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RESUMO

O vitiligo € uma doenca da pele que afeta cerca de 1% da populacdo em todo o
mundo. Esta doenc¢a ndo causa incapacidade fisica, mas devido a sua aparéncia
desfigurante, os portadores podem apresentar distirbios psicolégicos e
comprometimento na qualidade de vida. A patogénese ainda nao foi esclarecida.
Recentemente, evidéncias sugeriram que alguns polimorfismos de genes estdo
associados com risco de desenvolvimento do vitiligo. Este estudo objetivou
investigar polimorfismo Glu?®®Asp do gene éxido nitrico sintase endotelial (eNOS)
em um grupo de pacientes com vitiligo e comparar as frequéncias dos gendétipos
com um grupo controle da regido centro oeste do Brasil, também avaliar a
qualidade de vida e a percepcao de estresse em individuos portadores de vitiligo e
comparar a percepcao de estresse com os nao portadores. Primeiro estudo, incluiu
51 individuos com vitiligo e 50 pessoas controles. As amostras de sangue total
foram obtidas por coleta de sangue venoso periférico, em seguida, foi realizado a
extracdo do DNA. A genotipagem do polimorfismo Glu?®®Asp foi realizada por
andlise de PCR-RFLP. A investigacao sobre a associagéo do polimorfismo do gene
eNOS Glu?*®Asp com vitiligo, ndo apresentou diferenca significativa na distribuicéo
dos gendtipos e na distribuicao das frequéncias alélicas entre os portadores e grupo
controle. Porém, na andlise da associacdo entre os genoétipos e as variaveis
localizagdo do vitiligo e cor da pele nos portadores, verificou maior propor¢cao de
gendtipos TT em individuos com vitiligo unisegmentar 100% e GT em portadores
com vitiligo localizado 68,3% (p = 0,028). Ainda, no modelo dominante, verificou-se
uma proporcao significativamente maior de genétipo GG em individuos da cor
negra 34,5%, enquanto se verificou maior frequéncia de individuos da cor morena
moderada com genoétipo GG+TT 54,5% (p = 0,035). No segundo estudo, a
amostra foi composta por 102 participantes divididos em dois grupos, com vitiligo e
sem vitiligo. Utilizou-se os questionarios Dermatology Life Quality Index e a
Perceived Stress Scale. O escore médio de qualidade de vida para os portadores
de vitiligo foi de 4,7 + 5,8, demonstrando um comprometimento leve nos portadores.
Verificou-se associagao significativa entre qualidade de vida e cor da pele negra (B
=5,64; p < 0,001), padrao de envolvimento do vitiligo exposto (B = 5,22; p < 0,001)
e estresse percebido (B = 0,22; p = 0,033). O estresse percebido avaliado entre os
grupos apresentou média de 20,7+6,0 e 17,84£7,0 para caso e controle,
respectivamente. Portadores do vitiligo apresentaram uma percepcdo elevada de
estresse quando comparado ao grupo controle (B = 3,12; p = 0,022). Os resultados,
apontaram uma percepcdo elevada de estresse nos portadores de Vvitiligo,
evidenciando que o fato de possuir vitiligo aumenta o nivel de estresse. Sabe-se
que varios fatores, tais como o perfil genético e etnia da populacdo analisada,
podem influenciar no complexo susceptibilidade a doenca, portanto, mais estudos
sdo necessarios para elucidar o papel do polimorfismo do gene da eNOS na
patogénese do vitiligo.

Palavras-Chave: vitiligo; qualidade de vida; polimorfismo; gene; Glu?*®Asp
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ABSTRACT

