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Resumo

O pterigio é uma condigdo oftalmolégica comum e de alta recorréncia, cuja etiologia permanece
pouco compreendida, embora se reconheca sua origem multifatorial. Evidéncias recentes
indicam que alteracfes na metilacdo do DNA, um dos principais mecanismos epigenéticos de
regulacdo da expressdo génica, podem estar envolvidos na patogénese do pterigio.
Considerando que a cabeca do pterigio é a regido associada aos processos migratorios e
proliferativos, investiga-la sob a perspectiva epigenética pode fornecer insights sobre os
mecanismos que facilitam a invasao das células conjuntivais na cornea. Assim, este estudo visa
caracterizar o perfil global de metilacdo do DNA na cabeca do pterigio, e comparar 0s genes
diferencialmente expressos reportados na literatura. Ao todo, 12 amostras foram analisadas por
sequenciamento RRBS (Reduced Representation Bisulfite Sequencing), incluindo seis amostras
de pterigio primario, duas amostras pareadas de pterigio primario e recorrente, e dois pools de
conjuntivas ndo expostas (NE-conjuntiva). A andlise de metilacdo diferencial, para
identificacdo de citosinas e regides diferencialmente metiladas (DMCs e DMRs,
respectivamente), foi realizada com o pacote methylKit, enquanto a anotacdo funcional,
considerando o contexto CpG (ilhas, shores e shelves) e a localizacdo genémica (promotor,
corpo do gene ou regido intergénica), foi conduzida com o pacote annotatr. Baseado nos genes
relacionados as DMRs, foi realizada a analise de enriquecimento de vias para investigar os
mecanismos moleculares subjacentes, com o pacote gProfiler. Deste modo, foram identificadas
1759 DMC:s entre as amostras de pterigio e NE-conjuntiva. As amostras primarias agruparam-
se em um cluster distinto, enquanto as amostras recorrentes exibiram um perfil molecular
divergente, sem formar um agrupamento coeso com as demais. Com base nessa distin¢do,
realizamos uma andlise comparativa entre a NE-conjuntiva e os dois subgrupos do pterigio
separadamente. Assim, foram identificadas 704 DMRs no pterigio primério e 1641 DMRs no
pterigio recorrente. Em ambas as comparag6es, genes importantes da via de sinalizagdo Wnt
(WNT7B e WNT9A) foram detectados hipermetilados no corpo do gene, sugerindo um
mecanismo regulatorio que leva ao aumento da expressao desses genes, complementando dados
transcriptobmicos da literatura. Multiplos genes da superfamilia das caderinas, em especial as
caderinas classicas e protocaderinas, foram identificados diferencialmente metilados, sugerindo
alteracdes em vias de adesdo celular. De modo geral, nossos dados indicam que a metilagdo do
DNA pode desempenhar um papel relevante na origem e progressao do pterigio, impactando
funcionalmente genes envolvidos em vias e processos anteriormente identificados como

diferencialmente expressos em estudos transcriptdmicos. Esses achados sdo valiosos para



direcionar estudos subsequentes, e sugerem que a modulacdo epigenética pode desempenhar
papel importante na patogénese do pterigio.

Palavras-chave: (1) maquinaria epigenética; (2) RRBS; (3) DMC; (4) DMR; (5) converséo por
bissulfito; (6) superficie ocular.



Abstract

Pterygium is a common ocular condition with a high recurrence rate. Its etiology remains poorly
understood, although it is recognized as a multifactorial lesion. Recent evidences suggest that
alterations in DNA methylation, an epigenetic mechanism that regulates gene expression, may
be involved in pterygium pathogenesis. Considering that the head of the pterygium is the region
associated with migratory and proliferative processes, investigating it from an epigenetic
perspective may provide insights into the mechanisms that facilitate conjunctival cell invasion
into the cornea. In this sense, this study aimed to characterize the global DNA methylation
profile in the pterygium head and compare the findings with differentially expressed genes
previously reported in the literature. In total, 12 samples were analyzed by Reduced
Representation Bisulfite Sequencing (RRBS), including six primary pterygium tissues, two
paired primary and recurrent samples, and two pools of non-exposed conjunctival tissues (NE-
conjunctiva). Differential methylation analysis was performed to identify differentially
methylated cytosines (DMCs) and regions (DMRs), using the methylKit package, while
functional annotation, considering the CpG context (islands, shores, and shelves) and the
genomic location (promoter, gene body, or intergenic region), was conducted with the annotatr
package. Based on the genes associated with DMRs, pathway enrichment analysis was
performed using the gProfiler package to explore underlying molecular mechanisms. A total of
1759 DMCs were identified between pterygium and NE-conjunctiva. Primary samples
clustered into a distinct group, whereas recurrent samples displayed a divergent molecular
profile, not forming a cohesive cluster with the others. Based in this analysis, we performed a
comparative analysis between NE-conjunctiva and the two pterygium subgroups separately. In
this manner, 704 DMRs were identified in primary pterygium and 1641 DMRs in recurrent
pterygium. In both comparisons, key Wnt signaling pathway genes (e.g., WNT7B and WNT9A)
were found hypermethylated within the gene body, suggesting a regulatory mechanism that
leads to increased gene expression, consistent with transcriptomic data reported in the literature.
Additionally, multiple genes from the cadherin superfamily, particularly classical cadherins and
protocadherins, were differentially methylated, indicating alterations in cell adhesion pathways.
Overall, our data suggest that DNA methylation may play a relevant role in the onset and
progression of pterygium by functionally impacting genes involved in pathways previously
identified as differentially expressed by transcriptomic studies. These findings are valuable to
guide future research and suggest that epigenetic modulation may play an important role in the

pathogenesis of pterygium.



