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Resumo 

RESUMO 

 

Objetivo: Investigar a associação entre polimorfismos nos genes CFH, 

LOC387715/ARMS2 e VEGF e a degeneração macular relacionada à idade (DMRI) 

em uma amostra da população brasileira. Métodos: Foram coletadas amostras de 

sangue de 163 pacientes portadores de DMRI, atendidos no Instituto da Visão, e de 

140 pacientes sem DMRI, como grupo controle, atendidos no Hospital São 

Geraldo/HC da Universidade Federal de Minas Gerais e no Centro Especializado em 

Olhos. O DNA foi extraído das amostras para amplificação por reação em cadeia da 

polimerase em tempo real (RT-PCR) para genotipagem utilizando discriminação 

alélica e posterior análise estatística dos polimorfismos. Resultados: Na análise dos 

três genes pesquisados, foi encontrada diferença na distribuição dos genótipos entre 

o grupo DMRI e o grupo controle. No estudo do gene CFH, 33,3% dos indivíduos do 

grupo DMRI e 10,1% do grupo controle eram homozigotos para o alelo de risco 

(odds ratio – OR 7,8; intervalo de confiança 95% – IC 95%: 4,1-15,4). A prevalência 

de homozigose para o alelo selvagem do gene LOC387715/ARMS2 também foi 

maior no grupo DMRI (23,6%) do que no grupo controle (7,2%) (OR 5,6; IC 95%: 

2,7-11,7). A presença de heterozigose para esses dois genes também foi 

estatisticamente significativa para o CFH (OR 2,7; IC 95%: 1,6-4,4) e para o 

LOC387715/ARMS2 (OR 2,1; IC 95%: 1,3-3,2). Entretanto, o gene VEGF somente 

apresentou significância estatística quando em presença de homozigose com 

prevalência de 18,1% no grupo DMRI e de 5,8% no grupo controle (OR 3,6; IC 95%: 

1,6-8,2). Conclusão: O estudo sugere que os polimorfismos dos três genes 

pesquisados estão associados à DMRI nesta amostra da população brasileira. 

 

Palavras chaves: Degeneração macular. Frequência do gene. Polimorfismo de um 

único nucleotídeo. Polimorfismo genético. 

 



Abstract 

ABSTRACT 

Association of CFH, LOC387715, and VEGF gene polymorphisms with age-

related macular degeneration 

Purpose: Investigate the association between CFH, LOC387715/ARMS2, and VEGF 

gene polymorphisms and age-related macular degeneration (AMD) in a Brazilian 

cohort. Methods: Blood samples were collected from 163 individuals with AMD 

recruited at Instituto da Visão, and from 140 individuals without AMD, as the control 

group, recruited at São Geraldo Hospital/HC of the Universidade Federal de Minas 

Gerais and at Centro Especializado em Olhos, Brazil. Genomic DNA was isolated 

from whole blood for real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) amplification and 

the allelic discrimination mode was used for genotyping and subsequent statistical 

analysis of polymorphisms. Results: Analyzing the three genes, a significant 

difference was observed in genotype distribution between the AMD and the control 

groups. Studying CFH gene, 33.3% of the individuals in the AMD group and 10.1% in 

the control group were homozygous for the at-risk allele (odds ratio – OR 7.8; 95% 

confidence interval – 95% CI: 4.1-15.4). Homozygosity for LOC387715/ARMS2 wild-

type allele was also higher in the AMD group (23.6%) than in the control group 

(7.2%) (OR 5.6; 95% CI: 2.7-11.7). Heterozygosity for these two genes was also 

statistically significant for CFH (OR 2.7; 95% CI: 1.6-4.4) and for LOC387715/ARMS2 

(OR 2.1; 95% CI: 1.3-3.2). However, VEGF gene showed significant association only 

for homozygosity, with a prevalence of 18.1% in the AMD group and 5.8% in the 

control group (OR: 3.6; 95% CI 1.6-8.2). Conclusion: Our results suggest that the 

polymorphisms of the three genes studied are associated with AMD in this Brazilian 

cohort. 

 

Key words: Macular degeneration. Gene frequency. Single nucleotide 

polymorphism. Genetic polymorphism. 
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Introdução 

1 INTRODUÇÃO 

 

A degeneração macular relacionada à idade (DMRI) é uma alteração 

coriorretiniana progressiva que acomete principalmente a região macular, causando 

importante baixa de acuidade visual e perda acentuada do campo visual central 

(BRESSIER et al., 2006; NEHEMY, 2006; SEDDON; CHEN, 2006). 

Nos Estados Unidos, a prevalência da doença em pacientes com mais de 40 

anos é de 6,5% (KLEIN et al., 2011). No Brasil, não há estudos epidemiológicos 

adequados para se estabelecer a real prevalência da doença. Contudo, baseando-

se nos dados americanos e no Censo de 2010, é possível supor que existam cerca 

de 4.150.000 portadores de DMRI no país (IBGE, 2010). Segundo a Organização 

Mundial de Saúde, a DMRI é a principal causa de cegueira em países desenvolvidos 

e a terceira causa no restante do mundo, sendo responsável por 5% dos casos de 

cegueira no Brasil (RESNIKOFF et al., 2002). 

A DMRI pode ser classificada em dois tipos: seca ou atrófica e úmida ou 

exsudativa. A forma seca corresponde a aproximadamente 85% dos casos e é 

caracterizada pela presença de drusas (depósitos amarelados sub-retinianos) e/ou 

irregularidades (hiper ou hipopigmentação) do epitélio pigmentado da retina (EPR). 

Ocorre uma lesão coriorretiniana progressiva com atrofia secundária dos 

fotorreceptores (atrofia geográfica) e gradativa perda da visão e do campo visual 

central (BRESSIER et al., 2006; NEHEMY, 2006; SEDDON; CHEN, 2006). A DMRI 

exsudativa é uma forma avançada da doença. Acomete 15% dos pacientes e é 

caracterizada pelo aparecimento de uma membrana neovascular sub-retiniana 

(MNVSR) (SEDDON; CHEN, 2006). Extravasamento de soro e/ou sangue surgem 
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no local em decorrência de alterações estruturais da própria membrana e dos 

tecidos adjacentes a ela, ocasionando perda irreversível dos fotorreceptores e 

consequente baixa acuidade visual (BRESSIER et al., 2006; NEHEMY, 2006; 

SEDDON; CHEN, 2006). 

Várias teorias foram descritas para explicar o mecanismo fisiopatogênico da 

DMRI, incluindo: peroxidação lipídica, processos inflamatórios e alteração no 

sistema imune (HADDAD et al., 2006; SEDDON; CHEN, 2006). Estudos 

epidemiológicos têm sido realizados com o intuito de identificar os fatores de risco 

relacionados à doença (CLEMONS et al., 2005; DeANGELIS et al., 2007). O 

tabagismo e a obesidade são os principais fatores demonstrados (DeANGELIS et 

al., 2007; SCHAUMBERG et al., 2007), assim como indivíduos de cor branca 

(VANDERBEEK et al., 2011), idade avançada (SEDDON; CHEN, 2006) e fatores 

dietéticos (AGE-RELATED EYE DISEASE STUDY RESEARCH GROUP, 2000). 

Além de fatores ambientais, existe forte evidência de que alterações genéticas 

desempenham importante papel no desenvolvimento da DMRI. Estudos apontam 

vários genes, principalmente dos cromossomos 1q e 10q, associados à doença 

(HADDAD et al., 2006; LI et al., 2006; SCHAUMBERG et al., 2007). A grande 

maioria dos trabalhos demonstra que indivíduos portadores de polimorfismos nos 

genes fator de complemento H (CFH) e LOC387715/ARMS2 possuem risco 

aumentado de apresentar DMRI (DeANGELIS et al., 2007; MALLER et al.,  2006; 

SCHAUMBERG et al., 2007), especialmente quando essas alterações estão 

associadas a tabagismo e/ou obesidade (SCHAUMBERG et al., 2007). 

Outros polimorfismos genéticos têm sido associados à DMRI, como nos 

genes: fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) (CHURCHIL et al., 2006; 

JANIK-PAPIS et al., 2009; YU et al., 2011), gene da lipase hepática (SEDDON; 
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REYNOLDS; ROSNER, 2010), fator de complemento B (FCB) (SPENCER et al., 

2007), componente do complemento 2 (C2) (GOLD et al., 2006) e CX3CR1 (TUO et 

al., 2004). Em alguns desses genes, como o da lipase hepática (SEDDON; 

REYNOLDS; ROSNER, 2010), os polimorfismos são protetores, conferindo menor 

risco de desenvolver a doença. 

Nesta pesquisa, objetivou-se investigar a associação entre a DMRI e os 

polimorfismos nos genes CFH e LOC387715/ARMS2, pela relevância 

epidemiológica destes genes em outras populações, conforme sugerido pela 

literatura. Também se decidiu pela avaliação da eventual associação de 

polimorfismo genético do VEGF, em decorrência da importância clínica e terapêutica 

da proteína codificada por este gene, fato ainda controverso na literatura. 

Esta tese é apresentada no formato de artigos científicos que se originaram 

desta pesquisa. Inicialmente, procurou-se fazer uma ampla revisão da literatura, com 

a finalidade de identificar criticamente os polimorfismos genéticos com maior 

potencial de associação com a DMRI. O produto dessa análise resultou no artigo de 

revisão de literatura, intitulado The role of molecular genetic factors in age-related 

macular degeneration, publicado no periódico Arquivos Brasileiros de Oftalmologia. 

