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I'm bulletproof, nothing to lose 

Fire away, fire away 

Ricochet, you take your aim 

Fire away, fire away 

You shoot me down but I won't fall 

I am titanium 

You shoot me down but I won't fall 

I am titanium 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“O acaso vai me proteger 
Enquanto eu andar distraído...” 
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                                                                            RESUMO 

 

O glaucoma engloba um grupo de doenças que têm como característica comum a atrofia 

progressiva do disco óptico com alteração correspondente de campo visual, decorrente da perda 

de células ganglionares da retina. O aumento da pressão intraocular (PIO) é o principal fator de 

risco para o desenvolvimento do glaucoma, mas tem sido sugerida a existência de outros 

aspectos relevantes, tais como alterações no metabolismo do óxido nítrico, na regulação do fluxo 

vascular, sinais de estresse oxidativo e alterações no sistema imunológico. O glaucoma primário 

de ângulo aberto (GPAA), a forma mais prevalente entre os glaucomas, está associado a uma 

série de fatores de risco para sua instalação e desenvolvimento, além da PIO.  Os demais fatores 

de risco são: idade (relação direta), raça (mais frequente e grave em indivíduos da raça negra), 

miopia e história familiar de glaucoma. A maioria dos casos de GPAA apresenta um padrão 

complexo de hereditariedade, em que variantes de suscetibilidade contribuem para a gravidade 

da doença. O objetivo deste estudo do tipo caso-controle foi avaliar o papel de polimorfismos 

nos genes da interleucina alfa (IL1A), interleucina beta (IL1B) e fator de necrose tumoral alfa 

(TNFA) em relação à suscetibilidade ao GPAA. Após avaliação oftalmológica, foram recrutados 

214 indivíduos não relacionados portadores de GPAA. A análise molecular foi realizada por 

meio de técnicas de PCR e sequenciamento direto. Neste estudo observou-se que o alelo C do 

polimorfismo -31 C/T, presente na região promotora do gene IL1B, confere risco para o 

glaucoma (p=0,002). Este alelo está contido em um “TATA” box, influenciando na transcrição 

deste gene. Existe um desequilíbrio de ligação entre os SNPs -31 C/T e -511 T/C  do gene IL1B 

e este último também está associado a um risco aumentado para o glaucoma (p=0,006). Com 

relação aos demais SNPs estudados  (+3954 C/T do gene IL1B, -889 C/T e +4845 G/T do gene 
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IL1A e -238 G/A e -308 G/A do gene TNFA), não houve associação com o glaucoma. Este 

estudo sugere que há relação das variantes “C” do SNP -31 C/T e “T” do SNP -511 T/C do gene 

IL1B com a etiologia do GPAA em uma amostra da população brasileira. 
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                                                                                                                         ABSTRACT 

 

 Glaucoma comprises a group of diseases characterized by progressive atrophy of the 

optic disc and corresponding visual field loss, as consequence of retinal ganglion cells death. 

Augmented intraocular pressure (IOP) is the main risk factor for glaucoma development, but it 

has been suggested that there are other relevant aspects that may lead to neuronal and trabecular 

meshwork (TM) damage and contribute to the development of glaucoma, including alterations in 

nitric oxide metabolism, oxidative stress and vascular and immune system dysregulations. 

Primary open angle glaucoma (POAG), the most prevalent form of glaucoma, is associated with 

several risk factors to its initiation and progression besides IOP. The additional risk factors are: 

age (direct correlation), race (more frequent in black subjects), myopia and family history of 

glaucoma. The majority of POAG cases presents a complex pattern of heritability, in which 

susceptibility variants contribute to disease severity. The aim of this case-control study was to 

evaluate the role of single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the interleukin alpha (IL1A), 

interleukin beta (IL1B) and tumor necrosis factor alpha (TNFA) genes in relation to POAG 

susceptibility. After ophthalmologic evaluation, 214 unrelated subjects with POAG were 

recruited. The molecular analysis was performed by PCR and direct sequencing techniques. In 

this study it was observed that the C allele of the -31 C/T promoter polymorphism of the IL1B 

gene confers risk for glaucoma (p=0.002). This allele disrupts a “TATA” box, influencing the 

transcription of the IL1B gene. There is linkage disequilibrium between the -31 C/T e -511 T/C 

SNPs, and the latter is also associated with an increased risk for glaucoma (p=0.006). Regarding 

the others studied SNPs (+3954 C/T of the IL1B gene, -889 C/T and +4845 G/T of the IL1A gene 

and -238 G/A and -308 G/A of the TNFA gene), there is no association with glaucoma. This 
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study suggests the relationship of the “C” variant of -31C/T and “T” variant of -511T/C of IL1B 

gene with POAG etiology in a sample of the Brazilian population. 
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                                                         1. INTRODUÇÃO 

!

1.1 - REVISÃO DA LITERATURA 

 

1.1.1 – Glaucoma 

O glaucoma engloba um grupo de doenças que têm como característica comum a 

atrofia progressiva do disco óptico com alteração correspondente de campo visual, 

decorrente da perda de células ganglionares da retina (CGR) (Figura 1), cujo principal fator 

de risco é o aumento da pressão intraocular (PIO) (Shields et al., 1996). 

!

Figura 1. Em A, está representado um disco óptico com escavação aumentada, decorrente da morte 

das células ganglionares da retina. Em B está representado o campo visual correspondente, com 

perda visual periférica e ilhas de visão central e temporal. Em C está representado um disco óptico 

normal. Em D, está representado um campo visual normal, com mancha cega a 15o temporalmente 

da área de fixação (modificado de Janssen et al., 2013). 
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camerular e a idade de seu aparecimento. Quando a etiologia é desconhecida o glaucoma é 

denominado primário; se o fator desencadeante do glaucoma pode ser determinado, como 

por exemplo, trauma ocular, inflamação ou catarata, o glaucoma é denominado secundário. 

O seio camerular estende-se da linha de Schwalbe até a írís periférica. (Figura 3). De 

acordo com a observação das estruturas do seio camerular durante a gonioscopia, o 

glaucoma é classificado em aberto ou fechado (Leske, 1983). Finalmente, o glaucoma pode 

ser classificado também de acordo com a idade do diagnóstico em congênito (até 3 anos de 

idade), juvenil (antes de 35 anos de idade) e adulto (acima de 35 anos de idade) (Johnson et 

al., 1996). 

!

!

!

!

!

!

!
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em 2004, a estimativa do número de pessoas com deficiência visual em 2002 foi de 161 

milhões, sendo que destas, 37 milhões eram cegos. (Quigley, 1996; Resnikoff et al., 2004). 

Além disso, a prevalência de cegueira e baixa visão aumentam com a idade, principalmente 

em indivíduos com mais de 50 anos, faixa etária que corresponde a 82% dos casos de 

cegueira. Estima-se ainda que haja um aumento de 1 a 2 milhões de cegos a cada ano (West 

and Sommer, 2001). Considerando as estatísticas, existe uma forte associação entre 

deficiência visual e envelhecimento da população (Resnikoff et al., 2004). 

Estudos recentes estimaram 60,5 milhões de pessoas com diagnóstico de 

glaucoma primário para o ano de 2010 e 79, 6 milhões para o ano de 2020, resultando em 

cegueira bilateral em 8,4 e 11,2 milhões de indivíduos, respectivamente (Quigley & 

Broman, 2006). Outros autores sugeriram que as probabilidades de desenvolvimento de 

cegueira unilateral e bilateral (definida como acuidade visual menor do que 20/200 e/ou 

campo visual com 20o de constrição ou menos) por paciente com glaucoma primário de 

ângulo aberto (GPAA) no decorrer de 15 anos seriam de 27% e 9%, respectivamente. 

(Hattenhauer et al., 1998). No Brasil, Gullo et al., 1996 avaliaram, retrospectivamente, 

pacientes atendidos pela primeira vez no Setor de Glaucoma do Hospital das Clínicas da 

UNICAMP e constataram elevada taxa de cegueira unilateral (51,8%) e bilateral (33,3%). 

O risco de perda de visão no glaucoma é maior nos indivíduos da raça negra (Sommer et 

al., 1991), com idade  acima de 60 anos (Perkins, 1978) e nos países em desenvolvimento 

(Thylefors, 1995). 
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1.1.4 – Glaucoma Primário de Ângulo Aberto (GPAA) 

O GPAA recebe esta denominação devido a sua etiologia desconhecida (glaucoma 

primário) e pelo fato das estruturas do seio camerular serem visíveis ao exame 

gonioscópico, permitindo acesso do humor aquoso (ângulo aberto) (Leske, 1983). A 

prevalência do GPAA varia de acordo com a região estudada, com estudos revelando 

valores de 1 a 5% nos Estados Unidos, 1 a 3% na Europa, 1 a 4% na Ásia e 2 a 3% na 

Austrália (Quigley and Broman, 2006; Rudnicka et al., 2006). Taxas maiores são 

encontradas na África, variando aproximadamente de 1% na Nigéria (Murdoch et al., 2001) 

a 8% em Gana (Ntim-Amponsah et al., 2004). 

A informação sobre a incidência de GPAA é mais limitada, cerca de 0,1 a 0,2% por 

ano nas principais populações européias após cinco anos de acompanhamento (Mukesh et 

al., 2002) e 0,5% por ano em indivíduos negros acompanhados por nove anos no Barbados 

Eye Study (Leske et al., 2001). As diferenças encontradas nas incidências entre populações 

caucasianas e negras estão em acordo com as taxas de prevalências correspondentes. 