Key words: (1) epigenetic machinery; (2) RRBS; (3) DMC; (4) DMR; (5) bisulfite conversion;
(6) ocular surface.
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Introducao

Panorama geral: aspectos clinicos, epidemioldgicos e moleculares do pterigio

Definicéo e aspectos clinicos

O pterigio € uma lesdo relativamente comum da superficie ocular de formato triangular.
E caracterizado pela proliferacdo e invasio das células dos tecidos epitelial e fibrovascular da
conjuntiva bulbar, para a cérnea adjacente. Pode acometer a regido nasal ou temporal, ou ambos,
sendo o pterigio nasal mais frequente. Esse distirbio pode afetar a visdo, levando a
complicacbes como astigmatismo, oclusdo do eixo visual, alteracbes no filme lacrimal,
vermelhiddo e irritacdo, além de prejuizos estéticos e na qualidade de vida do portador
(Wanzeler et al., 2019; Chu et al., 2020).

O tecido pterigial totalmente formado pode ser dividido em trés partes. A cabeca (CA) é
avascular e firmemente conectada a cdérnea, onde ocorrem 0s processos de proliferacdo,
migracdo e invasdo celular. O corpo (CP) é a parte escleral, altamente vascularizada, onde ha a
proliferacdo do tecido conectivo subepitelial. O pescogo é uma regido de transicdo, que conecta
a cabeca ao corpo do pterigio, e possui pequenos vasos recém-formados (Martin-Lopez et al.,
2021).

Do ponto de vista histoldgico, o pterigio é definido como uma desordem proliferativa e
inflamatoria, com degeneracdes e adaptacdes celulares. E um tecido heterogéneo, formado por
células-tronco epiteliais limbais (LESCs) alteradas, células epiteliais com metaplasia escamosa
e células caliciformes hiperplasicas. O estroma subjacente é rico em fibroblastos ativos e vasos
recém-formados, com degeneracao elastoide, infiltrado inflamatério e disruptura da membrana
de Bowman (Chui et al., 2008).

Este disturbio ocular pode ser classificado seguindo diferentes critérios, sendo o mais
frequente baseado na extensdo do pterigio sobre a cornea. O pterigio de grau 1 ocorre quando
o tecido fibrovascular atinge o limbo do olho; o grau 2 é caracterizado pela invasao do pterigio,
em cerca de 2 mm da cOrnea; o grau 3 ocorre quando o pterigio atinge a pupila, e o grau 4
quando excede a pupila (Figura 1) (Johnston; Williams; Sheppard, 2004). Outra forma de
classificagdo do pterigio menos frequente baseia-se em sua morfologia, classificando-o em
atréfico, intermediario ou carnoso. O pterigio atrofico ou T1 é delgado e atenuado, permitindo

a visualizacdo dos vasos episclerais (que recobrem a esclera), enquanto o pterigio carnoso ou



T3 é denso, espesso e encobre essa superficie. Por fim, o pterigio intermediario ou T2 permite
a visualizagéo parcial dos vasos episclerais (Tan et al., 1997).
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Figura 1. Estadiamento do pterigio baseado em sua extensdo sobre a crnea, conforme os critérios de Johnston,
Williams e Sheppard (2004).

Tratamento

Atualmente, a Unica abordagem amplamente utilizada para tratar o pterigio é a exérese
cirdrgica. Entretanto, essa estratégia pode apresentar uma série de riscos durante a cirurgia,
como perfuracdes no globo ocular, prejuizo do masculo reto medial, sangramento, e riscos pos-
cirurgicos, tais como edema, infec¢des, hematoma subconjuntival e recorréncia (Baheran et al.,
2023; Ang; Chua; Tan, 2007).

O insucesso no tratamento do pterigio deve-se especialmente a alta taxa de recorréncia,
podendo chegar a 88%, dependendo da técnica cirargica empregada. O método denominado
“bare sclera” (do inglés, “esclera nua”), ¢ 0 mais antigo e consiste somente na retirada do
pterigio, deixando parte da esclera exposta apds a exérese. Esta estratégia apresenta as maiores
taxas de recorréncia, variando entre 38-88% (Alpay; Ugurbas; Erdogan, 2009; Chen et al.,
1995). Outras técnicas mais recentes, como o autotransplante de conjuntiva, apresentam menor
taxa de recorréncia, entre 0-15% (Gris; Guell; Del Campo, 2000; Al Fayez, 2002). Contudo,
esse procedimento demanda maior capacitacdo e experiéncia do cirurgido, além de estender a

duragdo da cirurgia (Hacioglu; Erdél, 2017).

Estratégias de terapia adjuvante tém sido adotadas, na tentativa de aumentar o sucesso da
abordagem cirdrgica. Anti-neoplasicos, como a mitomicina C (MMC) e 5-fluorouracil (5-FU),
anti-VEGF e a radioterapia tém sido eficazes em reduzir as altas taxas de recorréncia, quando
associados a cirurgia. Entretanto, ainda ndo ha padronizacéo da dose e do tempo de exposi¢do
seguros para cada droga, o que leva a uma grande discrepancia de dados reportados na literatura
(Hacioglu; Erddl, 2017; Shahraki; Arabi; Feizi, 2021). Enquanto alguns estudos relataram
sucesso no uso de MMC, sem disturbios significativos (Zaky; Khalifa, 2012), outros relataram



sérias complicacdes apds exposicdo ao farmaco, como necrose escleral, perfuracdo da cornea,
catarata, glaucoma, fotofobia e dor (Safianik; Bem-Zion; Garzozi, 2002; Hayasaka et al., 2000;
Rubinfeld et al., 1992). Neste sentido, ainda ndo ha um recurso medicamentoso seguro e eficaz
bem estabelecido para o tratamento do pterigio. Isso evidencia a urgéncia da melhor

compreensdo da etiologia desta doenca, a fim de auxiliar na busca de alternativas terapéuticas.