Os resultados da pesquisa e as partes essenciais da metodologia empregada são 

apresentados em outros dois artigos, intitulados Association analysis of CFH and 

LOC387715 gene polymorphisms in a Brazilian cohort with age-related macular 

degeneration, ressubmetido para publicação no periódico Ophthalmic Epidemiology, 

e Homozygosity for the +674C>T polymorphism on VEGF gene is associated with 

age-related macular degeneration in a Brazilian cohort, publicado no periódico 

Graefe’s Archive for Clinical and Experimental Ophthalmology. Visando uma melhor 

explanação da metodologia, que naturalmente não caberia em um único artigo 
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científico, decidiu-se incluir nesta tese uma seção de “Métodos”, em que ela é mais 

bem detalhada. Incluiu-se, finalmente, uma seção de “Discussão”, com a finalidade 

de encadear os diferentes aspectos da pesquisa, bem como a sua conclusão e 

possíveis desdobramentos.   
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

Como mencionado anteriormente, a revisão de literatura é apresentada por 

meio da transcrição do Artigo 1, intitulado The role of molecular genetic factors in 

age-related macular degeneration, publicado no periódico Arquivos Brasileiros de 

Oftalmologia. 

 

 



26 
 

Revisão de literatura – Artigo 1 

Artigo 1 
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3 OBJETIVOS 

 

Esta tese teve como objetivo geral analisar, em uma amostra da população 

brasileira, a associação da DMRI com polimorfismos genéticos e avaliar possíveis 

correlações entre genótipo e fenótipo. 

Para isso, delimitaram-se quatro objetivos específicos: 

1. Investigar a associação entre a DMRI e o polimorfismo nos genes CFH 

(1227T>C -rs1061170) e LOC387715/ARMS2  (205G>T - rs10490924); 

2. Investigar a associação entre a DMRI e o polimorfismo no gene VEGF 

(+674C>T - rs1413711); 

3. Analisar o efeito aditivo dos polimorfismos dos três genes estudados e a 

DMRI; 

4. Analisar a eventual correlação entre os subtipos de DMRI – seca ou 

exsudativa – e os polimorfismos nos três genes estudados. 
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4 MÉTODOS 

 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 

Federal de Minas Gerais (UFMG), de acordo com o Parecer nº ETIC 395/07, de 9 de 

novembro de 2007 (Anexo 1), pelo Comitê de Ética Médica Interno do Instituto da 

Visão, em 22 de outubro de 2007 (Anexo 2), e pelo Comitê de Ética do Centro 

Especializado em Olhos (Anexo 3). 

 

4.1 Pacientes 

 

O presente estudo envolveu 163 indivíduos portadores de DMRI seca e 

exsudativa, grupo DMRI, atendidos no Instituto da Visão, no período de 2008 a 

2011, e 140 pacientes, grupo controle, atendidos no departamento de oftalmologia 

da UFMG e no Centro Especializado em Olhos, no mesmo período. Todos os 

participantes foram informados verbalmente e por escrito sobre a natureza e a 

finalidade do estudo e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido 

segundo a declaração de Helsinki (Apêndices 1 e 2). 

Todos os sujeitos foram submetidos a um questionário criterioso sobre seus 

antecedentes pessoais e familiares, tanto sistêmicos como oftalmológicos, incluindo 

história atual ou pregressa de tabagismo, à mensuração de altura e de peso e a 

exame oftalmológico completo (Apêndices 3 e 4). Os sujeitos do grupo DMRI foram 

também submetidos à angiofluoresceinografia e à tomografia de coerência óptica. 

Os portadores de DMRI tiveram ambos os olhos classificados de acordo com 

o sistema de estadiamento clínico da maculopatia relacionada à idade (CARMS), 

descrito e validado por Seddon, Sharma e Adelman (2006) (Tabela 1). 
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Tabela 1. Sistema de estadiamento clínico da maculopatia relacionada à idade. 

Grau de 

maculopatia 

Características clínicas 

1 Ausência de drusas ou < 10 drusas pequenas na ausência de 

irregularidades no EPR 

2 Aproximadamente ≥ 10 drusas pequenas, ou < 15 drusas 

intermediárias, ou presença de irregularidades no EPR associadas à 

DMRI 

a. Drusas 

b. Irregularidades no EPR (hiperpigmentação e hipopigmentação) 

c. Tanto drusas como irregularidades no EPR 

3 Aproximadamente ≥ 15 drusas intermediárias ou qualquer drusa 

grande 

a. Ausência de descolamento drusenoide do EPR 

b. Presença de descolamento drusenoide do EPR 

4 Atrofia geográfica com envolvimento do centro macular, ou atrofia 

geográfica não central com pelo menos 350 µm 

5 DMRI exsudativa, incluindo descolamento não drusenoide do EPR, 

descolamento seroso ou hemorrágico da retina, MNVSR com 

hemorragias ou fibroses sub-retinais ou sub-EPR, ou cicatrizes 

consistentes com tratamento de DMRI 

a. Descolamento seroso do EPR, em ausência de MNVRS 

b. MNVSR ou cicatriz disciforme 

EPR: epitélio pigmentado da retina; DMRI: degeneração macular relacionada à 

idade; MNVSR: membrana neovascular sub-retiniana. 

Drusas pequenas: < 63 µm; drusas intermediárias: ≥ 63 µm e < 125 µm; drusas 

grandes: ≥ 125 µm; descolamento drusenoide do EPR: drusas moles confluentes ≥ 

500 µm. 

Fonte: Seddon, Sharma e Adelman (2006, p. 261, tradução nossa). 
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Foram incluídos na pesquisa, no grupo DMRI, apenas indivíduos que 

apresentavam, no olho mais acometido pela doença, estágios 3, 4 ou 5. Para efeitos 

deste trabalho, considerou-se que os pacientes com grau 3 apresentavam DMRI 

precoce e os pacientes com graus 4 ou 5 no olho mais acometido apresentavam 

DMRI avançada. 

Foram incluídos no grupo controle, apenas indivíduos que não apresentavam 

sinais de DMRI em qualquer um dos olhos. 

Foram excluídos os indivíduos com histórico de diabetes, câncer, doenças 

reumatológicas ou alguma evidência de doença macular, como miopia degenerativa, 

estrias angioides, descolamento de retina, retinopatias isquêmicas, inflamatórias ou 

infecciosas. 

 

4.2 Método laboratorial 

 

O estudo laboratorial foi mascarado, ou seja, cada material coletado recebeu 

um código sequencial para evitar que o pesquisador tivesse acesso à identificação 

de participantes de ambos os grupos. 

 

4.2.1 Coleta do material 

 

Amostras de sangue (10 mL) foram obtidas por punção venosa previamente 

ao exame angiofluoresceinográfico nos pacientes do grupo DMRI e após o exame 

oftalmológico dos participantes do grupo controle. O material foi imediatamente 
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armazenado em tubo estéril contendo ácido etilenodiamino tetracético (EDTA) e 

mantido em temperatura ambiente. 

 

4.2.2 Extração do DNA 

 

A extração do DNA das amostras de sangue foi realizada empregando-se o 

método de Lahiri e Nurnberger Junior (1991), modificado por Cavalli e outros (1996) 

e Salazar e outros (1998), como segue: transferiu-se a amostra para um tubo tipo 

falcon; adicionou-se volume de solução tampão correspondente ao volume de 

sangue e 300 µL de Triton X-100. Centrifugou-se por 15 min a 4°C (1000 x g); em 

seguida, o sobrenadante foi desprezado e o pellet foi mantido e irrigado com o 

mesmo volume de solução tampão utilizado anteriormente. Esse produto foi 

centrifugado por 10 min a 4°C (800 x g); o sobrenadante foi novamente desprezado 

e o pellet ressuspenso em 1600 µL de solução tampão e 100 µL de sódio dodecil 

sulfato 10% (SDS), usado para dissolução (lise) de leucócitos. Agitou-se 

vigorosamente o tubo e, utilizando o vortexador, fragmentou-se o pellet. O tubo foi 

incubado a 55°C em banho-maria por 10–20 min. Adicionaram-se 900 µL de NaCl e 

centrifugou-se o tubo por 15 min a 4°C (11000 x g). O sobrenadante foi transferido 

para um tubo tipo falcon contendo 5 mL de etanol absoluto para a coleta do DNA 

com a pipeta Pasteur, que foi posteriormente imergido em outro tubo tipo falcon com 

300 µL de etanol 70%. Retirou-se a pipeta contendo o DNA e este foi ressuspenso 

em 500 µL de tris(hidróximetil)aminometano (Tris) EDTA (TE) e incubado durante 

dois dias a 55°C. A amostra de DNA foi, então, armazenada a 4°C. As amostras 

foram quantificadas por meio de espectrofotometria e, posteriormente, diluídas para 

uma concentração de 50 ng µL-1. 
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4.2.3 Reação em cadeia da polimerase em tempo real (Real-time polymerase chain 

reaction – RT-PCR) 

  

A genotipagem foi realizada utilizando insumos TaqMan® SNP Genotyping 

Assays da Applied Biosystems (Foster City, CA, Estados Unidos). 

As sondas utilizadas, exclusivas para cada polimorfismo – rs1061170 (CFH), 

rs10490924 (LOC387715) e rs1413711 (VEGF), foram encomendadas e construídas 

pela Applied Biosystems. Cada sonda possuía dois marcadores específicos para 

cada alelo do polimorfismo, chamados fluoróforos, moléculas que absorvem e 

emitem luz em um comprimento de onda característico, utilizadas para a detecção 

dos polimorfismos ao longo dos ciclos da RT-PCR. 

O protocolo empregado para a realização da RT-PCR foi o sugerido pelas 

instruções de uso do TaqMan® Genotyping Master Mix, como segue: 3,5 µL  do 

tampão, 0,1 µL da sonda, 3,4 µL de água deionizada e  1,0 µL de DNA (50 ng µL-1), 

formando um volume total de 8 µL. 