No Brasil, Sakata et al. (2007) examinaram 1636 indivíduos maiores que 40 anos 

para avaliar a prevalência de glaucoma em uma população brasileira. Foi observado 

glaucoma em 3,4% (IC 95% 2,5 – 4.3), GPAA em 2,4% (IC 95% 1,7–3,2), e glaucoma 

primário de ângulo fechado em 0.7% (IC 95% 0,3–1,1) dos casos. Doze por cento dos 

indivíduos apresentavam diagnóstico prévio da doença. Cegueira unilateral devido a 

glaucoma primário foi observada em 7 indivíduos. Negros apresentaram uma taxa maior de 

cegueira unilateral que brancos (cinco versus dois casos, respectivamente, p=0,014).  

1.1.5 – Fatores de risco para o glaucoma 
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O GPAA está associado a uma série de fatores de risco para sua instalação e 

desenvolvimento. Entre eles, o principal é o aumento da PIO, sendo o único modificável. 

Os outros fatores de risco são: idade (aumento da prevalência do GPAA com o aumento da 

idade), raça (mais frequente e geralmente mais grave em indivíduos da raça negra), miopia 

e história familiar de glaucoma (Leske, 2007; Sommer et al., 1991). 

 

1.1.5.1 – Importância da pressão intraocular como fator de risco para o glaucoma 

O glaucoma é uma doença multifatorial na qual a PIO representa um dos 

componentes envolvidos na fisiopatologia do dano glaucomatoso ao disco óptico. O 

mecanismo proposto segundo o qual a elevação da PIO leva ao desenvolvimento da lesão 

glaucomatosa baseia-se na suscetibilidade do disco óptico ao aumento da PIO. A perda de 

células ganglionares da retina ocorreria por meio de alterações metabólicas causadas pela 

compressão dos feixes axonais em nível da lâmina cribrosa devido ao seu deslocamento 

posterior induzido pelo aumento da PIO. Os distúrbios metabólicos secundários a esta 

compressão incluem a alteração do transporte axonal (anterógrado e retrógrado) de 

neurotrofinas do colículo superior para o corpo celular das células ganglionares da retina, 

desencadeando o processo de apoptose nestas células (Quigley, 1999; Quigley et al., 1995). 

 Entretanto, observa-se que o glaucoma pode surgir a despeito de níveis pressóricos 

normais e que a PIO elevada não necessariamente causa glaucoma, o que evidencia a 

existência de outros fatores subjacentes importantes para o desenvolvimento da doença 

(Anderson, 2003; Armaly et al., 1980; Quigley et al., 1994). Outros aspectos relevantes que 

podem causar danos à malha trabecular (MT) e ao disco óptico, contribuindo para o 
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desenvolvimento do glaucoma, incluem alterações no metabolismo do óxido nítrico 

(Galassi et al., 2004; Nathanson and McKee, 1995), estresse oxidativo (Grieshaber et al., 

2007; Liu et al., 2007) e desequilíbrio na regulação do sistema vascular (Grieshaber et al., 

2007; Nicolela, 2008; Prünte et al., 1998) e imune (Stasi et al., 2006). 

O tratamento indicado para o glaucoma é a diminuição da pressão intraocular, a 

qual é o fator de risco mais facilmente identificável e modificável. 

Esta é obtida por meio de medicação tópica e/ou sistêmica, ou mesmo de 

procedimento cirúrgico quando o controle clínico é insatisfatório. Deve-se lembrar que o 

valor seguro da PIO é dependente de uma série de fatores individuais tais como 

suscetibilidade do nervo óptico, idade, raça, história familiar, espessura corneana e 

estadiamento da lesão glaucomatosa. No entanto, em casos mais avançados da doença nos 

quais o tratamento clínico não reduz a PIO para valores seguros, o método mais eficiente de 

diminuí-la é através de procedimento cirúrgico, particularmente da trabeculectomia (Zalish 

et al., 2004). 

 

1.1.5.2 – Importância da história familiar como fator de risco para o glaucoma 

Estudos com família portadoras de GPAA são consistentes com a existência de um 

componente genético importante desta doença (Carbonaro et al., 2008; Charlesworth et al., 

2010; Klein et al., 2004; van Koolwijk et al., 2007; Pärssinen et al., 2007; Rosenthal and 

Perkins, 1985). Abordagens têm sido utilizadas para investigar a associação do glaucoma 

com a história familiar, como a avaliação de parentes de pacientes com GPAA, estudos do 

tipo caso-controle, estudos observacionais de prevalência e estudos de avaliação de 

gêmeos. Parentes de primeiro grau de indivíduos afetados tem um aumento de cerca de 
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9vezes no risco de desenvolver glaucoma (Wolfs RW et al., 1998). Outro estudo, realizado 

com 3222 indivíduos Africano-descendentes do Barbados Eye Study sem glaucoma foram 

acompanhados durante 9 anos, mostrando uma incidência de 4,4% de GPAA, com um risco 

relativo de 2,4 para história familiar de glaucoma (Leske et al., 2008). 

O glaucoma é uma doença heterogênea. Sendo assim, o estudo de fenótipos 

intermediários ou endofenótipos, se torna uma ferramenta importante na pesquisa de genes 

que contribuem para doenças humanas multifatoriais, visto que eles podem ter uma 

contribuição genética no fenótipo final resultante da doença. Herdabilidade é a proporção 

de variação fenotípica numa população que pode ser atribuída à variação genética entre os 

indivíduos (Sanfilippo et al., 2010). No caso do glaucoma, marcadores quantitativos como 

a PIO apresentam herdabilidade em estudos de famílias e com gêmeos que variam de 0,29 a 

0,50 e para razão escavação-disco de 0,48 a 0,80. (van Koolwijk et al., 2007). Isto é 

consistente com a hipótese de que a PIO e características anatômicas do disco óptico têm 

forte influência genética. 

 

1.1.6 – Conceitos Genéticos 

A identificação de variantes genéticas que contribuem para o surgimento de uma 

doença é o escopo central da genética humana. As células somáticas têm 23 pares de 

cromossomos e na grande maioria dos sítios genômicos, em torno de 99%, a sequência 

genética é a mesma em ambos os cromossomos homólogos. Sendo assim, cerca de 1% está 

associada às variantes responsáveis pela diversidade humana, o que inclui susceptibilidade 

a doenças (LaFramboise, 2009). 
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Diferentes versões de uma seqüência de DNA em um determinado local 

cromossômico (locus) são chamados de alelos. A coexistência de alelos múltiplos em um 

locus é chamada de polimorfismo genético. Qualquer sítio no qual existam alelos múltiplos 

como componentes estáveis da população é, por definição, polimórfico. Um alelo é 

geralmente definido como polimórfico se ele estiver presente em uma frequência maior que 

1% na população (Lewin, 2008). 

Existem vários tipos de polimorfismos que podem ser constituídos desde variações 

como deleções, duplicações, triplicações de centenas a milhares de pares de bases de DNA 

até alterações de uma ou poucas bases no DNA localizadas entre genes, íntrons, e exons de 

um determinado gene e em regiões reguladoras. Os polimorfismos de nucleotídeos únicos 

ou “Single Nucleotide Polymorphism” (SNPs) surgem a partir de mudanças em 

nucleotídeos únicos (A, T, C ou G) de uma determinada sequência de DNA. Para uma 

variação ser considerada um SNP, sua distribuição deve ocorrer em pelo menos 1% na 

população, além disso, são mais frequentes que os polimorfismos de microssatélites e estão 

uniformemente distribuídos por todo o genoma.  

Estas variações normalmente não estão associadas a qualquer fenótipo de doença, 

entretanto, os polimorfismos são elementos-chave na pesquisa e na prática da genética 

humana pois muitos SNPs, embora não sejam responsáveis por causar uma doença, podem 

atuar como marcadores genéticos quando estão localizados próximos ao gene associado à 

doença. De acordo com o projeto HapMap há aproximadamente 10 milhões de SNPs 

presentes no genoma humano (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov).  

Embora os SNPs possam ser usados no mapeamento genético, alguns têm efeito em 

nível fenotípico, podendo alterar a sequência de aminoácidos de uma proteína ou interferir 
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na expressão da mesma. Além disso, os SNPs podem contribuir para a variação na 

intensidade ou na suscetibilidade para determinado fenótipo (Griffiths, 2008). 

Quando uma variação genética está associada a uma doença (fenótipo) e esta 

característica é herdada, o padrão de herança pode ser monogênico (um único gene alterado 

causa a doença) ou complexo, que envolve mais de um gene, com contribuições menores e 

possíveis fatores ambientais na determinação etiológica da doença (herança poligênica 

multifatorial). O padrão monogênico inclui os tipos autossômico dominante (AD), 

autossômico recessivo (AR), ligado ao sexo (ligado ao X) e mitocondrial. No padrão AD de 

herança, a presença de um alelo alterado é suficiente para a manifestação do fenótipo, ao 

passo que no padrão AR, existe a necessidade dos dois alelos estarem modificados para o 

desenvolvimento da doença. Na herança mitocondrial, a transmissão genética ocorre 

através do DNA mitocondrial, presente somente nas células germinativas femininas, de 

modo que nenhum homem afetado transmite a doença (Thompson, 2002). 

A determinação exata do padrão de herança é dificultado pela variabilidade da 

penetrância e expressividade da doença. Penetrância é um conceito que se refere à 

expressão de um genótipo mutante, aplicado a caracteres dominantes em heterozigose. A 

penetrância de um alelo mutante pode variar de acordo com a porcentagem de indivíduos 

portadores deste que manifestem seu fenótipo correspondente. Expressividade corresponde 

ao grau de severidade de uma doença associada a uma alteração genética. Se uma condição 

apresentar uma expressividade variável, o fenótipo (manifestação clínica) determinado por 

esta alteração genética variará em grau de intensidade (leve a intenso), mas sempre presente 

entre os indivíduos que possuírem o genótipo correspondente (Thompson, 2002). 
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1.1.7 – Genética do Glaucoma 

O glaucoma também pode ser definido como um grupo de neuropatias ópticas cujo 

padrão de hereditariedade é complexo. Para identificação e classificação de loci candidatos 

que poderiam estar envolvidos com o desenvolvimento do glaucoma, a Organização 

Mundial do Genoma Humano propôs a sigla “GLC” para os genes associados ao glaucoma. 