Epidemiologia

A prevaléncia do pterigio na populacéo global é de aproximadamente 12% (Rezvan et al.,
2018), existindo uma grande variacdo em diferentes regibes geograficas. A menor taxa
reportada, até entdo, foi de um estudo realizado em 2013 na Arabia Saudita, que reportou a
prevaléncia de 0.07% (Algahtani, 2013). A maior taxa foi detectada no Brasil, em um municipio
no interior do estado do Amazonas, com 58.8% de prevaléncia (Fernandes et al., 2020). De
acordo com um estudo prévio do grupo, a taxa de prevaléncia na cidade de Botucatu, em 2010,
foi de 8.12% (Shiratori et al., 2010).

A regido localizada entre as latitudes 37° norte e 37° sul da linha do Equador foi apelidada
como “zona de pterigio”, devido as maiores taxas de prevaléncia da lesdo (Figura 2). Acredita-
se gque essa maior frequéncia se deve a maior intensidade de radiacdo ultravioleta (UVR) que
incide nessa zona, uma vez que a exposicao cronica a UVR foi associada como um dos

principais fatores de risco do pterigio (Van Acker et al., 2021).
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Figura 2. Mapa de prevaléncia do pterigio em diferentes regides. A zona do pterigio é a regido entre as linhas
vermelhas, que correspondem as latitudes 37°N e 37°S. A linha do Equador esta representada pela linha cinza, na



latitude 0°. Foram destacados alguns estudos de prevaléncia em diferentes paises: (1) Bogales e Tucson, Arizona,
Estados Unidos da América (West; Munoz, 2009); (2) Parintins, Amazonas, Brasil (Fernandes et al., 2020); (3)
Botucatu, Sdo Paulo, Brasil (Shiratori et al., 2010); (4) Salnés, Espanha (Viso; Gude; Rodriguez-Ares, 2011); (5)
Ufa, Bascortostéo, Russia (Bikbov et al., 2019); (6) Kola Diba, Etidpia (Kassie Alemayehu et al., 2020); (7) Al
Khobar, Arabia Saudita (Algahtani, 2013); (8) Xinjiang, China (Chen et al., 2015); (9) Regiéo rural do oeste da
Australia (McGlacken-Byrne et al., 2021). Nota-se um menor ndmero de estudos disponiveis na literatura em
regides externas a zona do pterigio. Essa limitagdo possivelmente decorre da menor prioridade atribuida ao estudo
dessa condi¢do, dado que o pterigio acomete uma parcela reduzida dessa populagéo.

Fatores de risco e a biologia molecular do pterigio

O conhecimento acumulado acerca dos fatores de risco e mecanismos envolvidos na
origem do pterigio ainda ndo foram completamente elucidados, indicando a necessidade de
maiores investigacGes. Foram propostos diversos fatores relacionados a essa condi¢do, sendo
0s mais estudados a exposicado cronica a radiacdo ultravioleta (UVR) e a poeira, infec¢des virais
e hereditariedade. Além disso, mecanismos como a transicdo epitelial-mesenquimal,
angiogénese, inflamagdo e remodelamento da matriz extracelular, bem como alteracdes
genéticas e epigenéticas, e modificacdes em fatores de proliferacao celular e apoptose, tém sido

associados ao desenvolvimento desse distdrbio (Cardenas-Cantu et al., 2014).

1. Infecgles virais

Diversos estudos detectaram a presenca do HPV (do inglés, Human Papilloma Virus),
CMV (do inglés, Cytomegalovirus), HSV (do inglés, Herpes-Simplex Virus) e EBV (do inglés,
Epstein-Barr Virus), em amostras de pterigio. Supde-se que o desenvolvimento do pterigio
ocorra por meio de um processo de "dois hits". O primeiro "hit" seria a hereditariedade ou a
exposi¢cdo a UVR, enquanto o segundo "hit" envolveria a infeccdo por um agente viral ou outros
fatores ambientais. Esses eventos combinados levariam ao desenvolvimento do pterigio em

individuos geneticamente predispostos a lesdo (Chalkia; Spandidos; Detorakis, 2013).

O HPV é o virus mais detectado no pterigio, porém os dados séo altamente discrepantes,
com estudos demonstrando taxas de 0% no Brasil (Schellini et al., 2006), 32.6% na Turquia
(Nergiz; Suren; Suren, 2023) e 100% na Italia (Piras et al., 2003). Segundo um estudo de meta-
analise, a prevaléncia geral de casos de pterigio HPV-positivos € de 18.6% (Di Girolamo, 2012).
Essa disparidade pode ser causada por fatores geograficos, étnicos, culturais e/ou pelas
diferencas entre as técnicas empregadas para a deteccéo do virus (Cardenas-Cantu et al., 2014).
Do ponto de vista molecular, acredita-se que os fatores E6 e E7, produzidos pelo HPV, alteram

a funcdo normal da proteina supressora tumoral p53, responsavel pela regulacdo do ciclo celular



e reparo ao dano no DNA. Desta forma, o HPV contribuiria para a instabilidade cromossémica
e progressdo do ciclo celular, levando ao desenvolvimento do pterigio (Ding; Wang; He, 2024).