O produto assim obtido foi, então, colocado no aparelho de RT-PCR, que 

consiste em um termociclador com leitor de fluorescência, para a realização da RT-

PCR, leitura e análise dos polimorfismos utilizando o programa de discriminação 

alélica (Stratagene Mx3005 – MxPro qPCR Software, 2007). As condições para a 

realização da RT-PCR foram: um ciclo de 10 min a 95°C (para ativação enzimática), 

50 ciclos de 15 s a 95°C (para desnaturação) e 60 s a 60°C (para hibridização ou 

anelamento e extensão). 

Os polimorfismos foram escolhidos utilizando a base de dados do Hapmap 

(http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/). Para controle de qualidade de cada placa RT-
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PCR, uma das amostras não continha DNA (amostra padrão) e 10% das amostras 

testadas foram retestadas na mesma placa. 

 

4.2.4 Leitura e análise da placa de RT-PCR 

 

Na análise, cada amostra é representada por um ponto em um gráfico com 

eixos de fluorescência, do seguinte modo: a amostra de um indivíduo homozigoto 

fica disposta perto dos eixos, enquanto a amostra de um indivíduo heterozigoto fica 

disposta entre os dois eixos, porquanto os dois fluoróforos estão presentes e a 

fluorescência é intermediária. Para o presente estudo, a leitura foi realizada por 

intermédio da determinação manual das amostras discriminadas no gráfico pela 

proximidade ao eixo de fluorescência, de acordo com a fluorescência de cada 

amostra (Figura 1). Quando não houve contaminação da placa, a amostra padrão 

(sem DNA) não apresentou fluorescência. As amostras com fluorescências 

duvidosas foram excluídas da análise. Os fluoróforos (6-carboxifluoresceína – FAM e 

hexacloro-6-carboxifluoresceína – HEX) de cada sonda indicam a presença de um 

alelo específico de cada polimorfismo predeterminado pelo fabricante, como segue: 

a. Polimorfismo: rs1061170 (CFH) 

 FAM: Alelo T (alelo ancestral) 

 HEX: Alelo C (alelo de risco) 

 

b. Polimorfismo: rs10490924 (LOC387715)  

 FAM: Alelo T (alelo de risco) 
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 HEX: Alelo G (alelo ancestral) 

c. Polimorfismo: rs1413711 (VEGF) 

 FAM: Alelo C (alelo ancestral) 

 HEX: Alelo T (alelo de risco) 

 

 

Figura 1. Resultado da leitura da RT-PCR com as amostras já selecionadas 

manualmente. 

 

4.3 Análise estatística 

  

As informações coletadas foram digitadas em um banco de dados 

desenvolvido no Excel®. Os resultados descritivos foram obtidos utilizando 

frequências e porcentagens para as características das diversas variáveis 

categóricas. Para as variáveis quantitativas, foram obtidas medidas de tendência 

central (média e mediana) e medidas de dispersão (desvio padrão – DP). 

Na análise dos grupos isoladamente e na comparação entre os grupos, as 

covariáveis quantitativas foram avaliadas com o uso do teste t de Student. As 

Homozigotos 

Homozigotos

Heterozigotos
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comparações das variáveis categóricas entre os grupos foram realizadas a partir de 

tabelas de contingência, sendo aplicado a elas o teste Qui-quadrado com correção 

de Yates para comparação de proporções quando apresentavam apenas duas 

categorias em cada variável. Na vigência de mais de duas categorias, foi utilizado o 

teste Qui-quadrado de Pearson. Na presença de pelo menos uma frequência 

esperada menor do que cinco, foi utilizado o teste exato de Fisher. 

Em uma população ideal, tanto as frequências alélicas como as genotípicas 

serão constantes entre gerações, na ausência de migração, mutação e seleção 

natural. Trata-se de um equilíbrio alélico e genotípico, princípio conhecido como lei 

de Hardy-Weinberg (NUSSBAUM; McINNES; WILLARD, 2002). 

Com o objetivo de testar se as amostras estavam em equilíbrio de Hardy-

Weinberg, foi aplicado o teste Qui-quadrado, de modo a comparar as frequências 

genotípicas observadas, as quais foram encontradas na pesquisa, com as 

frequências esperadas, obtidas por meio deste princípio. A aplicação do teste Qui-

quadrado foi feita em três etapas: a. considerando todos os indivíduos do estudo; b. 

considerando apenas o grupo DMRI; c. considerando apenas o grupo controle. 

Foi realizada a análise de regressão logística multivariada, que tem por 

objetivo avaliar o efeito aditivo dos genes como fatores de risco para DMRI. A 

adequação do modelo foi feita por meio do teste de Hosmer-Lemeshow. Como 

critério de inclusão na regressão multivariada, foi utilizado valor alfa inferior a 0,25 

na análise univariada. Como os três genes e seus respectivos polimorfismos faziam 

jus a esse critério, foram inseridos no processo de seleção de covariáveis. 

Foi considerada significância estatística se p < 0,05; o odds ratio (OR) e o 

intervalo de confiança 95% (IC 95%) foram calculados para cada análise. 
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5 RESULTADOS 

  

Conforme previamente mencionado, os resultados obtidos são aqui 

apresentados por meio de dois artigos científicos resultantes da pesquisa. 

Como a literatura apresenta forte evidência de que os genes CFH e 

LOC387715 estejam associados à DMRI, o Artigo 2 incluiu o estudo conjunto destes 

dois genes em uma população brasileira. No entanto, a literatura mostra resultados 

controversos com relação ao gene VEGF, razão pela qual este mereceu um estudo 

em separado, que resultou no Artigo 3. 
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5.1 Artigo 2 – ressubmetido para publicação na revista Ophthalmic 

Epidemiology 
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Abstract   

PURPOSE: To investigate the association between the CFH and LOC387715 gene 

polymorphisms and age-related macular degeneration (AMD) in a Brazilian cohort. 

METHODS: We examined 163 individuals with AMD and 140 controls recruited at the 

Department of Ophthalmology of the Universidade Federal de Minas Gerais, at the 

Instituto da Visão, and at the Centro Especializado em Olhos, in Brazil, between 

2007 and 2011. Genotyping for CFH rs1061170 and LOC387715 rs10490924 single 

nucleotide polymorphisms (SNPs) was performed. The odds ratio (OR) for all the 

studied genotypes (heterozygous and homozygous) of both genes were calculated 

compared to homozygous ancestral allele. RESULTS: Homozygosity for CFH and 

LOC387715 at-risk allele was 33.3% and 23.6%, respectively, for AMD individuals, 

and 10.1% and 7.2%, respectively, for controls (p < 0.001). OR was 7.8 (95% 

confidence interval – 95% CI: 4.1-15.4, p < 0.001) for CFH wild-genotype (CC) and 

5.6 (95% CI: 2.7-11.7, p < 0.001) for LOC387715 (TT). Subjects homozygous for 

both polymorphisms had a much higher risk of developing AMD (OR 33.3, 95% CI: 

12.8-86.4). The proportion of ancestry in each group indicated that AMD patients had 

a higher European (Caucasian) component than controls. CONCLUSION: CFH and 

LOC387715 polymorphisms were strongly associated with AMD in this Brazilian 

cohort. 

 

Keywords: AMD, CFH, LOC387715, polymorphism, CNV, Brazilian population. 
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Introduction 

Age-related macular degeneration (AMD) is a progressive disorder that affects 

the central part of the retina, involving Bruch’s membrane, the retinal pigment 

epithelium (RPE), and the photoreceptors.1–3 AMD is an important cause of visual 

impairment in the elderly population worldwide.1,2 Initially, the disease is 

characterized by the presence of drusen with areas of hyperpigmentation or 

depigmentation and can progress to two types of late-stage AMD. Nonexudative 

AMD (dry or atrophic type) manifests as geographic atrophy with sharply demarcated 

areas of depigmentation caused by atrophy of the RPE and overlying 

photoreceptors.1 Exudative AMD (wet or neovascular type) occurs when a choroidal 

neovascular membrane (CNVM) grows under the RPE or between the RPE and the 

neurosensory retina, leading to subretinal hemorrhage and subsequent scar tissue 

formation.1 

Susceptibility to AMD is a multifactorial trait involving both environmental 

factors, such as smoking, diet, and body mass index, and genetic risk factors.1,3–7 

Some studies have demonstrated that a common single nucleotide polymorphism 

(SNP) of the complement factor H gene (CFH) at 1q32 (Y402H or 1277T>C – 

rs1061170) is strongly associated with both the atrophic and neovascular forms of 

AMD.4–15 This gene encodes the CFH protein, which is a major inhibitor of the 

complement system and directly inhibits both classical and alternate complement 

pathways. Therefore, the absence of factor H or its low activity can lead to 

unchecked complement activation, serving as an inflammatory stimulus for the 

formation of drusen.3,12 

Together with CFH, SNP on a second putative gene, LOC387715, also known 

as ARMS2, localized at 10q26 (A69S, 205G>T - rs10490924), accounts for more 
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than 50% of AMD susceptibility,8,15–21 although its function remains unknown. Two 

previous studies demonstrated that the gene product is a mitochondrial protein, and 

the A69S substitution could affect mitochondrial function, resulting in an increased 

vulnerability to aging-related degeneration of macular photoreceptors.20,21 

In the present study, we investigated the association between CFH and 

LOC387715 genes and AMD in a Brazilian population. 

 

Patients and Methods 

This study was performed at the Department of Ophthalmology of the 

Universidade Federal de Minas Gerais, at the Instituto da Visão, and at the Centro 

Especializado em Olhos, Brazil. We examined 163 individuals with AMD and 140 

controls between 2007 and 2011. 

All subjects were informed about the nature of the study and signed a written 

consent in accordance with the guidelines in the Declaration of Helsinki. The study 

was also approved by the Ethics Committee of the three participant institutions. 