Os números “1”, “2” e “3”, que seguem a sigla geral para os glaucomas, representam 

ângulo aberto, ângulo fechado e glaucoma congênito, respectivamente. Finalmente, as 

letras “A”, “B”, “C” e assim por diante, indicam o primeiro e os subsequentes loci 

identificados para determinado tipo de glaucoma (Raymond, 1997). Baseado em estudos de 

ligação, foram mapeados até o momento 17 loci (GLC1A a GLC1Q) associados ao GPAA e 

destes, apenas cinco genes foram identificados, os genes myocilin (MYOC/GLC1A), 

optineurin (OPTN/GLC1E), WD repeat domain 36 (WDR36/GLC1G), neurotrophin-4 

(NTF4/GLC1O) e Ankyrin repeat and SOCS Box containing 10 (ASB10/GLC1F) (Stone et 

al., 1997; Rezaie et al., 2002; Monemi et al., 2005; Pasutto et al., 2009; Pasutto et al, 2011) 

(Tabela I). As variantes descritas para GPAA nos genes WDR36, NTF4 e ASB10 não 

foram replicadas em algumas populações (Gemenetzi et al., 2012). 
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Tabela 1. Loci gênicos associados ao GPAA. 

Locus Localização Cromossômica Gene Referência 

GLC1A 1q24.3-q25.2 MYOC Sheffield et al., 1993 

GLC1B 2cen-q13 Stoilova et al., 1996 

GLC1C 3q21-24 Wirtz et al., 1997 

GLC1D 8p23 Trifan et al., 1998 

GLC1E 10p15-14 OPTN Sarfarazi et al., 1998; Rezaie et al., 2002 

GLC1F 7q35-q36 ASB10 Wirtz et al., 1999 

GLC1G 5q22.1 WDR36 Monemi et al., 2005 

GLC1H 2p16.3-p15 Suriyapperuma et al., 2007; Lin et al., 2008 

GLC1I 15q11-q13 Allingham et al., 2005 

GLC1J 9q22 Wiggs et l., 2004 

GLC1K 20p12 Wiggs et l., 2004 

GLC1L 3p21-p22 Baird et al., 2005 

GLC1M 5q22.1-q32 Pang et al., 2006 

GLC1N 15q22-q24 Wang et al, 2006 

GLC1O 19q13.33 NTF4 Ip et al., 1992; Pasutto et al., 2009 

GLC1P 12q14 Fingert et al., 2011 

GLC1Q 4q35.1-q35.2  Porter et al., 2011 

 

O primeiro gene associado ao GPAA foi o gene MYOC, em 1997, por Stone et al. 

que encontraram mutações em 3,9% dos pacientes com glaucoma. Posteriormente, diversos 

estudos relataram a presença de mutações no gene MYOC em pacientes glaucomatosos em 

diferentes populações, representando de 2 a 5% dos casos de GPAA no mundo (Gong et al., 

2004).  

Mais de 70 mutações no gene MYOC já foram relatadas, sendo a Q368X a mais 

comum em diversas populações estudadas, exceto pelos japoneses (Fingert et al., 1999). Na 

população indiana, a mutação Q48H mostrou-se predominante em GPAA adulto e juvenil. 

Algumas mutações também foram identificadas na região promotora do gene, sendo -1000 

C>G relatada como a mais frequente com graus variáveis de associação com a doença 

(Polansky et al., 2003). No Brasil, a frequência de mutações no gene MYOC em 28 
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pacientes com GPAA-J e GPAA-A foi de 35,7% e 3,85% respectivamente. A mutação 

(Cys433Arg) foi identificada apenas na nossa população por Vasconcellos et al. em 2003, e 

está associada a um início precoce do glaucoma, PIOs elevadas e necessidade frequente de 

procedimento cirúrgico. 

Mutações no gene OPTN, o segundo gene associado ao desenvolvimento do GPAA, 

foram encontradas na frequência de 16,7% em famílias com GPAA, das quais os afetados 

pela doença apresentavam, em sua maioria, PIOs normais ou moderadamente elevadas 

(Rezaie et al., 2002). Posteriormente, outros grupos de pesquisa realizaram busca de 

mutações no gene OPTN em pacientes com GPAA em outras populações, mas as 

frequências da distribuição de mutações neste gene entre indivíduos glaucomatosos e 

normais se mostraram similares, exceto pelas alterações E50K e M98K (Libby et al., 2005). 

A mutação E50K foi associada a uma maior progressão e gravidade da doença (Aung et al., 

2005). 

Monemi et al. (2005) associaram, pela primeira vez, mutações no gene WDR36 com 

a desenvolvimento do GPAA. Outros estudos revelaram a presença de variantes raras 

encontradas no gene WDR36 em pacientes com GPAA, sugerindo seu envolvimento na 

fisiopatologia da doença. (Pasutto et al., 2008; Weisschuh et al., 2005) Contudo, em estudo 

realizado por Hauser et al. (2006), as variantes encontradas no gene WDR36 não foram 

associadas à doença. Porém, a presença destas variantes em indivíduos com maior 

severidade da doença, levaram os autores a sugerir a possível ação moduladora do gene no 

fenótipo do glaucoma. 

Modelos animais já mostraram que o aumento da PIO pode prejudicar a sinalização 

das neurotrofinas, levando à morte de células ganglionares da retina (Pease et al., 2000). 
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Estudos de Pasutto et al. (2009) revelaram que mutações no gene NTF4 podem prejudicar a 

sinalização das neurotrofinas no GPAA. Além disso, os autores encontraram em 1,7% dos 

pacientes glaucomatosos de origem europeia, mutações neste gene, associando-o, portanto, 

à doença. Entretanto, estudos posteriores mostraram a ausência da associação do gene 

NTF4 com o glaucoma em pacientes indianos e caucasianos (Liu et al., 2010; Rao et al., 

2010). 

 Mais recentemente, um novo gene foi associado ao GPAA, o ankyrin repeat and 

SOCS box containing 10 (ASB10/GLC1F) em um estudo realizado com coortes dos 

Estados Unidos e da Alemanha, para análise de busca de mutações relacionadas ao 

desenvolvimento do GPAA, bem como análises funcionais da proteína. (Pasutto et al, 

2011) Neste estudo, a variante T255T foi encontrada em uma família com GPAA. Esta 

variante, presente em região de splicing, provavelmente está afetando a formação do RNA 

mensageiro (mRNA). Adicionalmente, 26 alterações que levam à mudança de aminoácidos 

foram encontradas em 70 pacientes com GPAA. 

 

1.1.8– Associação entre polimorfismos nos genes IL1A, IL1B e TNFA na 

suscetibilidade ao glaucoma 

 Polimorfismos localizados no cluster da IL1, mais especificamente os SNPs 

da IL1A (-889C/T, rs1800587:C>T, +4845G/T, rs17561G>T), IL1B (-31C/T, 

rs1143627:T>C, -511C/T, rs16944C>T e +3954C/T, rs1143634:C>T) e na região 

promotora do gene TNFA (-238G/A, rs361525:G>A e -308G/A, rs1800629G>A) têm sido 

investigados em relação ao seu papel na suscetibilidade ao GPAA. Estas variantes alélicas, 
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principalmente, as localizadas nas regiões promotoras dos genes, tendem a modificar sua 

expressão, levando a um aumento ou diminuição da proteína em questão. Há poucos 

estudos, em diferentes populações, que mostraram resultados díspares em relação à 

presença destes polimorfismos e o maior risco de GPAA (Fan et al., 2010; Lin et al., 2003a, 

2003b; Mookherjee et al., 2010; Mossböck et al., 2006; Ray and Mookherjee, 2009; Wang 

et al., 2006, 2007a, 2007b). 

 

1.1.8.1 – Os genes IL1A e IL1B 

As citocinas inflamatórias são potenciais alvos de interesse, uma vez que as 

evidências indicam que elas têm um importante papel na patogênese do glaucoma e podem 

regular a sobrevivência ou morte das CGRs (Tezel and Wax, 2004). Estas também já foram 

estudadas como genes modificadores ou de suscetibilidade ao glaucoma. 

O desenvolvimento do glaucoma envolve alterações teciduais tanto da MT como no 

disco óptico e retina. A MT tem papel importante na regulação da PIO e de fato foram 

observadas alterações morfológicas e funcionais em pacientes glaucomatosos, assim como 

nas células ganglionares da retina e células da glia, incluindo astrócitos, micróglia e 

oligodendrócitos. Vários mecanismos são propostos para explicar a perda das CGRs no 

glaucoma. Entre eles está o aumento da PIO que levaria ao estresse mecânico das fibras 

nervosas (conjunto de axônios das CGR) com deprivação de fatores neurotróficos, 

alterações da qualidade e da quantidade do fluxo sanguíneo no disco óptico e na camada de 

fibras nervosas da retina, degeneração secundária por toxicidade ao glutamato, estresse 
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glaucomas de diferentes etiologias. Determinou-se que a expressão da ELAM-1 é 

controlada por um feedback autócrino da interleucina IL1 através do fator de transcrição 

NF-kappaB. O grupo demonstrou que a ativação desta via de sinalização protege as células 

da MT contra o estresse oxidativo (Hall et al., 2004; Kee and Seo, 1997; Wang et al., 

2001). 