2. Radiacéo ultravioleta (UVR)

A exposicdo a luz ultravioleta é um dos fatores de risco mais estudados e parece ser
fundamental na origem do pterigio. Além da alta prevaléncia desse disturbio em regides
préximas a linha do Equador (Rezvan et al., 2018), 0 maior numero de casos de pterigio na
porcao nasal reforca essa teoria, dado que a intensidade da radiacdo UV que incide nessa regido
é cerca de 20 vezes maior do que na porcdo temporal (Coroneo, 2011). Em adicdo, as
caracteristicas histopatoldgicas encontradas no pterigio sdo similares aos aspectos da pele

danificada pela exposicédo cronica a UVR (Di Girolamo et al., 2004).

A radiacdo ultravioleta é classificada em UVA (320-400 nm), UVB (280-230 nm) e UVC
(200-280 nm), sendo que a maior parte da radiacdo UVC é absorvida pela camada de ozbnio, e
apenas as radiacfes UVA e UVB incidem na superficie ocular. Ambos os raios estdo implicados
em diversas atividades bioldgicas, tais como causa de dano ao DNA, estresse oxidativo e
ativacdo de vias de sinalizacdo intracelular. Acredita-se que a radiacdo UVB seja a principal
envolvida na génese do pterigio, devido a sua maior absorcdo pela cérnea (Ding; Wang; He,
2024; Wanzeler et al., 2019).

Dushku e colaboradores demonstraram que a formacdo do pterigio se inicia no epitélio
limbal, em vez do epitélio conjuntival, como se acreditava inicialmente (Dushku et al., 2001).
Uma das principais hipdteses acerca da origem da lesdo é a disfuncdo das células-tronco
epiteliais limbais (LESCs). O foco de incidéncia da luz UV na regido nasal do limbo afeta
diretamente as LESCs que residem nesta regido, levando a danos no DNA e estresse oxidativo,
que resultam na transformacdo dessas células (Di Girolamo et al., 2004). Dessa forma, a
ativacdo das LESCs resulta em expansao clonal, migracao e invasdo da cdrnea. Adicionalmente,
ocorre disfuncdo localizada da barreira limbal, que é responsavel por separar a conjuntiva da

cdrnea, permitindo a invasao de células conjuntivais ao tecido corneano (Chui et al., 2011).

Uma hipétese de duas etapas foi proposta para explicar o papel da radiagdo UV na
patogénese do pterigio. Acredita-se que o primeiro estagio seja responsavel pela iniciacdo da
lesdo, na qual as LESCs sdo transformadas e a barreira limbal é prejudicada, levando ao

segundo estdgio que contribui para a progressdo do pterigio, onde ocorrem processos



secundarios a essa condi¢do, como a inflamacdo, angiogénese, ativacdo de fatores de
crescimento e remodelamento da matriz extracelular (Zhou et al., 2016).

3. Fatores apoptoéticos e supressores tumorais

A proteina supressora tumoral p53 desempenha papel fundamental na resposta ao dano
do DNA e ao estresse celular, estando envolvida em diversos processos, incluindo o reparo do
DNA, a regulacdo do ciclo celular, apoptose e senescéncia. Alteracdes na expressdo ou
funcionamento da p53 podem levar a instabilidade genémica, sendo que mutacdes em seu gene

codificador, TP53, sdo as alteracdes mais frequentes encontradas no cancer (Hafner et al., 2019).

Diversos estudos identificaram a expressdo da proteina p53 no pterigio, a qual
normalmente ndo é detectada na conjuntiva saudavel (Turan; Turan, 2020; Cao et al., 2018;
Tsai et al., 2005a; Weinstein et al., 2002). A MDM2 (do inglés, murine double minute 2), uma
ligase de ubiquitina, atua como antagonista da p53, induzindo a sua degradacéo, ou conduzindo-
a ao citoplasma, onde a proteina parece ter funcdo reduzida (Zafar; Khan; Naeem, 2023). Cao
e colaboradores detectaram altos niveis de MDM2 no pterigio, concomitantemente a
imunorreatividade de p53, que estava predominantemente localizada no citoplasma (Cao et al.,
2018). Adicionalmente, a exposicdo a radiacdo UVB aumenta 0s niveis da survivina, uma
proteina anti-apoptotica regulada pela p53, que foi reportada como aumentada no pterigio e
parece induzir resisténcia a apoptose (Maxia et al., 2008). Essas evidéncias sugerem que,
embora a proteina p53 esteja em niveis aumentados no pterigio, sua funcéo parece ser reduzida.
Adicionalmente, é provavel que exista um desequilibrio em toda a via de acdo da p53, e as

alteracdes nao se restringem apenas a proteina supressora tumoral (Chu et al., 2020).

4. Inflamacao e fatores de crescimento

A inflamacdo cronica é observada na maioria dos casos de pterigio e acredita-se que seja
uma resposta a exposicao aos raios UVB. Essa exposicdo induz a producdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS), que resulta em estresse oxidativo. Esse processo esta envolvido na liberagéo
de quimiocinas, citocinas pro-inflamatorias e fatores de crescimento (Bradley et al., 2010). O
marcador de lesdo oxidativa, 8-OHdG (do inglés, 8-hydroxydeoxyguanosine) foi detectado em

diversos casos de pterigio (Kau et al., 2006; Tsai et al., 2005b), o que pode indicar que o estresse



oxidativo, causado pela UVR, é um processo importante na patogénese da lesdo (Zhang, et al,
2024).