Each subject underwent a complete clinical ophthalmic examination. 

Fluorescein angiography (FA) and optical coherence tomography (OCT) were 

performed in all patients in the AMD group, and indocyanine green angiography 

(ICG) when indicated.  

Only individuals not presenting AMD symptoms and signs in either eye were 

included in the control group. 

Participants in the AMD group had both eyes evaluated according to the 

clinical age-related maculopathy staging (CARMS) system22 and classified as 

follows: grade 1 –  no drusen or < 10 small drusen without pigment abnormalities; 
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grade 2 – approximately ≥ 10 small drusen or < 15 intermediate drusen, or pigment 

abnormalities associated with ARM; 2a – drusen; 2b – RPE changes 

(hyperpigmentation and hypopigmentation); 2c – Both drusen and RPE changes; 

grade 3 – approximately ≥ 15 intermediate drusen or any large drusen; 3a – no 

drusenoid RPE detachment; 3b – drusenoid RPE detachment; grade 4 – geographic 

atrophy with involvement of the macular center, or noncentral geographic atrophy ≥ 

350 µm in size; grade 5 – exudative AMD, including nondrusenoid pigment epithelial 

detachments, serous or hemorrhagic retinal detachments, CNVM with subretinal or 

sub-RPE hemorrhages or fibrosis, or scars consistent with treatment of AMD; 5a – 

serous RPE detachment, without CNVM; 5b – CNVM or disciform scar. 

Only individuals presenting, in the most affected eye, AMD grades 3, 4, or 5 

were included in the study. Grade 3 patients were considered to have early AMD, 

whereas patients presenting grades 4 or 5 were considered to have advanced AMD. 

Individuals presenting diabetes, cancer, rheumatic diseases or any evidence 

of macular disease, such as degenerative myopia, angioid streaks, retina 

detachment, ischemic, inflammatory, or infectious retinopathies were excluded. 

Genomic DNA was isolated from whole blood using the high salt method of 

Lahiri and Nurnberger Jr.23 Genotyping was performed using the TaqMan® SNP 

Genotyping Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The probes used 

corresponded to the following SNPs: rs1061170 (CFH gene) and rs10490924 

(LOC387715 gene). All polymorphisms were chosen using the Hapmap database 

(http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/). Real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) 

genotyping used the allelic discrimination mode (Stratagene Mx3005 – MxPro qPCR 

Software, 2007). Genotyping was performed twice, using independent RT-PCR 

processes. Retypes of 10% of the whole sample were performed for quality control. 
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RT-PCR protocols were carried out according to the manufacturer’s instructions for 

the TaqMan® Genotyping Master Mix (Applied Biosystems), using 3.5 µL buffer, 0.1 

µL probe, 3.4 µL deionized water, and 1.0 µL DNA (50 ng µL-1), to a total volume of 8 

µL and under the following conditions: 1 cycle (95°C for 10 min) and 50 cycles (95°C 

for 15 s, 60°C for 1 min). 

Because of the extensive admixture in Brazilian population, we also studied 

the ancestry component using molecular markers. Each individual DNA was 

independently genotyped for a set of 40 biallelic short insertion/deletion 

polymorphisms (indels). As a population clustering algorithm, we applied the 

Structure program version 2.3 (http://pritch.bsd.uchicago.edu/structure.html).  

Chi-square test was used to compare patients in the AMD and control groups 

for possible associations between SNP genotype and phenotype. In the presence of 

at least one expected frequency lower than 5, the Fisher test was used. When there 

was only one degree of freedom in Chi-square test, the Yates correction was 

employed. Logistic regression for the case-control data was also used, followed by 

the Hosmer-Lemeshow test to certify the additive effects between the two genes, as 

well as to adjust other risk factors. Hardy-Weinberg equilibrium for the genotype 

frequencies was verified by the chi-square test. A p value of less than 0.05 was 

considered significant. Odds ratio (OR) and 95% confidence interval (95% CI) were 

calculated. 

 

Results 

 A total of 303 individuals were included in the study, 163 in the AMD group 

(76.6 % exudative and 23.4% nonexudative); patients with unilateral CNVM were 
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classified as exudative. The mean age of patients in the AMD group was slightly 

higher than in the control group. However, excluding the subjects above 80 years old 

of both groups (33 in the AMD group and 14 in the control group), the difference was 

no longer significant, although all the other results remained significant after their 

exclusion. Also, no significant differences were found between groups in the 

distribution of gender, body mass index, or cigarette smoking habit (Table 1). 

 

Table 1 Baseline characteristics of the study population. 

Parameter AMD Control p-value 

Sample size 163 140  

Age 75.7±8.3 73.0±7.1 0.0031 

Age (< 80 years old) 72.9±7.0 71.1±6.0 0.121

Gender    

Male (%) 86 (52.8) 85 (60.7) 
0.202 

Female (%) 77 (47.2) 55 (39.3) 

BMI    

Low (%) 5 (3.1) 4 (2.9) 

0.903 
Normal (%) 71 (43.5) 56 (40.0) 

Overweight (%) 52 (31.9) 50 (35.7) 

Obese (%) 35 (21.5) 30 (21.4) 

Cigarette smoking    

Yes (%) 86 (52.8) 78 (55.7) 
0.692 

No (%) 77 (47.2) 62 (44.3) 

AMD: group presenting age-related macular degeneration; BMI: body mass index. 

1 Student’s t-test. 2 Chi-square test and Yates correction. 3 Fisher test. 
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Among patients in the AMD group, 84% were white and 16% were black or 

intermediate, compared with 51.4% and 48.6%, respectively, in the control group (p < 

0.001). The proportion of European, African, and Amerindian ancestry in each group 

indicated that the AMD group had higher European (Caucasian) component than the 

control group (Figure 1). 

 

 

 

Figure 1. Slot plot of the proportion of European (EU), African (AF), and Amerindian 

(AM) ancestry in the group presenting age-related macular degeneration (AMD) and 

in the control group. 

 

The genotype and allele frequency distribution of the CFH rs1061170 (“C” at-

risk allele) and LOC387715/ARMS2 rs10490924 (“T” at-risk allele) polymorphisms in 

the AMD and control groups are shown in Table 2. 
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Table 2. Genotype and allele frequency distribution in the group presenting age-

related macular degeneration (AMD) and in the control group. 

Parameter Frequency distribution p-value OR 95% CI 

AMD 

(n = 163) 

Control 

(n = 140) 

n % n % 

CFH        

Genotype        

CC 54 33.3 14 10.1 < 0.0011 7.8 4.1-15.4 

TC 74 45.7 57 41.0 2.7 1.6-4.4 

TT 33 20.4 68 48.9  1  

Allele        

C 182 56.5 85 30.6 < 0.00011 2.9 2.1-4.1 

T 140 43.5 193 69.4  1  

Undetermined 2  1     

LOC387715        

Genotype        

TT 38 23.5 10 7.2 
< 0.0011 

5.6 2.7-11.7 

GT 69 42.6 49 35.5 2.1 1.3-3.2 

GG 54 33.3 79 57.2  1  

Allele        

T 145 45.0 69 25.0 < 0.00011 2.4 1.7-3.4 

G 177 55.0 207 75.0  1  

Undetermined 2  2     

1 Chi-square test and Yates correction. 
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A highly significant association was found between CFH CC genotype and risk 

of AMD, with 33.3% of patients in the AMD group and 10.1% in the control group 

being homozygous for this variant (OR 7.8; 95% CI: 4.1-15.4; p < 0.001). The 

prevalence of LOC387715 homozygosity (TT) was 23.5% and 7.2%, in the AMD and 

control groups, respectively (OR 5.6; 95% CI: 2.7-11.7; p < 0.001). 

Both CFH and LOC387715 at-risk alleles were significantly associated with 

AMD subtypes (dry and wet), although only homozygous genotypes were associated 

with nonexudative cases in the AMD group (Tables 3 and 4). 

In logistic regression models, we demonstrated additive effects of the two 

genes. Based on the evidence for supermultiplicative joint effects of these variants, 

we designed a model to calculate the probability of developing AMD for each 

possible combination of the Y402H and A69S genotypes. We estimated the OR from 

this model in 5.1 (95% CI: 2.6-10.2) among subjects who were CFH and LOC387715 

heterozygous, and 33.3 (95% CI: 12.8-86.4) among those who were homozygous for 

both at-risk alleles (Table 5). 

Using logistic regression, we also assessed the risk factor for race. Controlling 

this factor, OR for both genes presented a discreet decrease, but remained 

significant, as shown in Table 6. 

In both groups, the genotype frequencies of both SNPs exhibited Hardy-

Weinberg equilibrium. 

 

Discussion 

The complex ethiopathogenesis of AMD is not yet completely clear. In the last 

few years, several studies have demonstrated the association of AMD and genetic 
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polymorphisms, among which CFH and LOC387715 are worth mentioning. Other 

polymorphisms, such as: complement factor B (protective),24,25 complement 

component 2 (protective),24,25 vascular endothelial growth factor (VEGF),26–28 

SERPING129, and others have also been associated with AMD. Simultaneously, 

great effort has been devoted to understand how the functions of these genes might 

explain the physiopathology of this disease. 

 

Table 3. Genotype frequency distribution in patients with exudative AMD in the group 

presenting age-related macular degeneration (AMD) and in the control group. 

Parameter Frequency distribution p-value OR 95% CI 

AMD 

(n = 125) 

Control 

(n = 140) 

n % n % 

CFH        

Genotype        

CC 41 33.1 14 10.1 < 0.00011 7.9 3.7-17.0 

TC 58 46.8 57 41.0 < 0.0011 2.7 1.5-4.9 

TT 25 20.2 68 48.9    

Undetermined 1  1     

LOC387715        

Genotype        

TT 31 24.8 10 7.2 < 0.00011 5.8 2.6-13.0 

GT 52 41.6 49 35.5 < 0.051 1.9 1.1-3.4 

GG 42 33.6 79 57.2    

Undetermined 0  2     

1 Chi-square test and Yates correction. 
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Table 4. Genotype frequency distribution in patients with nonexudative AMD in the 

group presenting age-related macular degeneration (AMD) and in the control group. 