Por outro lado, sugerem-se que exista um componente autoimune na patofisiologia 

da lesão observada no disco óptico no GPAA, que poderia incluir citocinas como a IL1, 

envolvidas na resposta imune. Em modelos experimentais de glaucoma a IL1 é induzida 

localmente e promove lesão do nervo óptico, via aumento da síntese da metaloproteinase de 

matriz 9 ou MMP-9. Observou-se que a IL1 também estava envolvida no aumento de 

geração de espécies reativas ao oxigênio (ROS) e na síntese de óxido nítrico, implicadas 

nas lesões das CGRs, levando à neurodegeneração (Mookherjee et al., 2010; Wang et al., 

2006). 

Há ainda a similaridade do glaucoma com a Doença de Alzheimer (DA) em relação 

à neurodegeneração. Shaftel e colaboradores demonstraram que a IL1 leva ao 

desenvolvimento de depósitos beta-amilóides em pacientes portadores de DA. Essas placas 

também são observadas nas CGRs de camundongos utilizados como modelo experimental 

de glaucoma. Tanto a DA como o glaucoma apresentam degeneração neuronal semelhante. 

Pacientes com DA apresentam alto nível de degeneração axonal do nervo óptico e lesão de 

células da retina, especialmente as ganglionares (Hinton et al., 1986; Mookherjee et al., 

2010; Shaftel et al., 2008). 
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1.1.8.2 – O gene TNFA 

O fator de necrose tumoral alfa ou TNF-α é uma outra citocina que tem sido 

avaliada em relação à fisiopatologia do glaucoma. Esta é uma citocina pró-inflamatória que 

encontra-se superexpressa em várias desordens neurodegenerativas, que incluem a doença 

de Alzheimer e em astrócitos, micróglia, oligodendrócitos e  nervo óptico de pacientes 

glaucomatosos. Esta proteína é codificada pelo gene de mesmo nome, localizado no 

cromossomo 6p21.3, dentro de uma região altamente polimórfica do complexo de 

histocompatibilidade maior de classe III (OMIM 191160) (Figura 5). O TNF-α exerce suas 

funções biológicas por meio da interação com dois receptores de membrana: os receptores 

de TNF-α tipo 1 (TNFR1 ou p55) e o tipo 2 (TNF-R2 ou p75), apresentando respostas 

completamente diferentes com o mesmo ligante (Figura 6). 
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expostas à pressão hidrostática elevada ou estímulo isquêmico secreta quantidades 

aumentadas de TNF-α, levando posteriormente à apoptose destas CGRs co-cultivadas. Este 

efeito foi atenuado por anticorpos contra TNF-α (Tezel and Wax, 2000), fato confirmado 

em alguns estudos in vivo. Entretanto, outro estudo demonstrou proteção mediada pelo 

TNF-α após axotomia, via TNF-R1 e através do receptor TNF-R2 em um modelo de 

aumento de PIO. Finalmente, o TNF-α não induz a morte das CGRs em uma cultura mista 

com outras células da retina, enquanto que em uma cultura pura com CGRs houve 

claramente apoptose das células com o mesmo estímulo (Fuchs et al., 2005). Isto  mostra 

que o mecanismo que define morte ou sobrevivência das CGRs é complexo e estudos 

adicionais devem ser realizados para investigar o papel do TNF-α no glaucoma. 

O polimorfismo do gene TNFA na posição -308 é caracterizado por uma 

substituição de G para A (−308G/A, rs1800629), o que poderia aumentar a transcrição 

deste gene em 6 a 7 vezes (Xin et al., 2013). Outros polimorfismos têm sido estudados 

como o −238G/A (rs361525), −863C/A (rs645836), e −857C/T (r s1799724), porém com 

resultados inconsistentes (Xin et al., 2013). 

 

1.2 – Justificativa 

 Conforme mencionado anteriormente, o glaucoma é considerado a segunda 

maior causa de cegueira mundial, ficando atrás apenas da catarata e, a primeira causa de 

cegueira irreversível. Portanto, o conhecimento de possíveis variantes de suscetibilidade 

nos genes IL1A, IL1B e TNFA auxiliariam na condução de diagnósticos mais precoces e no 

conhecimento da fisiopatologia da lesão glaucomatosa. Finalmente, avaliar na população 
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brasileira o papel de polimorfismos nesses genes como fator de risco para o GPAA tem sua 

importância, devido ao fato de existirem poucos estudos e com resultados conflitantes, além 

da ausência de dados na população brasileira.  
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                                                              2 .OBJETIVOS 

 

O objetivo deste estudo foi avaliar a distribuição da frequência dos polimorfismos 

nos genes IL1A (-889C/T, +4845G/A), IL1B (-31C/T, -511C/T, +3953C/T) e TNFA (-

308G/A, -238G/A) em pacientes com GPAA e indivíduos controle na população brasileira. 
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                                     3.CASUÍSTICA E MÉTODOS  

3.1 CASUÍSTICA 

3.1.1 – Pacientes 

Trata-se de um estudo caso-controle, envolvendo 401 indivíduos, divididos em 

dois grupos: 214 pacientes com GPAA, atendidos no Ambulatório de Glaucoma, do 

Hospital de Clínicas da UNICAMP e 187 pacientes avaliados no Serviço de Oftalmologia 

Geral (SOG), perfazendo o grupo controle. 

Os pacientes selecionados para o estudo foram informados sobre os objetivos e 

métodos da pesquisa, podendo ou não aceitar participar da mesma, sem constrangimento ou 

modificação de sua assistência médica. O protocolo de pesquisa seguiu os princípios 

enunciados na Declaração de Helsinque. Todos os participantes do estudo assinaram termo 

de consentimento livre e esclarecido, aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP (Anexo 1). 

 

3.1.2 – Grupo caso - Critérios de Inclusão 

Os seguintes critérios permitiram a inclusão dos pacientes com glaucoma no 

estudo: 

• Ângulo aberto no exame de gonioscopia, definido como observação de pelo menos 

270 graus, sem indentação, da MT pigmentada, com pigmentação da MT até grau 2; 

• Lesão característica de disco óptico, definida como a presença de pelo menos dois 

dos seguintes critérios: razão escavação/disco >0,6, perda localizada da rima neural, 

hemorragia de disco óptico ou assimetria da razão escavação/disco >0,2 entre os 

dois olhos; 
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• Presença de pelo menos dois exames de campo visual confiáveis revelando perda 

glaucomatosa característica, definida pelos critérios propostos por Hodapp-Parrish-

Anderson (Hodapp et al., 1993): agrupamento de três ou mais pontos não periféricos 

no gráfico do Pattern Deviation, todos deprimidos a p < 5%, com pelo menos um 

ponto a p < 1% ou pior, Glaucoma Hemifield Test Outside Normal Limits e 

corrected pattern standard deviation (CPSD) ocorrendo em menos de 5% dos 

exames perimétricos normais; 

• Os valores de PIO não foram considerados nos critérios de inclusão, pois os 

pacientes estavam em uso de medicação anti-glaucomatosa. 

 

3.1.3 – Grupo caso - Critérios de Exclusão 

Os pacientes que apresentaram as seguintes características foram excluídos do 

estudo: 

• Pacientes que apresentaram alterações de segmento anterior compatíveis com 

glaucomas secundários (ou de desenvolvimento) e/ou alterações de disco óptico e 

campo visual que mimetizassem lesões glaucomatosas; 

• Pacientes com glaucoma primário de ângulo fechado; 

• Afecções oculares ou sistêmicas de caráter inflamatório ou auto-imune, incluindo 

uveíte, olho seco grave, diabetes, doenças reumatológicas; 

 

3.1.4 – Grupo Controle – Critérios de inclusão 

• Indivíduos acima de 50 anos de idade; 

• Razão escavação/disco menor ou igual a 0,6 em ambos os olhos; 

• PIOs menores do que 16 mmHg em ambos os olhos. 
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3.1.5 – Grupo Controle – Critérios de exclusão 

• História familiar de glaucoma; 

• História familiar de cegueira; 

• Afecções oculares ou sistêmicas de caráter inflamatório ou auto-imune incluindo 

uveíte, olho seco grave, diabetes, doenças reumatológicas. 

 

3.2 – MÉTODOS 

3.2.1 – Exame Oftalmológico 

Os pacientes pertencentes a ambos os grupos (caso e controle) foram submetidos ao 

exame oftalmológico abaixo: 

• Avaliação da acuidade visual corrigida, medida com a tabela de optotipos de 

Snellen; 

• Biomicroscopia do segmento anterior realizada em lâmpada de fenda Haag-Streit, 

modelo 900 (Haag Streit, Berna, Suíça); 

• Tonometria de aplanação com tonômetro calibrado de Goldmann (modelo R-500 – 

Haag Streit, Berna Suíça); 

• Gonioscopia com lente de Posner (Ocular Intruments Inc., Bellevue, E.U.A.); 

• Biomicroscopia de fundo de olho (retina, com a lente 2.2 (Volk Optical Inc., 

Mentor, E.U.A.) e disco óptico com a lente asférica Volk + 78 dioptrias ( Volk 

Optical Inc., Mentor, E.U.A) após midríase obtida com a instilação de 1 gota de 

tropicamida 1%; 

• Perimetria computadorizada branco no branco relizada no perímetro Humphrey 

Field Analyzer II, modelo 750, software versão A-10 (Zeiss Humphrey Systems, 
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Califórnia, E.U.A) estratégia 24.2 SITA Standard. Os indivíduos receberam 

orientações prévias de como proceder durante a realização do exame. 

• Além do exame oftalmológico, foram coletados dados sobre sexo e  idade  de 

ambos os grupos. 