Aradiacdo UVB induz a ativagao das vias ERK (do inglés, extracellular signal-regulated
kinase) e MAPK (do inglés, mitogen-activated protein kinase), em células epiteliais do pterigio
(Di Girolamo; Coroneo; Wakefield, 2003). A ativacdo dessas vias contribui para a proliferacao
celular e resposta inflamatoria, aumentando a expressao das interleucinas 6 (IL-6) e 8 (IL-8),
MMP-1 (do inglés, matrix metallopeptidase 1) e VEGF (do inglés, vascular endothelial growth
factor) (Zhang, et al, 2024).

As interleucinas sdo citocinas secretadas pelos leucdcitos e agem como importantes
mediadores da inflamacéo (Brocker et al., 2010). Di Girolamo e colaboradores demonstraram
que a IL-6 e IL-8 estdo em niveis aumentados, do ponto de vista transcricional e proteico, no
pterigio. Ademais, apds exposicao a radiagdo UVB, os niveis dessas interleucinas aumentaram
de forma dose e tempo dependentes. Ambas as interleucinas estdo envolvidas em processos
observados no pterigio, como angiogénese, quimiotaxia leucocitica e atividade anti-apoptotica
(Di Girolamo et al., 2002).

O processo inflamatério também é um importante indutor da angiogénese do pterigio,
contribuindo para o seu desenvolvimento (Bradley et al., 2010). Além da inducéo da expressao
de VEGF pelo estresse oxidativo, a ativagdo de TGF- (do inglés, transforming growth factor
beta), resultante do processo inflamatorio, também aumenta os niveis de VEGF (Nagineni et
al., 2003). Adicionalmente, como resposta protetiva ao dano oxidativo, ha a liberacéo de éxido
nitrico (NO), que reage com esses radicais livres e forma produtos mais estaveis (Zhang et al.,
2024). No entanto, a producdo excessiva de NO aumenta os niveis e a atividade de VEGF,
estimulando a neovascularizacdo (Lee et al., 2001). Em adicdo, ROS também eleva os niveis
de outro fator angiogénico, o b-FGF (basic fibroblast growth factor), que também foi observado
em altos niveis no tecido pterigial em comparacdo a conjuntiva saudavel (Kria; Ohira;
Amemiya, 1996)

O estresse oxidativo induz a ativacdo de outros fatores de crescimento, como PDGF
(platelet derived growth factor), TGF-B (Kria; Ohira; Amemiya, 1996; Bianchi et al., 2012)
CTGF (connective tissue growth factor) (van Setten et al., 2003) e HB-EGF (heparine binding
epidermal growth factor-like epidermal growth factor) (Nolan et al., 2003). Desta forma, o



estresse oxidativo contribui para a perda do controle da proliferacdo células epiteliais, dos
fibroblastos, células endoteliais e inflamatdrias no pterigio (Anguria et al., 2014).

5. Remodelamento da matriz extracelular (ECM)

O remodelamento da matriz extracelular (ECM, do inglés, extracellular matrix) & uma
caracteristica frequentemente observada no pterigio, caracterizada pela degeneracao elastoide,
com acumulo de col&geno e disruptura da camada de Bowman (Di Girolamo et al., 2004). A
matriz extracelular é essencial para manter a estrutura do tecido e pela manutencdo da
homeostase, além de participar de processos de sinalizacdo, diferenciacdo, proliferacdo e
migracdo celular. Alteragdes na ECM, como observadas no pterigio, podem contribuir para o

fendtipo invasivo da lesdo (Martin-Lopez et al., 2021).

As MMPs (do inglés, matrix metalloproteinases) constituem uma subfamilia de proteases,
que desempenham papel fundamental na degradacdo da ECM. Adicionalmente, as MMPs
participam, direta ou indiretamente, por meio de interacbes com outras proteases, N0s processos
de angiogénese, apoptose, inflamacdo, viabilidade, migracdo celular e modulacéo da resposta
imunolégica (Stamenkovic, 2003). Essas enzimas ja foram associadas a diversas doencas
neurodegenerativas e cardiovasculares, e ao cancer (Raeeszadeh-Sarmazdeh; Do; Hritz, 2020).

As MMPs sdo predominantemente sintetizadas pelos fibroblastos, os quais apresentam
funcdo alterada no pterigio e parecem desempenhar um papel fundamental na patogénese da
lesdo (Martin-Lopez et al., 2021). Um estudo recente sugere que a exposicdo a UVR leva a
ativacdo dos fibroblastos, por meio do dano ao DNA, ou pela ativacdo mediada pelas LESCs
alteradas, via mecanismos dependentes de TGF-f e b-FGF (Shahraki; Arabi; Feizi, 2021). Desta
forma, os fibroblastos ativados produzem niveis anormais de MMPs (Zhou et al., 2016).