Vitiligo is a skin disease that affects about 1% of the population worldwide. This
disease does not cause physical incapacity, but due to its disfiguring appearance,
the carriers can present psychological disturbances and impairment in the quality of
life. The pathogenesis has not yet been clarified. Recently, evidence has suggested
that some gene polymorphisms are associated with risk of developing vitiligo. This
study aimed to investigate the GIlu?*®Asp polymorphism of the endothelial nitric oxide
synthase gene (eNOS) in a group of patients with vitiligo and to compare the
frequencies of the genotypes with a control group from the center-west region of
Brazil, as well as assess the quality of life and the perception of stress In individuals
with vitiligo and to compare the perception of stress with non-carriers. First study
included 51 individuals with vitiligo and 50 controls. The whole blood samples were
obtained by collection of peripheral venous blood, then DNA extraction was
performed. The genotyping of the Glu?*®Asp polymorphism was performed by PCR-
RFLP analysis. The research on the association of the polymorphism of the eNOS
Glu?*®Asp gene with vitiligo did not present a significant difference in the distribution
of genotypes and in the distribution of allelic frequencies between the carriers and
the control group. However, in the analysis of the association between the
genotypes and the variables location of vitiligo and skin color in the carriers, a higher
proportion of TT genotypes was observed in individuals with unisegmentar vitiligo
100% and GT in patients with localized vitiligo 68.3 % (P = 0.028). Also, in the
dominant model, a significantly higher proportion of GG genotype was observed in
black individuals 34.5%, while the GG + TT genotype 54.5% had a higher frequency
of moderately bruised individuals. (P = 0.035). In the second study, the sample
consisted of 102 participants divided into two groups, with vitiligo and without vitiligo.
We used the Dermatology Life Quality Index questionnaires and the Perceived
Stress Scale. The mean quality of life score for patients with vitiligo was 4.7 + 5.8,
demonstrating a mild impairment in the patients. There was a significant association
between quality of life and black skin color (B = 5.64, p <0.001), pattern of
involvement of exposed vitiligo (B = 5.22, p <0.001) and perceived stress ( = 0,22,
p = 0.033). The perceived stress assessed between the groups presented a mean
of 20.7 + 6.0 and 17.8 + 7.0 for case and control, respectively. Vitiligo patients
presented a high perception of stress when compared to the control group (B = 3.12,
p = 0.022). The results pointed out a high perception of stress in vitiligo patients,
evidencing that the fact of having vitiligo increases the level of stress. It is known
that several factors, such as the genetic profile and ethnicity of the analyzed
population, can influence the complex susceptibility to the disease, therefore, more
studies are needed to elucidate the role of eNOS gene polymorphism in the
pathogenesis of vitiligo.

Keywords: vitiligo; quality of life; polymorphism; gene; Glu?*®Asp
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1 Introducao

Vitiligo € uma doenca sistémica, adquirida, crénica que tem um curso
clinico imprevisivel, caracterizada pelo aparecimento de maculas ou
manchas hipocrdmicas na pele e membranas mucosas devido ao
desaparecimento da funcionalidade dos melandcitos na area afetada. Estas
lesbes podem aparecer em diferentes formas e tamanhos e pode estar
presente em qualquer area do tegumento, (TARLE et al 2011).

De acordo com a revisao realizada durante Vitiligo Global Issue
Consensus Conference entre 2011 e 2012 Ezzedine et al (2012), o vitiligo
pode ser classificado como ndo segmentar e segmentar. A forma nao
segmentar € a mais comum, sendo dividida em acrofacial, mucosal,
generalizada ou comum, universal e mista. O tipo generalizado caracteriza-
se por manchas simétricas, podendo afetar qualgquer parte do tegumento.

O vitiligo universal caracteriza-se por afetar 80 a 90% da superficie
corpérea. E a forma mista caracteriza-se por apresentacdo concomitante de
vitiligo segmentar e ndo segmentar e a forma segmentar geralmente respeita
a linha média corporal e costuma seguir o dermatomo correspondente
(Figura 1). Menos comumente, pode afetar um ou dois segmentos e até
ocorrer segmento bilateral com inicio simultdneo ou ndo. Existem ainda as

formas raras como a ponteada e a folicular que séo formas inclassificaveis.
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Figura 1. Tipos e Subtipos de vitiligo:

N&o segmentar(NSV) Segmentar (SV)

Generalizado o Unisegmentar (Faria eTarlé 2012)

O desenvolvimento do vitiligo pode ocorrer em qualquer idade, sendo
a idade meédia de aparecimento por volta dos 20 anos (Szczurko; Boon,
2008, p.2). Estudos sugerem que nao ha diferenca significativa de
prevaléncia entre os sexos (Steiner et al 2004).

Aproximadamente 0,5% a 1% da populacdo europeia e americana é
afetada sem diferenca racial ou sexual (Lotti, 2014). Segundo Rosa e Natali
(2009), estimam prevaléncia de aproximadamente 1% de vitiligo no Brasil.
Tarlé et al (2015) afiirmam que no Brasil ainda ndo tem dados
epidemioldgicos atualizados sobre a incidéncia e prevaléncia do vitiligo.
Dessa forma, ndo existe consenso acerca de sua prevaléncia na populacao
brasileira em geral.

- Aspectos Etiolégicos da Doenca

Quanto a etiopatogenia do vitiligo, varias teorias foram propostas e
ainda tem sido para tentar explicar o processo de despigmentacdo que
ocorre no vitiligo. Entre essas, encontram-se as teorias, neural, autoimune,
autotoxica de melandcitos e genética.