Parameter Frequency distribution p-value OR 95% CI 

AMD 

(n = 38) 

Control 

(n = 140) 

n % n % 

CFH        

Genotype        

CC 13 35.1 14 10.1 < 0.00011 7.8 2.7-22.5 

TC 16 43.2 57 41.0 0.091 2.3 0.9-5.9 

TT 8 21.6 68 48.9    

Undetermined 1  1     

LOC387715        

Genotype        

TT 7 18.9 10 7.2 < 0.051 4.6 1.4-14.4 

GT 17 45.9 49 35.5 0.071 2.2 1.0-5.1 

GG 12 32.4 79 57.2    

Undetermined 1  2     

1 Chi-square test and Yates correction. 

 

The function of LOC387715 in AMD is still largely unknown.15–19 It has been 

suggested that LOC387715 confers a risk for AMD through the mitochondrial 

pathway.20,21 More recently, another study showed that the protein is mainly 

distributed in the cytosol, not in the mitochondrial or the cellular cytoskeleton system, 

although its function remains unclear.30 
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Table 5. Joint effects of LOC387715 and CFH genotypes. 

CFH LOC387715 

GG GT TT 

TT    

 OR (95% CI) 1.0 (1.0-1.0) 1.8 (1.1-2.8) 5.0 (2.5-9.9) 

Nº AMD/Control 12/36 14/24 6/6 

TC    

 OR (95% CI) 2.9 (1.8-4.6) 5.1 (2.6-10.2) 14.2 (6.0-34.1) 

Nº AMD/Control 28/34 29/19 17/4 

CC    

 OR (95% CI) 6.7 (3.6-12.6) 12.0 (5.5-26.4) 33.3 (12.8-86.4) 

Nº AMD/Control 14/8 23/6 14/0 

AMD: group presenting age-related macular degeneration. 

Estimates of OR and 95% CI were calculated simultaneously from a conditional logistic regression 

model for each possible combination genotype of the two polymorphisms. 

Logistic regression and Hosmer-Lemeshow test. 

 

For the first time, a polymorphism on this gene was studied in a Brazilian 

population. Our results showed a strong association between 205G>T and AMD (OR 

5.6; 95% CI: 2.7-11.7; p < 0.001). These results were similar to others found in 

different countries, ranging from 2.3 to 7.3.16,17 
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Table 6. Joint effects of LOC387715 and CFH genotypes controlling for race. 

Race CFH LOC387715 

GG GT TT 

Non-Caucasian 

TT    

 OR  1 1.4 3.9 

95% CI (1.0-1.0) (1.2-5.3) (2.3-8.9) 

TC    

 OR  2.3 4.5 12.8 

95% CI (1.5-5.6) (2.3-9.5) (5.3-29.1) 

CC    

 OR 5.8 10.1 30.7 

95% CI (2.8-10.5) (5.1-23.0) (11.8-84.9) 

Logistic regression and Hosmer-Lemeshow test.  

 

CFH protein functions as an inflammatory pathway inhibitor.31,32 Low 

circulating levels of this protein are more prevalent in AMD patients than in controls.32 

In the present study, we found that the OR for CFH CC genotype was 7.8  (95% CI 

4.1-15.4; p < 0.001), similar to the results reported for different populations, with OR 

ranging from 2.4 to 7.4.4–7 However, our findings differ from the results of another 

Brazilian study carried out in a sample from the state of São Paulo (OR 4.63; 95% CI 

2.32-9.22).33 This disparity may be due to sampling bias, such as inclusion criteria, 

demographic factors, and/or limited number of patients. Brazil is a country of 
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continental dimension and in the present study patients originally from most states 

were included. 

Our data also indicate that CFH CC and LOC387715 TT genotypes were 

significantly associated with both exudative and nonexudative AMD. These findings 

are consistent with some previous studies.4–6,18 Nevertheless, there is some 

controversy on this subject, since some studies suggest that LOC387715 may be 

more related with exudative AMD.15 In our work, the heterozygous genotypes of both 

genes were not related with nonexudative AMD, but this result may be due to limited 

number of patients in this sample. 

In this study, the subjects homozygous for the risk variant at both loci 

presented a 33.3-fold increased risk of developing AMD with a wide 95% CI, which is 

consistent with previous studies.8,17 Similar additive effects between these two genes 

were demonstrated by Schaumberg et al.8 (OR 50.48; 95% CI: 10.77-236.57) and 

Rivera et al.17 (OR 57.6; 95% CI: 37.2-89.0). 

Nonetheless, genetic polymorphisms do not account solely for the risk of 

AMD. Rather than that, multiple gene interactions as well as dietary and 

environmental factors in the setting of the aging process all contribute to the 

occurrence of AMD. 

The Brazilian population is ethnically diverse and therefore studies on 

multifactorial diseases, involving risk factors such as race and genetic 

polymorphisms, are relatively complex. Taking into consideration that skin color is not 

a reliable criterium to determine the genomic ancestry of a Brazilian individual,34–36 

we could not use it to subdivide the studied population into racial groups. 

Consequently, only studying indels it was possible to determine the prevalent race of 

each subject included in this research. 
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Using this analysis it was possible to detect that the European ancestry 

component (Caucasian) was more prevalent in the AMD group. Similar findings have 

been supported in other epidemiology studies.37,38 Vanderbeek et al.37 showed that 

blacks, Latinos, and Asian Americans do not appear to have similar risks of 

developing AMD as whites. 

We considered the Caucasian race as a possible risk factor for AMD. Based 

on this, we performed the logistic regression to control this factor and observed that 

OR discreetly decreased in all genotypic possibilities, although it remained 

significant. This fact suggests that both risk factors, racial and genetic, are 

independently associated with AMD in the Brazilian population.  

In conclusion, the present study showed that the frequencies of risk alleles 

(CFH “C” and LOC387715 “T”) and risk genotypes were significantly higher in the 

AMD group in a Brazilian population. 

AMD is a complex and multifactorial disease for which the precise 

pathophysiology is still unknown. The increased prevalence of these two 

polymorphisms and their strong association with AMD in different populations 

contributes for a better comprehension of its pathophysiology and therefore can help 

the investigation of new treatments. 
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5.2 Artigo 3 – publicado no periódico Graefe’s Archive for Clinical and 

Experimental Ophthalmology 

 



65 
 

Resultados – Artigo 3 

 



66 
 

Resultados – Artigo 3 

 

 



67 
 

Resultados – Artigo 3 

 

 



68 
 

Resultados – Artigo 3 

 



69 
 

Resultados adicionais 

5.3 Resultados adicionais 

 

Avaliação do efeito aditivo dos três polimorfismos estudados: 1227T>C (CFH), 

205G>T (LOC387715/ARMS) e +674C>T (VEGF). Na Tabela 2, apresentam-se os 

resultados da regressão logística multivariada dos três genes estudados. 

 

Tabela 2. Efeito aditivo dos três polimorfismos estudados. 

 CFH LOC387715 

 GG GT TT 

 TT    

 Odds ratio 3,1 5,5 15,3 

 IC 95% (1,4-6,8) (2,2-13,7) (5,3-43,9) 

VEGF Caso/controle 3/3 2/1 1/0 

TT TC    

 Odds ratio 8,8 15,9 43,9 

 IC 95% (3,4-23,0) (1,2-203,2) (13,2-146,2) 

 Caso/controle 1/1 5/1 3/1 

 CC    

 Odds ratio 20,7 37,1 102,6 

 IC 95% (7,5-56,9) (12,2-112,6) (29,6-355,3) 

 Caso/controle 3/0 8/1 2/0 

 

Observa-se que quando o polimorfismo no gene do VEGF ocorre em 

homozigose e associado a pelo menos um alelo de risco dos genes CFH e 

LOC387715, OR aumenta para 15,9 (IC 95%: 1,2-203,2;  p < 0,01), e quando os três 

genes estão em homozigose, OR aumenta para 102,6 (IC 95%: 29,6-355,3). 
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6 DISCUSSÃO 

 

As pesquisas entre associações genéticas e DMRI iniciaram-se no final da 

década de 1990, mas somente há seis anos os estudos se tornaram consistentes e 

reprodutíveis (EDWARDS et al., 2005; HADDAD et al., 2006; HAGEMAN et al., 

2005; HAINES et al., 2005; KLEIN et al., 2005). 

Trabalhos publicados em 2005, demonstrando a associação da DMRI com o 

polimorfismo no gene CFH, de certa forma representam um divisor de águas na 

compreensão da etiopatogenia da DMRI, abrindo uma extraordinária possibilidade 

de investigação científica. No início deste estudo, em 2006, não havia qualquer 

informação quanto à eventual associação de polimorfismos genéticos com a DMRI 

na população brasileira. Impunha-se, assim, uma pesquisa com adequado rigor 

científico para viabilizar a determinação do perfil dos principais polimorfismos 

genéticos que pudessem estar associados à DMRI na população brasileira. 

Conforme previamente mencionado, os dois principais polimorfismos genéticos que 

apresentavam maior evidência de associação com a DMRI eram os dos genes CFH 

e LOC387715, razão pela qual foram selecionados para este estudo. Acrescentou-

se, ainda, o estudo do gene VEGF, pelas evidências preliminares de sua importância 

e potencial efeito na fisiopatogenia dessa doença. 