Altos niveis de expressdo de MMP-1, MMP-3 (Li et al., 2001), MMP-2, MMP-9 (Yang
et al., 2009) e MMP-7 (Di Girolamo; Coroneo; Wakefield, 2001) foram reportadas no pterigio,
em compara¢ado a conjuntiva saudavel. Esse aumento foi observado, principalmente, na cabeca
do pterigio, regido responsavel pelo avanco do pterigio na cornea (Di Girolamo; Wakefield;
Coroneo, 2000; Li et al., 2001). Concomitante a alteracdo nos niveis de expressdao de MMP-2,
Riau e colaboradores reportaram a hipometilagdo no promotor do gene codificador dessa
enzima, sugerindo que o padrdo de metilacéo de genes envolvidos no remodelamento da matriz

extracelular pode estar envolvido na patogénese do pterigio (Riau et al., 2011). Ademais, as



MMPs parecem estar envolvidas com a degradacdo da membrana de Bowman, permitindo que
0 estroma corneal seja invadido pelo tecido fibrovascular conjuntival, reafirmando o papel das

MMPs na migracéo e invasao celular (Tsai et al., 2010).

6. Transicdo epitelial-mesenquimal (EMT)

A transicdo epitelial-mesenquimal (EMT, do inglés, epithelial-mesenchymal transition)
é o processo pelo qual as células epiteliais perdem a adesdo celula-célula e passam a apresentar
um fenotipo mesenquimal. O epitélio é caracterizado por uma camada Unica ou multiplas
camadas de células justapostas, que se comunicam via juncées intracelulares, e funcionam
como barreiras protetoras que delineiam tecidos e 6rgdos. No entanto, essas células podem
perder essas caracteristicas, apds uma série de eventos, e passar a apresentar um fendtipo
mesenguimal, ao adquirir motilidade e capacidade de degradacdo da ECM, permitindo um
comportamento migratdrio e invasivo (Lamouille; Xu; Deryck, 2014).

A EMT possui papel fundamental no desenvolvimento embrionario e na cicatrizacao,
durante a fase adulta. Entretanto, a ativacdo anormal da EMT pode levar & progressdo maligna
de células neoplasicas, contribuindo para a iniciacdo e metastase de diversos tipos de canceres
(Dongre; Weinberg, 2019).

Alguns estudos detectaram alteracdes em marcadores caracteristicos da EMT no pterigio.
Foi reportada a diminuicdo da expressao de CDH1 (do inglés, cadherin-1), gene codificador da
proteina E-caderina que atua na adesdo célula-célula, associada a hipermetilacdo de sua regido
promotora (Young et al., 2010). Outros aspectos, como acumulo intranuclear de (-catenina
(Kato et al., 2007), diminuicdo dos niveis de TGM-2 (do inglés, transglutaminase 2), e aumento
dos niveis de expressdo de CD24 (do inglés, cluster of differentiation 24) (Riau et al., 2011) e
TWIST1 (Meshkani et al., 2019), também foram identificados na lesdo.

Presume-se que a EMT esteja envolvida na origem dos fibroblastos do pterigio.
Considera-se que essas células possam derivar de células epiteliais do limbo que sofreram EMT,
em decorréncia da ativacdo de TGF-p ou b-FGF, ou como consequéncia direta da radiacdo UV
(Chui et al., 2008). Desta forma, a EMT pode ter papel fundamental na patogénese do pterigio

e representar um importante alvo terapéutico para esse disturbio.



Epigenética

A epigenética abrange o estudo dos diferentes estados da cromatina que levam a
alteracdes na expressdo génica, interligando as informacg6es contidas no genoma humano aos
perfis de expressao génica tecido-especificos, sem alterar a sequéncia do DNA. Os mecanismos
epigenéticos podem ser didaticamente organizados em metilacdo do DNA, modifica¢bes pos-
traducionais das histonas e RNAs ndo codificantes (ncRNAs) (Gibney; Nolan, 2010). A
heterocromatina e eucromatina séo os estados altamente e levemente condensados da cromatina,
respectivamente. Essa dinamicidade da condensagdo modula a acessibilidade dos fatores de
transcricdo as regides regulatorias do genoma, consequentemente modulando a expressao
génica (Ventakesh; Workman, 2015).

As modificagbes bioguimicas da cromatina sdo dindmicas e reversiveis, sendo
coordenadas por proteinas classificadas em writers, erasers e readers, que adicionam, removem
e identificam essas modificacdes, respectivamente. Os mecanismos epigenéticos estdo
envolvidos na regulacdo da transcricdo, reparo do DNA e replicacdo (Ventakesh; Workman,
2015). O deshalango epigenético pode levar a padrGes anormais da expressao génica,
contribuindo para o desenvolvimento e progressdo de diversas doencas, como O cancer,
desordens neuroldgicas e diabetes (Cavalli; Heard, 2019; Dawson; Kouzarides, 2012; Dawson,
2017).

A metilacdo do DNA é um dos mecanismos epigenéticos mais estudados em mamiferos,
e estd envolvida em diversos processos bioldgicos, como repressao transcricional de elementos
transponiveis, inativacdo do cromossomo X em fémeas e o imprinting genémico. Essa
modificacdo compreende a adicdo de um grupamento metil (CHs) no carbono 5 dos residuos de
citosinas, formando a 5-metilcitosina (5mC). Em geral, a metilacdo do DNA ocorre no contexto
de dinucleotideos CpG, em que uma citosina precede uma guanina, ou em ilhas CpG (CGls)
(Moore; Le; Fan, 2013; Schibeler, 2015).