- Teoria neural: tanto as células melanociticas quanto o sistema
nervoso sdo derivados da mesma linhagem embriologica (Reed, Parichy,

Erickson, 1998, p.78). Essa teoria indica que um possivel mediador
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neuroquimico, causa a destuicdo de melandcitos ou inibe a producao de
melanina, Barnes (1988);

- Teoria autoimune: autores admitem que o vitiligo seja uma doenca
autoimune, onde ocorre a formacdo de anticorpos antimelanociticos
(autoanticorpos) e por consequéncia a destruicdo dos melandcitos (Kemp,
Waterman, Weetman, 2001). Esses anticorpos circulantes estdo ligados
diretamente a extensédo da despigmentacédo cutanea (Naughton, Reggiardo,
1986,);

- Teoria autotoxica: sabe-se que 0s melandcitos tém como funcéo
proteger o organismo e assim eliminar produtos toxicos, tais como
dopaquinonas e indois. Quando esta protecdo esta deficiente, ocorre a
formacao destes produtos a partir da sintese de melanina e com isso inicia o
processo de destruicdo das células melanociticas, (Steiner et al 2004);

- Teoria genética: segundo Nath; Manjumder; Nordlund (1994), existe
um componente genético multifatorial para o vitiigo em individuos
predispostos a doenca. Provavelmente essa multifatoriedade é responsavel
pela complexidade da apresentacdo clinica da doenca nesses pacientes.
Majumder, Nordlund (1993) postularam que pelo menos trés genes alelos
diferentes estao envolvidos na expressao do vitiligo, isto €, trata-se de uma
desordem poligénica. Estudos de Chen, Jimbow (1994) demonstraram que a
cultura de melandécitos de pacientes com vitiligo ativo tem menor expressao
de c-Kit e stem-cell-factor (SCF), que sao receptores fundamentais no
processo de diferenciacdo do melandcito e posterior melanizagao.

Mohammed et al (2015), enfatizam que a patogénese do vitiligo

permanece indefinida, embora muitas teorias tenham sido para esclarecer a
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patogenia, mas fica evidente que o vitiligo € uma doenca multifatorial (que
envolve muitas interacdes génicas diferentes).

Dessa maneira, o vitiligo é considerado uma doenca sem etiologia
definida, com progndstico reservado e que acarreta uma série de transtornos
emocionais nos pacientes: de 10 a 76% dos portadores de vitiligo conferem
a doenca, algum fator precipitante (falecimento de parentes, desiluséo
amorosa e violéncia moral e fisica) (ROSA; NATALI, 2009).

- Aspectos Genéticos Moleculares do Vitiligo

A maioria das doencas humanas resulta de uma interacdo entre as
variantes genéticas e fatores ambientais. O estabelecimento da real
contribuicdo de fatores genéticos, é o primeiro passo em estudos genéticos,
gue avaliam doencas complexas (Antelo, 2008). O possivel envolvimento de
um polimorfismo genético € importante para elucidar a patologia do vitiligo.

O polimorfismo genético pode ser definido como a ocorréncia regular
em uma populacdo de dois ou mais alelos, localizado em um ponto
especifico do cromossomo, que apresenta em uma frequéncia maior que
1%, podendo gerar em deficiéncias proteicas, tais como: proteina alterada,
alteracdo no nivel normal da proteina expressada ou nenhuma mudanc¢a na
producdo ou expressao proteica, (Wheeler, Wong 2001).

Os polimorfismos séao caracterizados por substituicdo, insercédo ou
delecédo de unicos ou multiplos nucleotideos no DNA e podem ocorrer nas
mais diversas regides do genoma humano, como: regibes regulatorias
(controle da atividade e expressdao @énica), regides codificantes
(codificadoras de proteinas), regides dos introns ou mesmo regides inter-

genes (Balasubramanian et al, 2004). Os mesmos autores ainda enfatizam
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que polimorfismos podem ser classificados como selvagens quando ao
comparar varias sequéncias, elas serem comuns e podem ser classificados
como raros, quando comparadas varias sequéncias da mesma regido,
apresentarem variancia alélica rara.

As formas mais comuns de variantes do genoma humano séo
constituidas por mutacdes pontuais designadas SNPs, onde ha substituicdo
de um nucleotideo por outro (Sabatine, Seidman e Seidman, 2006).

Christie  (2008) afirma que os SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms) respondem por aproximadamente 90% da variabilidade
humana, acreditando-se que um SNP ocorra em média a cada 100 a 300
pares de bases. Desta forma, ha aproximadamente 10 milhdes de variacdes
comuns da classe dos SNPs no genoma humano.