 

3.2.2 – Obtenção das amostras de sangue e extração de DNA 

 Foram obtidos 5 a 10 ml de sangue periférico da veia antecubital de todos os 

participantes, colocados em frasco estéril contendo EDTA 10% como anticoagulante. As 

amostras de DNA foram extraídas utilizando a metodologia de fenol/clorofórmio 

(Sambrook et al., 1989), lise das células com proteinase K (Invitrogen, Calrsbad, CA, 

EUA) e precipitação do DNA em etanol absoluto (Anexo 3). 

 

3.2.3 – Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

As regiões que contêm os polimorfismos IL1A (-889C/T e +4845G/T), IL1B (-

31C/T, -511C/T, IL1B +3953C/T) e TNFA (-308G/A, -238G/A) foram amplificadas com a 

utilização de primers escolhidos a partir das sequências dos genes (OMIM 147760, OMIM 

147720 e OMIM 191160, respectivamente). A PCR foi realizada utilizando-se os seguintes 

reagentes: 0,7 µl de cada iniciador na concentração de 20 pmoles, 5 µl do tampão da 

enzima 10X (Tris-HCl 20 mM (pH 8,4), KCl 50 mM, gelatina 0,01%), 2,0 µl de MgCl2 50 

mM, 1 µl da mistura de nucleotídios 10X (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) e 2 unidades de Taq 

DNA polimerase (InvitrogenTM•Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), somados a 0,5 

µg de DNA genômico. As amostras foram amplificadas por meio de aparelho ciclador de 

temperatura sob condições padronizadas de acordo com a Tabela 2. 
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Ao final da reação, 5 µL do produto da PCR foram misturados a 1 µL do tampão de 

corrida 10X “Blue Juice•Gel Loading Buffer” (InvitrogenTM•Life Technologies, Carlsbad, 

CA, USA), submetidos à eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de 

etídeo e visualizados sob iluminação ultra-violeta (UV). Os fragmentos amplificados foram 

comparados ao marcador de peso molecular “1Kb DNA Ladder” (InvitrogenTM•Life 

Technologies, Carlsbad, CA, USA) e, para a realização da reação de seqüenciamento, a 

concentração do DNA da amostra purificada foi estimada a partir da comparação com a 

intensidade da banda do marcador de peso e massa molecular “Low DNA Mass Ladder” 

(InvitrogenTM•Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). As imagens foram digitalizadas 

por meio de equipamento para captura de imagens. 
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Tabela 2: Sequências de oligonucleotídeos utilizados como “primers” na reação em cadeia 

da polimerase (PCR), tamanho do fragmento e temperatura de anelamento. 

Gene Polimorfismo Sequências Tamanho TA (ºC) 

IL1B +3954 C/T S 5´- TGTTCTTAGCCACCCCACTC -3´ 239pb 63ºC 

  AS 5´- AGCGTGCAGTTCAGTGATCG -3´   

 -511 C/T S 5´- GAGCTTATCTCCAGGGTTGC - 3´ 309pb 63ºC 

  AS 5´- TGGGACAAAGTGGAAGACAC - 3´   

 -31 C/T S 5´- GAGCTTATCTCCAGGGTTGC -3´ 410pb 63ºC 

  AS 5´ TGAAGAGAATCCCAGAGCAG -3´   

IL1A +4845 G/T S 5´- TCTGCTGACTGGGTGATTTC -3´ 379pb 63ºC 

  AS 5´- CATCCTCCCCTCCTTTCATT -3´   

 -889 C/T S 5´- ATGGGGGCTTCACTATGTTG -3´ 418pb 63ºC 

  AS 5´- GACACACCTTGGGCATATCC -3´   

TNFA -308 G/A S 5´- GCCCCTCCCAGTTCTAGTTC - 3´ 319bp 63ºC 

  AS 5´- TCATCTGGAGGAAGCGGTAG -3´   

 -238 G/A S 5´- GCCCCTCCCAGTTCTAGTTC - 3´ 319bp 63ºC 

  AS 5´- TCATCTGGAGGAAGCGGTAG - 3´   

bp = pares de base; S = sense; AS = Anti-sense; TA = temperatura de anelamento 

 

3.2.4 – Sequenciamento Automático 

Para a reação de sequenciamento, adicionou-se a cada poço da placa específica 

para o sequenciador (96 – well ultraplate, Natural, Sorenson TM, Sollentuna, Sweden) 1,0 µl 

do produto da PCR e 1,0 µl do “primer” sense ou anti-sense a ser utilizado na concentração 

de 5 pmol, completando-se o volume final de 20,0 µl em cada poço da placa com 18,0 µl da 

mistura, que se segue: 1350,0 µl de água deionizada estéril, 400,0 µl de tampão de 

sequenciamento 5X e 50,0 µl de Big Dye (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). 
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As placas foram levadas ao termociclador sob as seguintes condições: ciclo 

único de 1 minuto e 30 segundos a 96oC, seguido por 24 ciclos de 15 segundos a 96oC, 15 

segundos a 50oC e 4 minutos a 60oC. Após essa reação, as amostras foram purificadas a fim 

de eliminar nucleotídeos não incorporados (Anexo 4). 

As amostras foram ressuspensas em 10,0 µl de Formamida Hi-Di (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA), desnaturadas por 5 minutos a 96oC, colocadas 

imediatamente no gelo e submetidas à eletroforese no sequenciador automático “ABI 

PRISM 3700 Genetic Analyser” (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 

Foi realizado o alinhamento da sequência de aminoácidos para confirmação da 

região genômica analisada; as sequências foram submetidas a buscas por similaridade, 

utilizando-se o “algoritmo de buscas” Blast (HTTP://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). 

 

3.2.5 – Análise Estatística 

 Realizou-se a coleta e análise dos dados epidemiológicos, clínicos, diagnósticos e 

moleculares dos pacientes. Foi feita a comparação da frequência dos polimorfismos nos 

genes IL1A, IL1B e TNFA entre os grupos de pacientes com GPAA e controle. Para 

variáveis quantitativas foi utilizado o teste t de Student não pareado ou Mann-whitney 

(dependendo da distribuição, se gaussiana ou não, respectivamente) e para variáveis 

qualitativas, o teste qui-quadrado ou o teste exato de Fisher. Os valores de p foram 

corrigidos para testes múltiplos pelo método de Bonferroni. Foram considerados 

significativos valores de p < 0,05. O equilíbrio de Hardy-Weinberg foi testado para todos 

os polimorfismos na amostra avaliada.Os blocos haplotípicos foram estimados segundo 
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protocolo padrão do programa Haploview, versão 4.2, baseado na definição de bloco 

haplotípico por Gabriel et al., 2002. 
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                                                          4. RESULTADOS 

 

4.1 – Pacientes 

Um total de 214 pacientes não-relacionados portadores de GPAA e 187 indivíduos 

saudáveis foram recrutados para o estudo. As características clínicas e demográficas dos 

indivíduos incluídos no estudo encontram-se na Tabela 3. Não encontramos diferenças 

estatísticas com relação à idade e gênero entre os grupos estudados. Como esperado, a PIO 

media e a razão escavação-disco foram significativamente maiores no grupo caso. 

 

Tabela 3: Caraterísticas clínicas e demográficas dos indivíduos do estudo 

  GPAA Controles P-valor 

Gênero (M/F)% 

 

 (47,6/52,4) (42,5/57,5) 0,314 

Idade (média + DP)  66,46+12,80 67,41+8,97 0,422 

Pressão Intraocular       
(olho com glaucoma 
mais avançado) 

   Faixa 

   Média +DP 

  

 

 

12-60 mmHg 

24,39+8,17 

 

 

 

9-16 mmHg 

12,19+1,65 

 

 

 

 

<0,001* 

Razão escavação-disco 
vertical 

   Faixa 

   Média +DP 

  

 

0,5-1,0 

0,87+0,12  

 

 

 

0,1-0,6 

0,31+0,13 

 

 

 

<0,001* 

M=masculino; F=feminino; DP=desvio padrão; *valores significativos = p<0,05; 
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4.2 – Distribuição dos alelos e genótipos 

As distribuições de alelos e genótipos para os sete polimorfismos são mostrados na 

Tabela 4 (IL1A), na Tabela 5 (IL1B) e na Tabela 7 (TNFA). A distribuição dos genótipos 

estava de acordo com equilíbrio de Hardy-Weinberg em todos os grupos para todos os 

polimorfismos.  

 

4.2.1 – Gene IL1A 

Não houve diferença estatisticamente significante entre pacientes glaucomatosos e 

controles com relação aos polimorfismos -889C/T e +4845G/T do gene IL1A. Além disso, 

na análise de haplótipos foi observado um D’=0,86 (medida de associação alélica) (Gabriel 

et al., 2002) entre os polimorfismos -889C/T e +4845G/T, porém não houve diferença 

estatisticamente significante entre casos e controles e não houve formação de bloco 

haplotípico (Figura 7). 
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Tabela 4: Frequência genotípica e alélica dos polimorfismos da IL1A em uma amostra da 

população brasileira 

Gene Polimorfismo GPAA Casos  
(n,%) 

Controles 
(n,%) 

OR (95%CI) p-valor 

IL1A -889 C/T     

 Genótipos     

 CC 58 (45,67) 72 (51.43) 1 REF 

 CT 58 (45.67) 58 (41,43) 1,023 (0,613-1,709) 0,398 

 TT 

CC x (CT+TT) 

11 (8,66) 

69 (54,33) 

10 (7,14) 

68 (48,57) 

0,732 (0,291-1,844) 

0,794 (0,491-1,285) 

0,507 

0,347 

 Alelos     

 C 174 (68,50) 202 (72,14) 1 REF 

 T 80 (31,50) 78 (27,86) 0,840 (0,579-1,218) 0,358 

IL1A +4845 G/T     

 Genótipos     

 GG 70 (57,38) 64 (56,14) 1 REF 

 GT 49 (40,16) 45 (39,47) 1,004 (0,593-1,703) 0,987 

 TT 

GG x (GT+TT) 

3 (2,46) 

52 (42,62) 

5 (4,39) 

50 (43,86) 

1,823 (0,419-7,935) 

1,052 (0,628-1,761) 

0,418 

0,848 

 Alelos     

 C 189 (77,46) 173 (75,88) 1 REF 

 T 55 (22,54) 55 (24,12) 1,053 (0,678-1,636) 0,685 

OR = “odds ratio” (razão de chances); REF = referência; * valor significativo =p<0,05 
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ocorre quando comparamos CC x TT (OR: 2,23; CI-95%:1,273-3,945; (p=0,005). A 

significância foi mantida também quando foi realizada a comparação de alelos, com o alelo 

C mais frequente entre casos do que em controles (OR: 1,546; CI-95%: 1,168-2,05; 

p=0,002). O cálculo de poder amostral “pos-hoc” para esta associação foi de 84,3%, 

considerando um erro alfa de 0,05%. A significância dos p-valores foi mantida após 

correção para múltiplas comparações (correção de Bonferroni).  