A discussão detalhada dos resultados desta tese está apresentada nos 

respectivos artigos e, por esta razão, não será aqui reprisada. Cabe, entretanto, 

apresentar uma discussão de cunho geral, com a finalidade de fornecer uma visão 

panorâmica dos principais resultados desta pesquisa. 
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No Artigo 2, mostrou-se que a população brasileira apresenta um grau de 

associação dos polimorfismos nos genes CFH e LOC387715 semelhante aos 

resultados envolvendo amostras de diferentes países publicados na literatura 

(EDWARDS et al., 2005; HAGEMAN et al., 2005; HAINES et al., 2005; KLEIN et al., 

2005; LI et al., 2006; SCHAUMBERG et al., 2007; SHULER JUNIOR et al., 2007). 

 Já no Artigo 3, mostrou-se que na população brasileira existe uma 

associação entre o polimorfismo do gene VEGF e a DMRI. Essa associação, no 

entanto, foi menos significativa do que a observada para os dois outros 

polimorfismos estudados. Em decorrência da escassez de publicações referentes a 

esse polimorfismo (+674C>T – VEGF) (CHURCHIL et al., 2006; JANIK-PAPIS et al., 

2009; YU et al., 2011), o presente trabalho traz uma contribuição também 

significativa para a literatura, porquanto sugere que este polimorfismo possa, de fato, 

estar relacionado com a DMRI. Dessa maneira, justifica a condução de estudos 

adicionais envolvendo maior número de pacientes, que possam ser realizados com a 

finalidade de corroborar essa hipótese e avaliar a eventual interação desse 

polimorfismo com os demais polimorfismos genéticos, bem como com fatores 

ambientais. 

O presente trabalho mostrou um efeito aditivo bastante significativo entre os 

polimorfismos nos genes CFH e LOC387715, conforme explicitado no Artigo 2, e a 

inclusão do genótipo de risco, em homozigose, do polimorfismo estudado no gene 

VEGF aumenta notavelmente esta significância. 

No início deste trabalho, havia a expectativa de que o perfil genotípico poderia 

ter influência na manifestação fenotípica da doença. Os resultados obtidos neste 

estudo mostraram, assim como em outros trabalhos já publicados (EDWARDS et al., 

2005; HAINES et al., 2005; KLEIN et al., 2005), que na amostra estudada não houve 
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diferença significativa na manifestação fenotípica da doença, atrófica ou exsudativa, 

com relação ao perfil genotípico em homozigose dos três genes. 

 Ao demonstrarmos nesta pesquisa a associação desses polimorfismos 

genéticos com a DMRI, surgiu, naturalmente, o instigante questionamento quanto à 

eventual importância do genótipo na resposta terapêutica aos tratamentos vigentes 

para a doença. Assim sendo, a investigação dessa hipótese suscitou outros 

trabalhos desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa, resultando em artigos já 

publicados ou em vias de publicação, cuja discussão foge aos objetivos desta tese. 

Em síntese, o presente estudo traz uma contribuição para a melhor 

compreensão da etiopatogenia da DMRI, doença cuja prevalência aumenta com a 

idade e, com o aumento da expectativa de vida da população mundial, tende a se 

tornar cada vez mais prevalente e com grande impacto em termos de saúde pública. 

Esse conhecimento torna-se essencial para estabelecer medidas preventivas e 

tratamentos efetivos para uma das principais causas de cegueira em todo o mundo. 
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7 CONCLUSÕES 

 

Os resultados deste estudo permitem chegar às seguintes conclusões: 

1. O polimorfismo 1227T>C do gene CFH e o polimorfismo 205G>T do gene 

LOC387715/ARMS2 estão associados com a ocorrência da DMRI nesta amostra da 

população brasileira; 

2. O polimorfismo +674C>T do gene VEGF, quando em homozigose, está 

associado com a ocorrência da DMRI nesta amostra da população brasileira; 

3. Os polimorfismos dos três genes estudados podem atuar de forma aditiva, 

aumentando o risco de desenvolver a DMRI na população brasileira. O polimorfismo 

no gene VEGF, entretanto, somente apresenta esse efeito aditivo quando se 

encontra em homozigose; 

4. Em homozigose, os polimorfismos dos três genes estudados estão 

associados à ocorrência de ambas as formas da DMRI, atrófica e exsudativa. 
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Apêndice 1 

Apêndice 1 – Termo de consentimento livre e esclarecido – Grupo DMRI 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

ASSOCIAÇÃO DE POLIMORFISMOS GENÉTICOS COM A DEGENERAÇÃO 

MACULAR RELACIONADA À IDADE (DMRI) 

 

Introdução: Você está sendo convidado para participar do projeto de pesquisa 

citado acima. Antes de tomar qualquer decisão, é importante que você leia e 

compreenda as seguintes explicações sobre o procedimento proposto.  Esta 

declaração descreve o objetivo, procedimento, benefícios e riscos do estudo, e 

o seu direito de sair do estudo a qualquer momento. Nenhuma garantia ou 

promessa pode ser feita sobre o resultado do estudo. Estas informações estão 

sendo dadas para esclarecer quaisquer dúvidas sobre a pesquisa proposta, 

antes de obter o seu consentimento. 

 

Objetivo: Investigar a associação entre variações genéticas (ou polimorfismos 

genéticos) e a degeneração macular relacionada à idade. 

 

Resumo: A degeneração macular relacionada à idade (DMRI) é uma doença 

ocular progressiva que afeta muitas pessoas no mundo inteiro. A doença atinge 

a mácula do olho, que é a parte da retina onde ocorre nossa visão central mais 

aguçada. Os danos podem ser ocasionados quando vasos sanguíneos 

crescem e vazam sob essa parte do olho. Embora raramente resulte em 

cegueira completa, ela tira do indivíduo a visão central clara e “direta” 

necessária para ler, dirigir, etc. e deixa as imagens desvanecidas ou causa 

pontos escuros no centro da visão. A visão periférica pode não ser afetada e é 

possível ver com o “canto do olho”. 

 

Procedimentos: Este estudo irá consistir de exame oftalmológico de rotina no 

Hospital São Geraldo/UFMG e/ou Instituto da Visão, onde serão coletados 
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dados da história clínica, de acuidade visual, tonometria de aplanação, 

biomicroscopia e oftalmoscopia binocular indireta. Iremos coletar também uma 

pequena amostra de sangue (5 mL) através de punção venosa previamente ao 

exame angiofluoresceinográfico, utilizando a mesma punção que é feita para a 

realização deste exame. Essa amostra será posteriormente processada em 

laboratório para a análise dos polimorfismos genéticos. O material colhido será 

utilizado apenas para esse projeto e caso exista material excedente este será 

descartado. 

 

Critérios de inclusão: idade acima de 55 anos, com DMRI (forma seca ou 

exsudativa) para o grupo caso e sem DMRI para o grupo controle. 

 

Benefícios: Não haverá benefício direto com sua participação nesta pesquisa. 

Os dados provenientes com o estudo permitirão a melhor compreensão dessa 

grave doença. 

 

Confidencialidade: Os registros de sua participação neste estudo serão 

mantidos confidencialmente até onde é permitido por lei e todas as informações 

estarão restritas à equipe responsável pelo projeto.  No entanto, o pesquisador 

e sob certas circunstâncias, o Comitê de Ética em Pesquisa/UFMG, poderão 

verificar e ter acesso aos dados confidenciais que o identificam pelo nome.  

Qualquer publicação dos dados não o identificará.  Ao assinar este formulário 

de consentimento, você autoriza o pesquisador a fornecer seus registros 

médicos para o Comitê de Ética em Pesquisa/UFMG. 

 

Desligamento: A sua participação neste estudo é voluntária e sua recusa em 

participar ou seu desligamento do estudo não envolverá penalidades ou perda 

de benefícios aos quais você tem direito.  Você poderá cessar sua participação 

a qualquer momento sem afetar seu acompanhamento médico em andamento. 
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Compensação: Você não receberá qualquer compensação financeira por sua 

participação no estudo. 

Emergência / contato com a Comissão de Ética: Durante o estudo, se você 

tiver qualquer dúvida ou apresentar qualquer problema médico, contate a Dra. 

Luciana Negrão Frota de Almeida no telefone (31) 9293.0910 / (91) 8156.8514 

ou a Comissão de Ética no telefone (031)3248-9364 (UFMG) ou no endereço: 

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 – Unidade Administrativa II – 2º andar – Sala 

2005 – Cep: 31270-901 – BH-MG, ou a Comissão de Ética do Instituto da Visão 

no telefone (031) 3274-3355. 

 

Consentimento: Li e entendi as informações precedentes.  Tive a 

oportunidade de fazer perguntas e todas as minhas dúvidas foram respondidas 

a contento.  Este formulário está sendo assinado voluntariamente por mim, 

indicando o meu consentimento para participar do estudo, até que eu decida o 

contrário.  

 

Eu,..........................................................................................................................

......., abaixo assinado(a), concordo de livre e espontânea vontade em participar 

como voluntário(a) do estudo “ASSOCIAÇÃO DE POLIMORFISMOS NO 

GENE VEGF COM A DEGENERAÇÃO MACULAR RELACIONADA À IDADE ”.  

 

Belo Horizonte, _____ de ___________________ de ______. 

  

Assinatura do paciente: ___________________________________________ 

 

Assinatura da testemunha: _________________________________________  

 

Assinatura do pesquisador: _________________________________________ 
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Apêndice 2 – Termo de consentimento livre e esclarecido – Grupo 

controle 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO – GRUPO 

CONTROLE 

 

ASSOCIAÇÃO DE POLIMORFISMOS GENÉTICOS COM A DEGENERAÇÃO 

MACULAR RELACIONADA À IDADE (DMRI) 

 

Introdução: Você está sendo convidado para participar do projeto de pesquisa 

citado acima como colaborador participante do grupo controle, uma vez que 

você não é portador da doença em questão, a DMRI. Antes de tomar 

qualquer decisão, é importante que você leia e compreenda as seguintes 

explicações sobre o procedimento proposto.  Esta declaração descreve o 

objetivo, procedimento, benefícios e riscos do estudo, e o seu direito de sair do 

estudo a qualquer momento. Nenhuma garantia ou promessa pode ser feita 

sobre o resultado do estudo. Estas informações estão sendo dadas para 

esclarecer quaisquer dúvidas sobre a pesquisa proposta, antes de obter o seu 

consentimento. 