E valido ressaltar que existem diferencas acentuadas entre as
populacdes humanas em termos de distribuicdo dos SNPs, podendo fazer
com que alelos raros em uma determinada populacdo sejam extremamente
abundantes em outras (KUBISTOVA, 2009).

Recentemente, a compreensdo da base genética do vitiligo foi
avancada através do estudo de ampla associacdo global do genoma
(GWAS). Mais de 40 loci sensiveis robustos foram identificados e
confirmados serem associados com vitiligo usando GWAS, dentre eles os
SNPs (rs2476601-A, rs4908760-G, rs 1464510 — T, rs 7758128 -A, rs
3806156 — T, rs3823355-T, rs706779-A, rs1393350-G, rs8182917-G,
rs2273844-A, rs11120322203-A, rs229527-T - (Jin et al 2010); rs11966200-
A, rs9468925, rs2236313-T, rs6902119-C, rs1159357 - (Quan et al 2010);

rs13208776- (Birlea et al 2010); rs3757247-A, rs2111485-G, rs476578-T,
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rs5937417-C, rs1872571-C, rs853308-G, rs38142231-G, rs10768122-G,
rs4409785, rs2456973-C, rs4766578-T, rs1129038-C, rs9926296-A,
rs6510827-T, rs4822024-G— (Jin et al 2012a); rs 9851967, rs11417210-C,
rs638893-C, rs10876864 (Tang et al 2013); rs32213758-A (Cheong et al
2013). A maioria destes genes associados participam em vias importantes
envolvidas na patogénese de vitiligo (SHEN et al 2016).

Estes loci genéticos podem ajudar a construir a base para o
diagnoéstico genético e personalizar o tratamento para pacientes com vitiligo
no futuro.

Dentre os polimorfismos mais estudados, pode-se destacar o
polimorfismo das enzimas O6xido nitrico sintase endotelial (eNOS),
apresentada na figura 2, o gene que a codifica, localiza-se no bracgo longo do
cromossomo (7g35-36), contém 26 éxons ao longo de 21 kilobases (Kb) de
DNA gendmico e codifica um RNA mensageiro de 4052 nucleotideos

(ABRAMSON, 2001).
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Figura 2. Localizacao citogenética do gene da eNOS (Patrias e Wendling, 2007)
Pelo menos 12 polimorfismos tém sido discutidos para o gene da

eNOs. Estes estdo presentes na regido promotora [SNPs nas posi¢des -786,
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-924 e —1474], na regido codificadora do DNA [C774T, Glu?®® Asp (rs179983)
] e nos introns 2, 11, 22 e 23, (Marroni et al 2005).

Um SNP denominado Glu 2?%®Asp, localizado no éxon 7, é
caracterizado pela presenca de uma Timina no lugar de uma Guanina no
nucleotideo 894 (figura 3). A presenca da timina acarreta mudancas do
aminoacido glutamato por aspartato na posicdo 298 (Glu?*®Asp) da proteina

eNOS, (De Marco,2010).

Figura 3.Posi¢éo gendmica da regido polimoérfica da eNOS
5’catgaggctcagccccagaaccccctectggeccactccccacagcetcetgeatticagcacggcetggacce
ccaggaaacggtcgcttcgacgtgctgecectgetgetgcaggecccagatgafcccccagaactcttce
ttctgcccecccgagcetggtecttgaggtgecccctggagcacccacgtgagcaccaaagggattgactttga
ct3

Sequéncia gendmica da eNOS, e localiza¢do do polimorfismo do presente estudo. Fonte: NCBI-
National Center of Biotechnology Information; single nucleotide polymorphism.

Alguns SNPs afetam a sequéncia de aminoacidos de uma
determinada proteina por estarem localizados dentro de regibes génicas que
serdo codificadas e expressas (éxons). Esse tipo de SNP, denominado
estrutural € geralmente, responsavel por mudancas na estrutura protéica
com perda ou reducdo da funcéo original ou da capacidade de ligagcdo da
mesma, (Nussbaum et al 2002).

As enzimas NOS apresentam-se sob duas isoformas: a constitutiva e
a induzivel. As isoformas constitutivas sdo subdivididas em nNOS (NOS
neural) e eNOS (NOS endotelial) encontradas nos neurbénios e endotélio
respectivamente. J4 a isoforma induzivel pode ser encontrada em
macrofago, linfécitos, neutréfilos, eosindfilos, sendo essas isoformas
codificadas por diferentes genes localizados em diferentes cromossomos
(Moncada, Palmer, Higgs,1991).