Com relação ao polimorfismo -511C/T no gene IL1B observou-se que o alelo C foi 

um fator de risco estatisticamente significante para o glaucoma (p=0,009; OR:1,49;  CI-

95%: 1,121-1,983). Esta observação foi mantida com relação ao genótipo quando foi 

comparado o genótipo CC com o genótipo TT (p=0,005; OR: 2,23; CI-95%: 1,273-3,945). 

Esta significância foi mantida após a correção por Bonferroni. A comparação entre os 

genótipos do polimorfismo +3954C/T não mostrou diferença estatística entre casos e 

controles. 

Na análise haplotípica entre os polimorfismos estudados do gene IL1B, observou-se 

um desequilíbrio de ligação entre os polimorfismos -511C/T e -31C/T (D’=0.97). A Figura 

8 foi gerada pelo programa Haploview 4.2 (Barrett et al., 2005). O desequilíbrio de ligação 

(LD) foi estimado de acordo com protocolo padrão e os blocos haplotípicos definidos como 

proposto por Gabriel et al., 2002. O haplótipo T/C (-31/-511) foi mais frequente em 

controles, e o haplótipo C/T (-31/-511) em pacientes com GPAA. Esta associação entre 

haplótipos e glaucoma foi estatisticamente significante (p-valor = 0.011 e 0.018, 

respectivamente). Existe também um valor de D´ de 0.66 entre os polimorfismos -511C/T e 

+3954C/T e um D’=0.65 entre os polimorfismos -31C/T and +3954C/T, mas não foi 

observado bloco haplotípico (Tabela 6). 
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Tabela 5: Frequência genotípica e alélica dos polimorfismos do gene IL1B em uma amostra 

da população brasileira de indivíduos glaucomatosos e saudáveis. 

Gene Polimorfismo 
Casos 
GPAA  
(n. %) 

Controles 
(n.%) 

OR (95%CI) p-valor 

IL1B -31 T/C     

 Genótipos     

 TT 54 (25,23) 73 (39,04) 1 REF 

 CT 107 (50) 82 (43,85) 1,761 (1,118-2,784)  0,014* 

 CC 53 (24,77) 32 (17,11) 2,23 (1,273-3,945) 0,005*† 

 CC+CT 160 (74,76) 114 (60,96) 1,894 (1,239-2,91) 0,003*† 

 Alelos     

 T 215 (50,23) 228 (60,96) 1 REF 

 C  213 (49,76) 146 (39,04) 1,546 (1,168-2,05) 0,002*† 

IL1B -511 C/T     

 Genótipos     

 CC 59 (27,96) 73 (39,67) 1 REF 

 CT 106 (50,24) 85 (46,20) 1,541 (0,986-2,415) 0,056 

 TT 
CT+TT 

46 (21,80) 
152 (72,04) 

26 (14,13) 
111 (82,32) 

2,181 (1,21-3,976) 
1,692 (1,11-2,586) 

0,009*† 
0,014* 

 Alelos     

 C 224 (53,08) 231 (62,77) 1 REF 

 T 198 (46,92) 137 (37,23) 1,49 (1,121-1,983) 0,006*† 

IL1B +3954 C/T     

 Genótipos     

 CC 83 (66,94) 93 (66,43) 1 REF 

 CT 37 (29,84) 41 (29,28) 0,840 (0,579-1,218) 0,967 

 TT 
CT+TT 

4 (3,22) 
41 (33,06) 

6 (4,29) 
47 (33,57) 

1,339 (0,365-4,908) 
1,023 (0,613-1,709) 

0,659 
0,931 

 Alelos     

 C 203 (81,85) 227 (81,07) 1 REF 

 T 45 (18,15) 53 (18,93) 1,053 (0,678-1,636) 0,8173 

OR = “odds ratio” (razão de chances); REF = referência; *p<0,05; †p-valor significativo 

após ajuste para múltiplas comparações (Bonferroni) 
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4.2.3 – Gene TNFA 

Não houve diferença estatisticamente significante entre pacientes glaucomatosos e 

controles com relação aos polimorfismos -308G/A e -238G/A do gene TNFA. 

 

Tabela 7: Frequência genotípica e alélica dos polimorfismos do gene TNFA em uma 

amostra da população brasileira de pacientes glaucomatosos e indivíduos saudáveis. 

Gene Polimorfismo Casos GPAA  
(n,%) 

Controles 
(n,%) 

OR (95%CI) p-valor 

TNFA -238 G/A     

 Genótipos     

 GG 170 (89,01) 153 (91,07) 1 REF 

 GA 20 (10,47) 15 (8,93) 0,834 (0,412-1,685) 0,612 

 AA 

GA+AA 

1 (0,52) 

21 (10,99) 

- (0) 

15 (8,93) 

- 

0,794 (0,395-1,594) 

- 

0,516 

 Alelos     

 G 360 (68,50) 321 (72,14) 1 REF 

 A 22 (31,50) 15 (27,86) 0,765 (0,390- 1,499) 0,434 

TNFA -308 G/A     

 Genótipos     

 GG 154 (81,48) 134 (79,76) 1 REF 

 GA 31 (16,40) 32 (19,05) 1,186 (0,688-2,047) 0,539 

 AA 

GA+AA 

4 (2,12) 

35 (18,52) 

2 (1,19) 

34 (20,24) 

0,576 (0,051-4,089) 

1,116 (0,660-1,899) 

0,576 

0,681 

 Alelos     

 G 339 (89,68) 300 (89,29) 1 REF 

 A 39 (10,32) 36(10,71) 1,053 (0,678-1,636) 0,685 

OR = “odds ratio” (razão de chances); REF = referência; * valor significativo = p<0,05;  
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                                                              5. DISCUSSÃO 

 

 No glaucoma, as alterações teciduais oculares ocorrem na malha trabecular, no 

nervo óptico e retina. (Wang et al., 2001) Há evidências de que o sistema imune 

desempenhe um papel importante na patogenia da degeneração do nervo óptico. No 

entanto, é importante que haja um balanço entre as vantagens da imunidade protetora e do 

risco de indução de uma doença neurodegenerativa autoimune, visto que o efeito da 

imunoregulação pode ser tanto neuroprotetor como neurodestrutivo (Tezel and Wax, 2004). 

 Sabe-se que a inflamação crônica tem uma função importante no início e/ou 

progressão de várias doenças relacionadas coma idade, incluindo aterosclerose, doença de 

Alzheimer, osteoartrite e câncer (Arend, 2002). O envelhecimento é um fenômeno 

complexo associado com um declínio gradual da função celular e fisiológica, capacidade 

reduzida de responder ao estresse e aumento da probabilidade de desenvolver doenças 

degenerativas, como glaucoma. (Beckman and Ames, 1998) De fato, a idade é um 

importante fator de risco para o desenvolvimento do glaucoma. As alterações relacionadas 

com a idade aceleram sob influência do estresse oxidativo e com a produção de espécies 

reativas de oxigênio (EROs), criando um microambiente pró-inflamatório (Ren et al., 

2009).  

 Além disso, a MT de doadores glaucomatosos mostram um aumento na expressão 

de um marcador bem estabelecido de senescência celular, a SA-beta-galactosidase (SA-β-

gal) (Liton et al., 2005), assim como a “up-regulation” de várias proteínas associadas com a 

resposta inflamatória, em concordância com o processo denominado “inflammaging”. (Li et 

al., 2007; Liton et al., 2005; Olivieri et al., 2013; Wang et al., 2001). Foi descrito um 
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“fenótipo secretório associado à senescência” (SASP), caracterizado pela produção de 

citocinas inflamatórias por células senescentes, tais como IL-6, IL-8, αβ e a IL-1α (Coppé 

et al., 2010; Orjalo et al., 2009). 

 O conhecimento sobre a função intracelular da IL-1α não é clara, mas existe uma 

sequência de sinalização nuclear que permite sua ligação na sequência de DNA e 

consequentemente estimula a regulação do crescimento celular e a proliferação, indução da 

senescência e a secreção de citocinas inflamatórias (Werman et al., 2004). 

 A importância do estudo de polimorfismos de suscetibilidade em doenças 

neurodegenerativas pode ser exemplificada pela correlação entre o polimorfismo -889C/T e 

doenças crônicas e degenerativas como a doença de Alzheimer, o que justificaria a sua 

avaliação em pacientes com glaucoma (Du et al., 2000; Payão et al., 2012). 