 

Objetivo: Investigar a associação entre variações genéticas (ou polimorfismos 

genéticos) e a degeneração macular relacionada à idade (DMRI). 

 

Resumo: A degeneração macular relacionada à idade (DMRI) é uma doença 

ocular progressiva que afeta muitas pessoas no mundo inteiro. A doença atinge 

a mácula do olho, que é a parte da retina onde ocorre nossa visão central mais 

aguçada. Os danos podem ser ocasionados quando vasos sanguíneos 

crescem e vazam sob essa parte do olho. Embora raramente resulte em 

cegueira completa, ela tira do indivíduo a visão central clara e “direta” 

necessária para ler, dirigir, etc. e deixa as imagens desvanecidas ou causa 
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pontos escuros no centro da visão. A visão periférica pode não ser afetada e é 

possível ver com o “canto do olho” 

 

Procedimentos: Este estudo irá consistir de exame oftalmológico de rotina no 

Hospital São Geraldo / UFMG e/ou Instituto da Visão, onde serão coletados 

dados da história clínica, de acuidade visual, tonometria de aplanação, 

biomicroscopia e oftalmoscopia binocular indireta. Iremos coletar também uma 

pequena amostra de sangue (5 mL) através de punção venosa previamente a 

cirurgia de catara, a qual você será submetido, utilizando a mesma punção que 

é feita de rotina para a realização deste procedimento cirúrgico. Essa amostra 

será posteriormente processada em laboratório para a análise dos 

polimorfismos genéticos. O material colhido será utilizado apenas para esse 

projeto e caso exista material excedente este será descartado. 

 

Critérios de inclusão: idade acima de 50 anos, com DMRI (forma seca ou 

exsudativa) para o grupo caso. Será necessário também a inclusão de 

pacientes sem DMRI para o grupo controle, para que se possa comparar os 

resultados dos exames laboratoriais e permitir a comprovação da relação entre 

os polimorfismos genéticos e a DMRI. 

 

Benefícios: Não haverá benefício direto com sua participação nesta pesquisa. 

Entretanto os dados provenientes com o estudo permitirão a melhor 

compreensão dessa grave doença.  

 

Confidencialidade: Os registros de sua participação neste estudo serão 

mantidos confidencialmente até onde é permitido por lei e todas as informações 

estarão restritas à equipe responsável pelo projeto.  No entanto, o pesquisador 

e sob certas circunstâncias, o Comitê de Ética em Pesquisa/UFMG, poderão 

verificar e ter acesso aos dados confidenciais que o identificam pelo nome.  

Qualquer publicação dos dados não o identificará.  Ao assinar este formulário 

de consentimento, você autoriza o pesquisador a fornecer seus registros 

médicos para o Comitê de Ética em Pesquisa/UFMG. 
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Desligamento: A sua participação neste estudo é voluntária e sua recusa em 

participar ou seu desligamento do estudo não envolverá penalidades ou perda 

de benefícios aos quais você tem direito.  Você poderá cessar sua participação 

a qualquer momento sem afetar seu acompanhamento médico em andamento. 

 

Compensação: Você não receberá qualquer compensação financeira por sua 

participação no estudo. 

 

Emergência / contato com a Comissão de Ética: Durante o estudo, se você 

tiver qualquer dúvida ou apresentar qualquer problema médico, contate a Dra. 

Luciana Negrão Frota de Almeida no telefone (31) 9293.0910 ou a Comissão 

de Ética no telefone (031)3248-9364 (UFMG) ou no endereço: Av. Pres. 

Antonio Carlos, 6627 – Unidade Administrativa II – 2º andar – Sala 2005 – Cep: 

31270-901 – BH-MG, ou a Comissão de Ética do Instituto da Visã no telefone 

(031) 3274-3355. 

 

Consentimento: Li e entendi as informações precedentes.  Tive a 

oportunidade de fazer perguntas e todas as minhas dúvidas foram respondidas 

a contento.  Este formulário está sendo assinado voluntariamente por mim, 

indicando o meu consentimento para participar do estudo, até que eu decida o 

contrário.  

 

Eu, ____________________________________________________________, 

abaixo assinado(a), concordo de livre e espontânea vontade em participar 

como voluntário(a) do estudo “ASSOCIAÇÃO DE POLIMORFISMOS 

GENÉTICOS COM A DEGENERAÇÃO MACULAR RELACIONADA À IDADE”.   

 

Belo Horizonte, _____ de ___________________ de ______. 

 

 Assinatura do paciente: ___________________________________________ 

 

Assinatura da testemunha: _________________________________________  

 

Assinatura do pesquisador: _________________________________________
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Apêndice 3 – Ficha de atendimento – Grupo DMRI  

 

ASSOCIAÇÃO DE POLIMORFISMOS GENÉTICOS COM A 

DEGENERAÇÃO MACULAR RELACIONADA À IDADE – GRUPO 

DMRI 

 
Identificação       Data: 
 
Nome:______________________________________________________    Nº:______ 
 
Nacionalidade:________________________ 
 
Telefone:____________________________ 
 
Data de Nascimento:__________________ 
 
Idade:_________ 
 
Sexo:       Peso:__________  

 Masculino (1)     
 Feminino (2)     Altura:________ 

 
Raça: 

 Leucodérmico (1) 
 Faiodérmico (2) 
 Melanodérmico (3) 

 
Descendência:   
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Anamnese 
 
HDA: 
 
 Idade do diagnóstico:___________________ 
 Sintoma:______________________________________________________________________
_________________________________________________________ 
 
APO:________________________________________________________________________________
_____________________________________________________________________________________
________________________________________ 
 
APG: 
 

 (1)Tabagismo – tempo/dose: 
 (2)Etilismo 
 (3)Hipertensão 
 (4)Diabetes 
 (5)Colesterol Total (HDL:_______/LDL:_____) 
 (6)Outros: 
 (7)NDN 

 
AF: 
 

 (1)DMRI 
 (2)Outros 
 (3)NDN 

 

Exame oftalmológico 
 
AV c/c: 
 
BIOM: 

OD 
 

 S/ Alterações 
 Catarata: 
 Pseudofacia 
 DVP Parcial 
 DVP Total 
 DVP não avaliado 
 Outros 

 

OE 
 

 S/ Alterações 
 Catarata: 
 Pseudofacia 
 DVP Parcial 
 DVP Total 
 DVP não avaliado 
 Outros 

 
 
PIO:  
 
 

OD:      OE: 
 

FO: 
 
 OD:      OE: 
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Exame Complementar 
 
AFG: 
 

OD    
 (1) 
 (2) 
 (3) 
 (4) 
 MNVSR predominantemente 

clássica (5) 
 MNVSR minimamente clássica (6) 
 MNVSR oculta (7) 
 RAP (8) 
 Polipoidal (9) 
 NDN (10) 

 
 
 

OE 
 (1) 
 (2) 
 (3) 
 (4) 
 MNVSR predominantemente 

clássica (5) 
 MNVSR minimamente clássica (6) 
 MNVSR oculta (7) 
 RAP (8) 
 Polipoidal (9) 
 NDN (10) 

 
 

ICV: 
OD 

 S/ Alterações (1) 
 Hiperfluorescência em placa (>1 DP) 

(2) 
 Hiperfluorescência em mancha ativa 

(3) 
 Lesões polidoidais (4) 
 RAP (5) 
 Não realizado 

 
 

OE 
 S/ Alterações (1) 
 Hiperfluorescência em placa (>1 DP) 

(2) 
 Hiperfluorescência em mancha ativa 

(3) 
 Lesões polidoidais (4) 
 RAP (5)  
 Não realizado 
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OCT: 
 

 
OD 

 S/ Alterações (1) 
 Atrofia EPR (2) 
 Drusas (3) 
 DEP seroso (4) 
 DEP vascularizado (5) 
 MNVSR ativa (6) 
 MNVSR cicatrizada (7) 
 DR seroso (8) 
 Edema intrarretiniano (9) 
 Não realizado 

 

OE 
 S/ Alterações (1) 
 Atrofia EPR (2) 
 Drusas (3) 
 DEP seroso (4) 
 DEP vascularizado (5) 
 MNVSR ativa (6) 
 MNVSR cicatrizada (7) 
 DR seroso (8) 
 Edema intrarretiniano (9) 
 Não realizado 

 
 
 
 
 
 
 

Exame Laboratorial 
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Apêndice 4 – Ficha de atendimento – Grupo controle  

 

ASSOCIAÇÃO DE POLIMORFISMOS GENÉTICOS COM A 

DEGENERAÇÃO MACULAR RELACIONADA À IDADE – GRUPO 

CONTROLE 

 
Identificação       Data: 
 
Nome:______________________________________________________    Nº:______ 
 
Nacionalidade:________________________ 
 
Telefone:____________________________ 
 
Data de Nascimento:__________________ 
 
Idade:_________ 
 
Sexo:       Peso:__________  

 Masculino (1)     
 Feminino (2)     Altura:________ 

 
Raça: 

 Leucodérmico (1) 
 Faiodérmico (2) 
 Melanodérmico (3) 

 
Descendência:   
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Anamnese 
 
HDA: ________________________________________________________________     
 
APO:  ________________________________________________________________ 
 
APG: 
 

 Tabagismo – tempo/dose: 
 Etilismo 
 Hipertensão 
 Diabetes 
 Colesterol Total (HDL:_______/LDL:_____) 
 Outros: 
 NDN 

 
AF: 

 DMRI 
 Outros 
 NDN 

 

Exame oftalmológico 
 
AV c/c: 
 
BIOM: 

OD 
 

 S/ Alterações 
 Catarata: 
 Pseudofacia 
 DVP Parcial 
 DVP Total 
 DVP não avaliado 
 Outros 

 

OE 
 

 S/ Alterações 
 Catarata: 
 Pseudofacia 
 DVP Parcial 
 DVP Total 
 DVP não avaliado 
 Outros

 
PIO:  
 
 

OD:      OE: 
 

FO: 
 
 OD:      OE: 
 

 

Exame Laboratorial 
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Anexo 1 

Anexo 1 – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de 

Minas Gerais (UFMG) 

 

 



93 
 

Anexo 1 
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Anexo 2 

Anexo 2 – Parecer do Comitê de Ética Médica Interno do Instituto da Visão 
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Anexo 3 

Anexo 3 – Parecer do Comitê de Ética do Centro Especializado em Olhos 
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Anexo 4 

Anexo 4 – Protocolo de extração de DNA  

 

 

OBJETIVO: Realizar a extração de DNA do sangue total [método de Lahiri e 

Nurberger Junior (1991), modificado por Cavalli e outros (1996) e Salazar e outros 

(1998)]. 