Inicialmente, as ilhas CpG eram definidas como regides gendmicas com mais de 200
pares de base (bp), com um contetido de dinucleotideos CpG igual ou superior a 50%, e razao
de CpG observado/esperado de 0.6 (Gardiner-Garder; Frommer, 1987). Entretanto, essa
definicéo incluia sequéncias repetitivas do genoma que nao desempenhavam papel na regulagéo
génica. Desta forma, Takai e Jones propuseram uma nova definigéo, que € utilizada atualmente,
na qual as CGls sdo caracterizadas por regides de, no minimo, 500 bp, com conteddo de

dinucleotideos CpG maior ou igual a 55%, e razdo de CpG observado/esperado de 0.65 (Takai;



Jones, 2002). Cerca de 60-70% dos promotores génicos humanos estdo associados a CGls,
sendo essas regides importantes elementos para a regulagdo da expressdo génica. Em sua
maioria, as ilhas CpG ndo se encontram metiladas, contribuindo para a atividade transcricional
do gene (lllingworth; Bird, 2009). Além disso, as regides adjacentes as ilhas CpG (CGls),
conhecidas como shores (até 2 kb de distancia) e shelves (entre 2 e 4 kb de distancia), também
parecem estar envolvidas na regulagdo da expressdo génica. No entanto, seus papéis bioldgicos

ainda ndo estdo completamente elucidados (Irizarry et al., 2009).

Ainda, embora menos frequente, a metilacdo também pode ocorrer em contextos CHH
e/ou CHG, onde 'H' representa qualquer base exceto guanina (Adenina, Citosina ou Timina).
Normalmente, a metilacdo nesses sitios € uma caracteristica de células-tronco, representando
cerca de 25% das citosinas metiladas. Em contraste, nas células sométicas, a metilacdo em
CHH/CHG representam aproximadamente 1% (He; Ecker, 2015).

As enzimas DNA metiltransferases (DNMTSs) catalisam a metilagdo das citosinas, sendo
a DNMT1 responsavel pela manutencdo do padrdo de metilacdo do DNA durante a divisdo
celular, enquanto as DNMT3a e DNMT3b sdo responsaveis pelo estabelecimento de novos
padrdes de metilacdo (metilagdo de novo) (Jones, 2012; Edwards et al., 2017). Perfis anormais
de metilacdo do DNA, bem como mutacdes e alteracdes na expressao das DNMTSs, podem levar
a padrBes aberrantes de expressdo génica, e sdo amplamente reportados em diversos tipos de
cancer (Cavalli; Heard, 2019).

Epigenética do pterigio

A investigacdo do papel dos mecanismos epigenéticos na patogénese do pterigio tem
ganhado crescente destaque, especialmente com o avanco de estudos baseados em
sequenciamento em larga escala. Recentemente, uma andlise por ChlIP-Seq (Chromatin
Immunoprecipitation Sequencing) revelou que modificacdes nos niveis de metilacdo de
histonas podem estar associadas ao desenvolvimento do pterigio, influenciando diversas vias
relacionadas ao processo de desenvolvimento (Choi et al., 2025). Entre os mecanismos
epigenéticos, a metilacdo do DNA parece ser 0 mais impactado na doenga (Lanza et al., 2019).
No entanto, seu papel na etiologia e progressao do pterigio ainda é pouco explorado, ressaltando

a necessidade de investigacGes mais aprofundadas.



Em 2006, Chen e colaboradores realizaram o primeiro estudo que investigou a metilagéo
do gene CDKN2A (do inglés, cyclin dependent kinase inhibitor 2A) no pterigio, baseando-se na
técnica de MS-PCR (do inglés, methylation-specific polymerase chain reaction). Foi detectada
a hipermetilacdo do promotor desse gene, codificador da proteina p16, em 16.3% das amostras
de pterigio (Chen et al., 2006). A proteina p16 é um gene supressor tumoral, envolvido na
regulacdo do ciclo celular e esta associado a iniciacdo e progressao tumoral, cuja regulacao da
expressao génica € majoritariamente mediada pela metilacdo de sua regido promotora (Nuovo
et al., 1999). Em adicdo, foi identificada a expressao de DNMT3b em todos os casos com
hipermetilacdo de CDKNZ2A, evidenciando uma possivel correlacéo entre os dois eventos. Esses
achados foram as primeiras evidéncias que sugeriam que alteracdes na metilacdo do DNA
podem desempenhar um papel fundamental no desenvolvimento do pterigio (Chen et al., 2006).
Estudos subsequentes avaliaram os niveis de metilacdo no pterigio, se baseando, em sua maioria,
na mesma metodologia de MS-PCR, com excecdo a dois estudos que se basearam nas técnicas
EpiTYPER e Illumina Infinium Methylation EPIC v2.0 BeadChip array (Tabela 1).

Tabela 1. Genes com alteragdo no padrdo de metilagédo reportados na literatura.

Gene Nivel de metilagéo Expresséo Técnicas empregadas Citacao
CDKN2A Hipermetilado Diminuida MS-PCR, IHC Chen et al., 2006

CDH1 Hipermetilado Diminuida MS-PCR, IHC Young et al., 2010
LATS1 Najafi; Kordi-

Hipermetilado Diminuida MS-PCR, gPCR Tamandani; Arish,
LATS2

2016

TGM2 Hipermetilado Diminuida
CD24 ) ) EpiTYPER, RT-PCR Riau et al., 2011
MMP2 Hipometilado Aumentada
MDM2 Hipometilado Aumentada

Sem diferenca Sem diferenca MS-PCR, RT-gPCR Avrish et al., 2016

P14 estaticamente estaticamente
significativa significativa

Sem diferenca Ebrahimi; Kordi-

CTLA4 estaticamente Aumentada MS-PCR, gPCR Tamandani; Arish,
significativa 2016
SAMSNI . . Lo
CBX4 Hipermetilado Diminuida Hlumina Infinium
Methylation EPIC v2.0
FBLNS ) ) BeadChip array, RT- L etal, 2025
ZEB1 Hipometilado Aumentada PCR
q