 Estudos prévios com polimorfismos na região promotora da IL-1  mostraram que 

o alelo -889T pode ser um fator de risco para o desenvolvimento do glaucoma (Wang et al., 

2006) e que o alelo T está associado com um aumento na produção de IL-1  (Dominici et 

al., 2002). Outros estudos, incluindo o nosso, não confirmam a associação entre o alelo -

889T e o glaucoma (How et al., 2007; Wang et al., 2007b). Estudos anteriores mostraram 

um forte desequilíbrio de ligação entre os polimorfismos -899C/T e +4845G/T na IL-1  

(Jouvenne et al., 1999). Neste estudo foi observado um D`=0,86, porém sem a formação de 

bloco haplotípico. Além disso, não foi encontrada diferença entra casos de GPAA e 

controles tanto na análise de haplótipos quanto na de polimorfismos, o que, provavelmente, 

se deve a características genéticas próprias da amostra da população brasileira estudada. 
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 Com relação aos polimorfismos da IL-1 , as variantes -31C/T e -511C/T foram 

associados com diversas condições clínicas como câncer gástrico e de pulmão (Landvik et 

al., 2009), periodontite (Archana et al., 2012) e doenças cardiovasculares (Iacoviello et al., 

2005). Estudos prévios mostraram resultados controversos para a associação entre o 

polimorfismo -511C/T do gene IL1B e glaucoma (Wang et al.; 2007a, Lin et al., 2003a; 

How et al., 2007; Markiewicz et al., 2013). Wang et al. compararam 245 indivíduos 

chineses saudáveis com 231 pacientes com glaucoma de pressão normal (GPN) e não 

observaram associação entre os polimorfismos -511C/T e +3954C/T e a doença. 

Similarmente, em uma amostra de população chinesa diferente, de 58 pacientes com GPAA 

e 105 controles saudáveis, Lin et al. também demostraram ausência de associação entre -

511C/T e glaucoma. Outro estudo realizado por How et al. confirmou estes resultados e 

descreveu ausência de associação entre -511 C/T, +3954C/T e GPAA. Diferente dos 

estudos anteriores, Markiwiecz et al. encontrram uma associação entre a variante -511 C/T 

e o risco de GPAA, o que está de acordo com o nosso estudo. Foram estudados 255 

pacientes com GPAA e 256 controles, numa população caucasiana. (Markiewicz et al., 

2013) A ausência de associação observada com o polimorfismo -511 C/T em estudos 

prévios sugere que o número incluído nestes estudos pode não ter sido suficiente para 

determinar uma associação estatisticamente significante ou que a etnia pode ter 

influenciado esta associação. Como previamente descrito por Rogus et al., a 

homozigosidade CC do polimorfismo -511 C/T está associada com atividade aumentada da 

IL-1  em fluidos teciduais e aumento de produção de IL-1  por células mononucleares 

sanguíneas, o que não ocorre com a homozigosidade TT (Rogus et al., 2008). Os 

heterozigotos dependem de outros polimorfismos num contexto haplotípico para determinar 
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altos níveis de IL-1 . A correlação genótipo-fenótipo neste caso não está bem 

estabelecida. 

O polimorfismo -31T/C mostrou uma diferença estatisticamente significante entre o 

fenótipo glaucomatoso e indivíduos saudáveis nesta amostra. A variação das características 

genéticas relacionadas à atividade da região promotora pode ser complexa. Existem 

múltiplos sítios de ligação de fatores de transcrição, incluindo a C/EBP, o elemento 

responsivo ao cAPM, o fator nuclear kappa B e o Spi/PU.1 distribuídos na região 

regulatória do gene IL1B (Auron and Webb, 1994). Entre os elementos regulatórios, o alelo 

“C” do SNP -31C/T interrompe um “TATA” box, afetando a atividade de transcrição do 

promotor do gene IL1B, o que ocasiona uma ligação específica de fatores de transcrição de 

acordo com o alelo presente (Chen et al., 2006). Esta variação parece afetar a produção de 

IL-1β; existem trabalhos que demonstram uma produção aumentada de IL-1β na presença 

do alelo T do SNP -31C/T (El-Omar et al., 2000; Landvik et al., 2009; Wen et al., 2006). 

Este padrão de expressão também é observado para o SNP -511C/T, uma vez que há um 

forte desequilíbrio de ligação em uma amostra na população americana de etnia caucasiana 

(ARIC - Atherosclerosis Risk in Communities study) entre os polimorfismos -31C/T e -

511C/T (Rogus et al., 2008; 1989). Portanto, a análise de um único polimorfismo não 

parece representar da melhor forma a relação genótipo-fenótipo e a atividade biológica da 

IL-1 parece ser baseada mais em uma estrutura haplotípica que em uma variação de um 

único polimorfismo (Chen et al., 2006). 

 Outro polimorfismo que foi descrito por influenciar a produção da proteína IL-1β 

foi o +3954C/T (Santtila et al., 1998). O polimorfismo +3954C/T do gene IL1B é uma 

variante sinônima que não muda a sequência de aminoácidos, mas pode, entretanto, levar a 
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uma inativação do sítio original de processamento. O processamento alternativo resulta em 

um códon de parada prematuro ou na perda de um exon, o que pode formar uma proteína 

“truncada”, que provavelmente seria degradada ou funcionalmente inativa (Zhang et al., 

2012). A análise do SNP +3954C/T neste estudo não mostrou diferença entre casos e 

controles. Entretanto, considerando que o haplótipo -31TT/-511CC é um “haplótipo de 

proteção”, 51,3% dos indivíduos com o “haplótipo de proteção” têm o alelo T do 

+3954C/T, comparados com 13% dos indivíduos com o “haplótipo de risco” (-31CC/-

511TT), mostrando uma tendência de proteção para o alelo T, embora esta comparação não 

alcance os valores de p significativos. Fini et al. observaram um efeito protetor do aleto T 

do polimorfismo +3954C/T em pacientes com GPAA de etnia caucasiana, mas não 

demonstraram associação do polimorfismo -511C/T (Fini et al., 2005). Uma possível 

explicação é de que a proteção pode indiretamente representar a associação -31C/T, na 

medida em que trabalhos anteriores já mostraram um desequilibrio de ligação entre os 

polimorfismos +3954C/T e -31C/T (Iacoviello et al., 2005), embora não tenha sido 

observado bloco haplotípico neste estudo. Uma investigação mais aprofundada é necessária 

para compreender como estes polimorfismos estão correlacionados estruturalmente e como 

eles podem influenciar a expressão de IL-1B. 

Baseado em estudos prévios, este “haplótipo de proteção” está correlacionado com 

um aumento na expressão de IL-1β e a produção elevada de IL-1 pelas células 

glaucomatosas da MT podem levar a efeitos benéficos no glaucoma. A IL-1 é capaz de 

aumentar o fluxo de escoamento do humor aquoso pela malha trabecular, e, 

consequentemente, pode levar à redução da PIO (Birke et al., 2011; Kee and Seo, 1997). 

Também, a produção de metaloproteinases locais (MMPs) à jusante na via de transdução de 

sinal induzida pela IL-1- pode diminuir a resistência à drenagem, reduzindo a PIO e 
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protegendo contra o desenvolvimento do glaucoma (Kelley et al., 2007). De fato, quando 

perfunde-se o segmento anterior humano em cultura com MMP-3, observa-se um aumento 

no fluxo de escoamento, e quando há bloqueio da IL-1α este fluxo é novamente reduzido, 

evidenciando o papel importante da IL-1 no controle do fluxo de escoamento do humor 

aquoso pela MT. (Bradley et al., 1998) Consequentemente, a reciclagem da matriz 

extracelular, iniciado por uma ou mais MMPs, parece ser essencial para a manutenção da 

homeostase em níveis adequados de PIO. Birke et al. mostraram que a redução de PIO 

provocada pela IL-1 é contrabalanceada pelo TGF-β2, que está elevado no humor aquoso 

de pacientes glaucomatosos. (Birke et al., 2011; Inatani et al., 2001) O TGF-β2 aumenta a 

síntese e secreção de proteínas de matriz extracellular, como fibronectina, elastina e 

proteoglicanos, além de diminuir a síntese de enzimas proteolíticas que degradam estas 

proteínas, causando redução do fluxo de escoamento (Picht et al., 2001). 

 Outro efeito benéfico da IL-1 observado é que esta citocina pode prevenir a morte 

celular pela inibição da resposta de apoptose através da via de transdução de sinal do NF-

kB, induzida pelo estresse oxidativo. (Wang et al., 2001). A resposta induzida pelo estresse 

foi descrita por Wang et al., em que a IL-1 tem um papel central na produção da molécula 

de adesão endotélio-leucócito 1 (ELAM-1 ou E-selectina). Ela está presente na via de 

escoamento da MT de diversos tipos de glaucoma, identificada como primeiro marcador 

molecular do glaucoma humano (Tomarev, 2001). O estresse oxidativo cumulativo é capaz 

de desencadear uma resposta sustentada ao estresse, levando à produção de EROs na 

mitocôndria, a indução de IL-1α, IL-1β e ELAM-1 e a ativação da via de ativação NF-κB 

(Li et al., 2007). Já demonstrou-se que a IL1-alfa pode ter papel na neuroproteção de 

células da malha trabecular contra o estresse oxidativo e que esta pode fazer parte da 

resposta autoimune na fisiopatologia da lesão observada no disco óptico no GPAA (Kee e 
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Seo, 1997; Wang et al, 2006, Mookherjee et al, 2010). O real mecanismo que desequilibra o 

sistema levando à doença é ainda desconhecido e um maior esforço deve ser realizado com 

o intuito de explicar o papel da IL-1 no glaucoma. 