 

Reagentes necessários: 

 TKM1 

 Triton X-100 

 SDS 10% 

 NaCl saturado 

 Etanol absoluto 

 Etanol 70% 

 TE 

 

Etapas: 

1. Limpar a bancada com álcool 70%; 

2.  Homogeneizar delicadamente a amostra; 

3.  Transferir a amostra para um tubo falcon de 50 mL; 

4.  Adicionar um volume de TKM1 correspondente ao volume de sangue 

(responsável por retirar o excesso de plasma e hemácias da amostra); 

Ex: 5 mL de sangue = 5 mL de TKM1 

5. Adicionar Triton X-100 (efetua a lise celular); 

O volume de triton vai variar de acordo ao volume de sangue: 

 

 > 20 mL de sangue = 500 µL de Triton 

 20 mL de sangue = 400 µL de Triton 

 < 20 mL de sangue = 300 µL de Triton 

 UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS – UFMG 
FACULDADE DE MEDICINA 

LABORATÓRIO DE GENÉTICA MOLECULAR  

POP :  EXTRAÇÃO DE DNA (SANGUE TOTAL) 
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6. Agitar vigorosamente; 

7. Centrifugue por 15 min. a 4º C (1000 x g); 

8. Lentamente despreze o sobrenadante e salve o pellet; 

9. Lave o pellet adicionando o mesmo volume de TKM1 do passo anterior 

(responsável pela retirada do Triton utilizado no passo anterior); 

10. Agitar vigorosamente; 

11. Centrifugar por 10 min. 4ºC (800 x g); 

12. Despreze o sobrenadante com cautela para evitar perdas do pellet; 

13. Ressuspenda o mesmo em: 

 

 1600 µL de TKM2; 

 100 µL SDS 10% (lise de leucócitos); 

 

TKM2              ≥ 20 mL de sangue = 4 mL de TKM2; 

                        15 mL de sangue = 2,4 mL de TKM2; 

                        10 mL de sangue = 1,6 mL de TKM2; 

 

SDS (10%)       ≥ 20 mL de sangue = 250 µL de SDS; 

                         15 mL de sangue = 150 µL de SDS; 

                         10 mL de sangue = 100 µL de SDS; 

14. Agitar vigorosamente (fragmentar o pellet utilizando o vortex); 

15. Incubar a 55ºC no banho maria por 10 – 20 min; 

16. Adicionar 900 µL de NaCl (6M) – nessa etapa as proteínas são precipitadas; 

 

NaCl               ≥ 20 mL de sangue = 1,5 mL de NaCl 6M; 

                       ≤ 15 mL de sangue = 0,8 mL de NaCl 6M; 

 

17. Centrifugar por 15 min 4ºC (1000 x g) 

18. Transfira o sobrenadante para um tubo falcon de 15 mL contendo 5 mL de etanol 

absoluto; 

19. Pesque o DNA com a pipeta Pasteur grande (vidro); 

20. Retire a pipeta com DNA e a mergulhe em um tubo falcon de 15 mL com 300 µL 

de etanol 70%; 
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21. Remova a pipeta com DNA e deixe secar; 

22. Ressuspenda o DNA em 500 µL de TE; 

23. Deixar incubando durante 2 dias a 55ºC (banho maria); 

24. Armazenar a 4ºC;      

 

           

Fazendo as soluções de TKM1 e TKM2: 

  Estoque  TKM1 (500 mL)  TKM2 (500 mL) 

Tris-HCl 1M, pH 7.6       5 mL     5 mL 

KCl  1M        5 mL     5 mL 

MgCl2  1M        5 mL     5 mL  

EDTA  0,5M, pH 8.0       4 mL     4 mL 

NaCl  5M         ---     40 mL  
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Anexo 5 – Protocolo de quantificação de DNA 

 

 

 

 

 

 

 

OBJETIVO: Quantificar o DNA obtido pela extração através de espectrofotômetro; 

 Espectrofotômetros são instrumentos capazes de registrar dados de 

absorvância ou transmitância em função do comprimento de onda; 

 

                      

                                        Esquema dos principais componentes do espectrofotômetro 

 

Preparando a solução: 

 Identificar o eppendorf com o código da amostra; 

 Com auxílio de uma pipeta, diluir a amostra 1:50, adicionando 98 µL de água 

deionizada, com 2 µL de amostra no eppendorf (0,5 mL) e homogeneizar; 

 

Recipientes 

São usados como recipientes cubas ou cubetas retangulares de vidro ou 

quartzo. As cubetas de vidro são usadas quando se trabalha na região do visível. 

Para a região do ultravioleta, devem-se usar as cubetas de quartzo, que são 

transparentes à radiação ultravioleta, pois o vidro absorve a mesma. 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS – UFMG 

FACULDADE DE MEDICINA 

LABORATÓRIO DE GENÉTICA MOLECULAR – DEPARTAMENTO DE 

SAÚDE MENTAL 

POP :  QUANTIFICAÇÃO DE DNA 

Fontes de 
radiação 

Monocromad Compartimento 
amostra/padrão 

Sistema 
detector

Dispositivo de 
processamentos de 

dados 
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Fazendo a análise: 

1. Ligar o espectrofotômetro (botão Power) 

2. Escolher a opção 1 (“Life Science”) 

3. Escolher novamente a opção 1 (“DNA”) 

4. Escolher os seguintes parâmetros: 

 Pathlength: 10 mm 

 Units: ng µL-1 

 Dilution Factor: 50,0 

 Factor: 50,0 

 Background: ON 

5. Selecionar OK! 

6. Retirar a tampa do espectrofotômetro; 

7. Retirar a cubeta (Submicro 50 µL) de sua caixa; 

 OBS.: Segurar a cubeta sempre na região fosca, evitando deixar 

resíduos (como, por exemplo, do talco da luva) na região onde o feixe 

de luz passa (superfície brilhante); 

 

8. Com auxílio de uma pipeta, lavar a cubeta 2 vezes usando água deionizada; 

 Secar bem aspirando com a pipeta de 100 µL e depois com a pipeta de 

10 µL; 

9. Colocar 100 µL de água deionizada na cubeta; 

10.  Posicionar a cubeta no equipamento de forma que o “Q” marcado em uma de 

suas faces fique direcionado para a seta marcada no bocal do 

espectrofotômetro (“Q” virado para o lado esquerdo) 

   ←1 cm→ 

Cubeta convencional
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11.  Tampar o aparelho e pressionar o botão “OA/100%T” (zera a leitura/constitui 

o branco do processo); 

12.  Retirar novamente a tampa do espectrofotômetro, retirar o tubo e, com uma 

pipeta, retirar a água de dentro da cubeta; 

 Repetir o processo de secagem do item 8; 

13.  Colocar 100 µL da solução (amostra testada) na cubeta, posicioná-la como 

no item 10 e tampar o aparelho; 

14.  Pressionar o botão de análise (com o desenho da cubeta atravessada por 

uma seta); 

15.  Anotar a concentração (ng µL-1) e a relação A260/A280 registradas.  

 OBS: O DNA absorve luz na faixa de 260 nm. A relação 260/280 é 

realizada para averiguar a pureza da amostra (boa relação ~ 1,6 a 2,0). 

Valor menor que 1.6, provável contaminação por proteínas; 

16.  Destampar o aparelho e retirar a amostra da cubeta com a pipeta; 

17.  Lavar a cubeta 2 vezes com pipeta e água deionizada, secar bem com as 

pipetas (item 8); 

18.  Colocar 100 µL de nova solução; 

19.  Repetir passos 14, 15, 16, 17 e 18; 

 OBS: não esquecer de repetir item 8 (Lavar a cubeta 2 vezes com 

pipeta e água deionizada, secar bem com as pipetas) após cada 

solução; 

20.  Guardar a cubeta limpa em sua caixa com os lados brilhantes (local de 

passagem do feixe de luz) voltados para a espuma da caixa (maior proteção); 

21.  Desligar e tampar o espectrofotômetro; 

 

As diluições serão realizadas posteriormente (dependendo da quantificação) para a 

obtenção de uma concentração final em torno de 60 ng µL-1. 
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Anexo 6 – Normas para publicação de artigos no periódico Ophthalmic 

Epidemiology 
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Anexo 7 – Confirmação da ressubmissão do Artigo 2 ao periódico Ophthalmic 

Epidemiology 

 

 


