, cabega e capuz. (Chui, Budak, BARRAQUER, Hoffman et al, 2008) Inflamacéo
crbnica, angiogénese e proliferagdo descontrolada sdo suas peculiaridades. (Chui, Bradley, Di Girolamo,
Todani et al 2009). Os aspectos clinicos sdo importantes para estabelecer a classificagdo e o tratamento.
Atualmente o tratamento do pterigio é baseado em aspectos como a evolugdo da cornea, progressdo,
fatores de risco, sintomas e idade do paciente (Christov et al 1991). Apesar de o tratamento cirtrgico ser
relativamente simples, as complicacfes e recidivas preocupam e estimulam novas técnicas e uso de
drogas coadjuvantes (Solomon et al 2000). E popularmente conhecido como “carne no olho” e
erroneamente confundido com a “catarata”. H& muito fora considerado uma doenga ocular degenerativa.
Porém, pterigios exibem propriedades semelhantes as de tumores como invasdo local, metaplasias de
células epiteliais, presenga 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
neoplésica da afeccdo. (Gallagher, Detorakis et al 2001). 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 cronica a luz ultravioleta (UV), microtraumatismo de repetigdo,
infeccBes oculares e ceratite solar; e intrinsecos incluindo a hereditariedade sugerida por alguns estudos
com heranga autossémica dominante e penetrancia incompleta, além da expressdo variavel, alteracoes
lacrimais, deficiéncia de vitamina A e etnia. (Buratto et al, 2000). Varios genes e proteinas estdo
relacionados com metabolizacao/detoxificacdo de xenobi6ticos, que sdo usualmente utilizados em estudos
de marcadores potenciais de suscetibilidade para desenvolvimento de varias doencas, inclusive cancer,
nas quais a etiologia esta relacionada a exposicao ambiental. Genes que codificam as enzimas de ativagao
(reacdo de fase 1) ou detoxificacdo (reagdo de fase I1) de xenobi6ticos sdo alvos potenciais para estudos de
suscetibilidade genética. Muitos estudos mostram que a detoxificacdo celular feita por enzimas esta
relacionada com a protecdo celular. A inativacdo de xenobidticos e de toxinas endogenas possibilita a
preservacao da integridade celular, além da inibicdo dos eventos de citotoxicidade provocados por estas
substancias e que podem ser a causa de algumas doengas, como o cancer (Miller et al, 1997, Wilkinson e
Clapper 1997). 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 sdo encontradas trés familias de GST: citossolica, mitocondrial e microssomal. (Hayes et al,
2005). Sete classes distintas foram identificadas nas glutationa S-transferase, diferenciadas pelas
sequéncia.

Métodos, procedimentos e materiais

Serdo avaliados portadores de pterigio em diferentes hospitais de Goiania que estdo na Rede Goiana de
Pesquisa de Marcadores Moleculares para Alteracbes Genéticas Humanas durante o ano de 2012. Os
pardmetros estudados serdo: idade, sexo, profissdo (atividade laborativa ao sol ou ndo), as queixas dos
pacientes, além dos habitos sociais como tabagismo, consumo de alcool e DST. A técnica cirdrgica
utilizada serd ressec¢do de pterigio com transplante de conjuntiva. Serdo excluidos de amostra pacientes
cuja patologia seja recidivante (ndo primaria), e também aqueles que ja tenham sido submetidos a
qualquer tipo de tratamento para esta mesma moléstia. O material coletado sera submetido a extragdo de
DNA e andlise molecular. A extracdo do DNA inicia-se com a purificacdo das amostras, prosseguindo
com as instrugdes do Kit GFXTM (Amersham Pharmacia Biotech). Apo6s a extracdo do DNA, as
amostras serdo submetidas a amplificacdo, visando a detec¢do do polimorfismo do p53, gene GSTML1 e
do gene GSTT1 utilizando os primers. TP53 ARG F-5'CTG GTG CAG GGGCCA CGC-3’, R-5’CGT



GCA AGT CAC AGA CTT-3’, e TP53 PRO F-5’GCC AGA GGC TGC TCC CCC-3’ ,R-5’ATC TAC
AGT CCC CCT TGC CG-3’. Como controle interno para presenca de DNA humano, sera utilizado o
primer ZFX/ZFY que amplifica sequéncias especificas dos cromossomos sexuais. Para a técnica de
imunoistoquimica serdo utilizados cortes de tecidos que foram previamente fixados em formol tamponado
a 10%, que serdo incluidos em blocos de parafina para, em seguida serem cortados em micr6tomo manual
rotativo na espessura de trés micras, em laminas previamente silanizadas. Laminas com cortes controle
imunoistoquimicamente reativos, serdo confeccionadas para evitar falsos negativos. Em seguida, as
laminas, com cortes histoldgicos serdo colocadas em estufa a 60°C por uma hora, para serem
desparafinizadas em trés banhos, de cinco minutos cada, em xilol, seguido pela desidratagdo em trés
banhos em alcool absoluto, 90% e 70%, respectivamente, de um minuto cada. Apds a desidratacdo, as
laminas serdo lavadas em agua corrente, suavemente, e em agua destilada por um minuto. Para a
recuperacdo antigénica serd usado um tampdo citrato pH 6,0, em panela de pressdo elétrica por um
minuto. O bloqueio da peroxidase endogena se dara pelo banho em peroxido de hidrogénio volume 10 a
3%, por dez minutos. Em seguida, as laminas serdo lavadas em agua corrente, agua destilada por um
minuto e colocadas em solugdo tamponada (PBS), durante 5 minutos. O anticorpo priméario p53 D07
(DAKO), sera aplicado sobre o corte histoldgico e incubado por 12 horas (overnight) em camara Umida e
escura a uma temperatura de 4 a 8°C. As laminas serdo lavadas em solugéo PBS e o anticorpo secundario
sera aplicado (complexo avidina-biotinae-streptoavidina Kit peroxidase — DAKO®). Em seguida,
procede-se a revelacdo em lig DAB +DAKO® (3468) e contracoloragdo em hematoxilina. O resultado
negativo serd definido como auséncia de ndcleos corados ou imunoexpressdo inferior a 10% nas células
para o0 marcador p53. As amostras acondicionadas em salina e congeladas serdo maceradas e submetidas a
digestdo inicial com proteinase K, prosseguindo as instrugdes do kit PureGene, protocolo para tecido
fresco. A integridade do DNA seré certificada por meio de eletroforese em gel de agarose a 1% corado
com brometo de etidio (0,5mg/mL) e sera visualizado no sistema de video documentacéo (Image Master
VDS - Amersham Pharmacia Biotech, EUA). Os resultados serdo tabulados em planilhas, constituindo
um banco de dados. Os resultados obtidos dos questionarios dos pacientes voluntarios serdo utilizados na
realizacdo de estudos epidemioldgicos da associacdo entre o estilo de vida e o resultado da analise
molecular.

Resultados e discussao

Espera-se encontrar correlacdes positivas entre o polimorfismo do gene P53, GSTT1 e GSTM1
relacionando ao pterigio. Sistematizacdo de procedimentos experimentais para a triagem do pterigio por
exames moleculares. Desenvolvimento de marcadores moleculares para analise de pterigio, a fim de
tornar o diagnoéstico, o tratamento e o progndstico mais eficiente. Formar especialistas, mestres e doutores
durante a execucdo do projeto; Publicar artigos em periodicos de ampla circulagdo nacional e
internacional.
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