MMP2




Outros genes supressores tumorais, como LATS1 e LATS2 (do inglés, large tumor
supressor kinase 1 e 2), também foram detectados como metilados no pterigio, concomitantes
a diminuicdo da expressdo desses genes (Najafi; Kordi-Tamandani; Arish, 2016). Ambos os
genes codificam proteinas envolvidas na resposta ao dano no DNA induzida pela radiacdo
ultravioleta, sendo responséveis pela manutencdo da estabilidade gendmica (Furth; Aylon,
2017). Adicionalmente, o gene MDM2, responsavel por mediar a degradacdo da proteina
supressora tumoral p53, foi reportado hipometilado no pterigio, com niveis aumentados de

expressao génica (Arish et al., 2016).

Ainda, foram identificadas alteracdes em genes envolvidos no remodelamento da matriz
extracelular e transicdo epitelial-mesenquimal. O gene CDH1 normalmente é expresso em
células epiteliais, e a perda da expressdo dessa proteina contribui para a transicdo epitelial-
mesenquimal, sendo um biomarcador conhecido desse processo (Van Roy; Berx, 2008). No
pterigio, foi reportada a hipermetilacdo do gene CDHL1, associada a diminuicdo nos niveis de
expressdo desse gene, em comparacdo a conjuntiva saudavel (Young et al., 2010).
Adicionalmente, Riau e colaboradores reportaram a hipermetilagdo de TGM2, e hipometilagédo
de CD24 e MMP2, associadas a diminuicdo e aumento nos niveis de expressdo génica,
respectivamente. No geral, a alteracdo nos niveis de metilagcdo e, consequentemente, alteracéo
nos padrées de expressao desses genes, contribuem para a perda de adesdo das células epiteliais
e levam ao remodelamento da ECM, favorecendo a transicéo epitelial-mesenquimal e invaséo

das células epiteliais a cornea adjacente (Riau et al., 2011).

Recentemente, um estudo realizou a investigacdo em larga escala dos niveis de metilacao
do DNA de amostras de pterigio, utilizando a estratégia de microarranjos Illumina Infinium
Methylation EPIC v2.0 BeadChip, a qual investigou os niveis de metilacdo de cerca de 930 mil
sitios CpG, baseado em sondas. Este estudo destacou diversos genes diferencialmente metilados,
implicados em vias de ades&o celular, remodelamento da matriz extracelular, angiogénese, dano
oxidativo, via canonica Wnt/p-catenina, que podem estar envolvidos na patogénese do pterigio
(L etal., 2025).

Apesar dessas evidéncias, hd uma escassez de estudos que avaliaram a metilacdo do DNA
no pterigio (Figura 3). Até o momento, todos os estudos se basearam em técnicas semi-
quantitativas (MS-PCR e microarranjo) ou quantitativa para uma lista restrita de genes
(EpITYPER), e avaliaram o pterigio inteiro, sem considerar as diferentes por¢des do tecido.

Neste contexto, este estudo pretende avaliar o perfil de metilacdo global no pterigio, utilizando



a técnica quantitativa RRBS (Reduced representation bisulfite sequencing), de amostras da
cabeca do pterigio. Nossa hipdtese € que a cabeca esteja envolvida na génese do pterigio, e é
onde ocorrem 0s processos migratorios e proliferativos que levam a formacéo do pterigio. O
RRBS é uma estratégia adequada para a analise dos niveis de metilagdo em ilhas CpG, sendo
ideal para o screening da avaliacdo do perfil de metilagdo global do pterigio (Kurdyukov;
Bullock, 2016).

2006 2010 2011 2014 2016 2025
Hipermetilagao Hipermetilagao Hipermetilagao de Hipometilagio Hipermetilagao Estudos
de CDKN2A de CDH]I TGM2 de MDM?2 de LATSI e epigendmicos high-
Hipometilagao de LATS2 throughput
CD24 e MMP2 (BeadChip/ChIP-Seq)

Figura 3. Linha do tempo indicando as evidéncias em literatura sobre o envolvimento dos mecanismos
epigenéticos no pterigio, com foco nas alterac6es da metilagdo em genes candidatos.
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Conclusoes

e As amostras da cabeca do pterigio apresentaram perfil de metilacdo do DNA
distinto da conjuntiva ndo-exposta;

e Apesar de manterem caracteristicas semelhantes as amostras primarias pareadas,
os tecidos recorrentes nao se agruparam a elas, sugerindo um possivel acimulo de
alteragBes nos niveis de metilacdo do DNA;

e A maioria das citosinas diferencialmente metiladas (DMCs) foram localizadas na
porcdo codificadora do genoma, principalmente em regides de corpo do gene;

e Os principais genes diferencialmente metilados estdo relacionados a vias de
adesdo celular, em especial genes da superfamilia das caderinas, e a via de
sinalizacdo Whnt;

e Andlises transcriptdmicas reportaram a expressdo diferencial de diversos genes
também envolvidos em vias de adesdo celular e Wnt. Nossos dados
complementam esses estudos, uma vez que o padrdo de metilacdo observado esta
alinhado com os perfis de expressdo génica previamente descritos, como a

hipermetilacdo no corpo dos genes WNT7B e WNT9A e sua expressao aumentada.