 O TNF-alfa é uma citocina pró-inflamatória com múltiplas funções no sistema 

imunológico. Vários artigos fornecem evidências de que esta molécula esteja envolvida na 

etiologia do glaucoma. Foram publicadas duas meta-análises: A primeira em 2012 inclui 7 

publicações englobando 1199 casos e 1189 controles e não mostra associação entre o 

polimorfismo −308G/A (rs1800629) e o glaucoma (Yu and Yao, 2012).  A meta-análise 

publicada por Xin e colaboradores em 2013 compila 14 artigos que avaliaram os 

polimorfismos −308G/A, −238G/A, −863C/A (rs645836), e −857C/T (rs1799724), 

totalizando 1182 portadores de GPAA (neste casos de PIO elevada) e 3003 indivíduos 

controle. Neste estudo, o polimorfismo -308 G/A está significativamente associado com 

risco de GPAA, sendo que os outros SNPs não mostraram associação (Xin et al., 2013).  

 Há uma diferença entre esses dois artigos: Yu et al. não subdivide em grupos de 

glaucoma de PIO elevada e GPN, diferentemente de Xin et al., que associa o polimorfismo 

-308 G/A com glaucoma de PIO elevada, mas não com GPN. Isto pode indicar que, embora 

ambos os tipos de glaucoma sejam classificados como GPAA, suas fisiopatologias podem 

ser diferentes e associadas com variações genéticas distintas. Em nosso estudo não houve 

associação tanto do SNP -308 G/A quanto do −238G/A com o glaucoma, o que está de 

acordo com o estudo realizado por Mossböck et al., 2006, em uma população caucasiana de 

GPAA de PIO elevada, estudo incluído na meta-análise de Xin et al. A não ocorrência de 

associação pode ser decorrente do tamanho reduzido da amostra. 
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 Este estudo foi realizado para investigar os polimorfismos nos genes IL1A, IL1B e 

TNFA e sua relação com o glaucoma. Este trabalho é o primeiro, de acordo com o nosso 

conhecimento, a mostrar a relação entre glaucoma e o polimorfismo -31C/T do gene IL1B. 

De acordo com esse estudo, os indivíduos homozigotos CC para o polimorfismo -31C/T e 

TT para o polimorfismo -511 C/T no gene IL1B estão sob maior risco para o 

desenvolvimento do glaucoma. Foi demonstrado também que estes SNPs estão em forte 

desequilíbrio de ligação. 
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                                                         6. CONCLUSÕES 

Nesta amostra estudada da população brasileira: 

1. O alelo C do polimorfismo funcional -31C/T do gene IL1B está significativamente 

associado com o glaucoma.  

2. O alelo T do polimorfismo funcional -511 C/T do gene IL1B está significativamente 

associado com o glaucoma. 

3. Existe um forte desequilíbrio de ligação entre os polimorfismos -31 C/T e o -511 C/T do 

gene IL1B. 

4. O haplótipo (-31C/-511T) está significativamente associado com o glaucoma. 

4. Os polimorfismos +3954 C/T do gene IL1B, -889 C/T e +4845 G/T do gene IL1A e o -

308G/A e o -238 G/A do gene TNFA não mostraram associação com o glaucoma. 
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abaixo assinado, estou de acordo em participar do estudo proposto acima, como sujeito. Fui 
devidamente informado(a) e esclarecido pelo pesquisador 
__________________________________sobre a pesquisa e os procedimentos nela envolvidos. 
Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer instante, sem prejuízo em meu 
acompanhamento ou tratamento. Declaro que recebi cópia do presente Termo de Consentimento. 
Fui informado que poderei autorizar que esse material genético seja guardado no Banco de Material 
Biológico do Laboratório de Genética Molecular Humana CBMEG/UNICAMP. Caso este material 
venha a ser útil para outros estudos aprovados pelo Comitê de Ética, estou ciente que serei 
informado para que autorize ou não o uso da(s) amostra(s). 
 
(  ) Autorizo que a minha amostra de DNA seja utilizada durante o projeto em questão e 
armazenada para utilização em projetos futuros por um período de até 5 anos, sabendo que os novos 
projetos serão submetidos à apreciação do CEP.  
 
(  ) Autorizo a utilização da minha amostra de DNA apenas para a execução deste projeto, após o 
qual ela não permanecerá armazenada. 
 
Local e data:__________________________________________________________ 
 
Nome do paciente:_____________________________________________________ 
 
Nome e assinatura do responsável legal:___________________________________ 
 
 
PARTICIPAÇÃO DE INDIVÍDUOS CONTROLE 

Eu estou ciente de que a minha participação no estudo intitulado “ANÁLISE DAS 
PROTEÍNAS SOLÚVEIS TGF-β2, IL-1β, TNFα e PDGF E DE POLIMORFISMOS 
GENÉTICOS NOS GENES IL-1 β E TNF-α: MODULAÇÃO DA CICATRIZAÇÃO EM 
PACIENTES PORTADORES DE GLAUCOMA PRIMÁRIO DE ÂNGULO ABERTO 
SUBMETIDOS À TRABECULECTOMIA.” será como um indivíduo controle em testes de 
biologia molecular. 

Entendi que todas as informações constadas neste termo quanto a procedimentos, sigilo, 
resultados e contatos para resultados (se eu desejar saber), serão iguais aos demais indivíduos não-
controles deste estudo. Fui informado também que poderei autorizar que o meu material genético 
seja guardado no Banco de Material Biológico do Laboratório de Genética Molecular Humana 
CBMEG/UNICAMP. Caso este material venha a ser útil para outros estudos aprovados pelo Comitê 
de Ética, estou ciente que serei informado para que autorize ou não o uso da (s) amostra (s). 
 
______________________________________________________________________ 

Nome e RG do indivíduo controle 
 
______________________________________________________________________ 

Assinatura do sujeito da pesquisa ou responsável legal 
 
______________________________________________________________________ 

Data 
 

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR 
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Eu expliquei a _________________________________________________ o objetivo do estudo, 
os procedimentos requeridos e os possíveis riscos que poderão advir do estudo, usando o melhor do 
meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma cópia desse formulário de consentimento ao 
participante ou responsável. 
 
 
 
______________________________________________________________________ 

Nome e RG do pesquisador 
 
 
_____________________________________________  ________________ 

Assinatura do pesquisador                 Data 
 
 
Telefone para contato: 19-3521-1135 (Mariana Borges Oliveira) 
Telefone do Comitê de Ética em Pesquisa – FCM – UNICAMP para dúvidas éticas e/ou 
reclamações: 19-3521-8936 
Endereço: Rua Tessália Vieira Camatgo, 126 – Caixa Postal 6111 12083, Campinas – SP; e-mail: 
cep@fcm.unicamp.br 
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ANEXO 2 
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ANEXO 3 
 
Extração de DNA a partir de sangue periférico 
 
 
1a PARTE 
 

1. O sangue deverá ser coletado em EDTA ou ACD em tubos de vacunteiner em duas 

alíquotas de 7-10mL. 

2. Centrifugar este sangue por 10 minutos a 1900 rpm. 

3. Remover a porção sobrenadante, correspondente ao plasma, pipeta Pasteur (de 

plástico descartável). Em seguida, misturar as porções intermediária e inferior, 

correspondentes aos leucócitos e às hemácias, respectivamente, com outra pipeta 

Pasteur.   

4. Transferir a mistura para um tubo falcon de 15mL. Adicionar tampão RSB 1X até 

completar o volume final de 11mL. Misturar levemente com as mãos. 

5. Adicionar 60µL de NONIDET – P40 (TRITON ou IGEFAL). Inverter e misturar. 

Deverá ficar translúcido e de cor cereja contra luz. 

6. Centrifugar a 2500rpm por 10 minutos e desprezar o sobrenadante. 

7. Ressuspender o restante em 0,5mL de tampão RSB 1X. Homogeneizar bem. 

8. Lisar os núcleos com 3mL de SDS (solução para sangue) e misturar gentilmente por 

inversão repetidamente. 

9. Adicionar proteinase K (numa concentração final de 100µL/mL) aproximadamente 

80µL e incubar por 2-3 horas à 37ºC. Pode-se também deixar de um dia para o 

outro. 
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2a  PARTE 
 

1. Adicionar 3,0mL de fenol saturado e ‘misturar’ por cerca de 10 minutos, invertendo 

o tubo gentilmente. 

2. Centrifugar a 2500rpm por 10 minutos e remover a porção inferior do tubo (fenol), 

com pipeta Pasteur, tomando cuidado para não misturá-la à porção superior do 

centrifugado. 

3. Repetir os itens 1 e 2 usando clorofórmio saturado com fenol (1:1) , isto é, 1,5mL 

de clorofórmio e 1,5mL de fenol. 

4. Adicionar 3,0mL de álcool isoamílico-clorofórmio e misturar através de inversão 

gentil do tubo. 

5. Centrifugar a 2500rpm por 10 minutos e remover completamente a porção inferior 

do centrifugado. 

6. Adicionar 6,0mL de etanol 100% e misturar bem e levemente até precipitar o DNA. 

7. Coletar o DNA com pipeta e ressuspendê-lo em 200-250µL de TE pH 8,0. 
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ANEXO 4 

Purificação da reação de sequenciamento 

1. Adicionar 80 µl de etanol 80%; 
2. Centrifugar a 4000 rpm por 45 minutos; 
3. Descartar por inversão, colocar a placa invertida sobre papel toalha e secar as 

bordas; 
4. Adicionar 150 µl de etanol 70%; 
5. Descartar novamente por inversão, colocar a placa ainda invertida sobre papel 

toalha e secar as bordas; 
6. Realizar “spin” invertido; 
7. Deixar secar em local escuro, envolto em papel alumínio, por 2 horas. 

 

 

 

 

 

 

 

 