As eNOS sao isoformas constitutivas calcio-dependentes,

necessitando do aumento dos niveis de calcio intracelular e consequente
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ligacdo desse com a calmodulina (CaM) para a ativacdo dessas enzimas
Silva et al (2011). Elas séo estimuladas por uma cascata bioquimica que
envolve a participacdo dos ions Ca?* e a calmodulina. O complexo Ca?* e
calmodulina realiza a ativagcdo do dominio redutase da enzima, com a
transferéncia dos seus elétrons para o dominio oxigenase, ativando a eNOS,
gue sera usada no metabolismo da L-arginina, Craig et al (2002). A eNOS
localiza-se nas invaginacbes da membrana plasmatica de células
endoteliais, denominadas cavéolas Dudzinski et al (2006). E responséavel
pela conversdo de L-arginina, um aminoacido semi-essencial, em o&xido
nitrico (L-citrulina) (Markus et al 1998).

O oxido nitrico (NO) é uma das mais versateis moléculas conhecidas,
sendo considerado um importante regulador do sistema cardiovascular e
enddocrino-metabdlicas, atuando como mediador em muitas reacdes
bioldgicas (Melino et al 1997). O NO é o principal mediador citotéxico de
células imunes efetoras ativadas e constitui a mais importante molécula
reguladora do sistema imune (Dusse, Vieira, Carvalho, 2003). Tem ainda
propriedades antiinflamatoérias, jA que suprime a ativacdo de quimocinas e
citocinas pro-inflamatérias e de moléculas de adesdo em mondcitos (Ganz,
2003,). Siasos et al (2006), afirmam que possui propriedades antioxidantes,
que resultam na inibicdo da oxidacdo das LDL e acdes anti-apoptéticas
sobre as células endoteliais e regula os niveis de homocisteina, cuja
elevacdo € um importante fator de risco para a doenca cardiovascular
(Brown et al, 2003).

Determinados fatores genéticos e ambientais, inclusive, tém sido

estabelecidos, entretanto nenhum dos dois emerge como necessario ou
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suficiente para o desenvolvimento da doenca. A busca por marcadores
genéticos que possam elucidar a etiopatologia do vitiligo, bem como sua
evolucdo clinica, pode fornecer interessantes achados na explicacdo do
intrincado mecanismo desta patologia.

- Aspectos Psicossociais do vitiligo

O vitiligo € uma doenca de pele cronica de sabido impacto emocional
para os portadores. Esta apresenta estados clinicos e evolutivos diversos
que interferem no comportamento dos portadores, € assintomatica, mas
acompanhada de mitos, de tratamentos prolongados, sendo usualmente
relacionada a um sofrimento psiquico desproporpocional aos sintomas
clinicos do portador, (Manzoni, 2011).

Abdulrahman; Xing-Hua (2016) afirmam que existe uma variedade de
estigmatizacao, definida como um processo em que a aparéncia da pele dos
portadores do vitiligo € negativamente julgada e ha também, varios graus de
distarbios emocionais, incluindo o mau humor, baixa autoestima e alto nivel
de estresse nos portadores. Estudos que mensuram a qualidade de vida
(QV), relacionada com a saude tais como o indice de qualidade de vida
dermatologia (DLQI), ttm demonstrado que o vitiligo afeta qualidade de vida
Ongenae et al (2005).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) definiu “QV como a
percepcao dos individuos de sua posi¢do em vida, no contexto dos sistemas
de cultura e de valores que ele vive e em relacdo aos seus objetivos,
expectativas, padrbes e preocupacdes’The Whoqol Group in Fleck et al
(2000, p. 179). Mitrevska; Eleftheriadou; Guarneri (2012) apontam que a

mensuracao da QV é importante para a avaliagdo de aspectos clinicos nao

Introducéo 9



somente da doenca, mas das descobertas das limitacbes funcionais e
psicoldgicas e escolha do tratamento para a doenca. O vitiligo pode afetar a
QV do paciente em gquatro aspectos diferentes, fisico, psicolégico, social e
ocupacional, segundo (Rajagopalan et al 1999).

Diante disto, existe a necessidade de se identificar marcadores
genéticos associados a susceptibilidade do vitiligo, com objetivo de prevenir
ou minimizar essa doenca. Conforme discutido, os polimorfismos dos genes
do o6xido nitrico sintase endoteliais s&o potenciais candidatos. A presenca de
polimorfismo no gene da eNOS tem sido associada a diversas doencas
cardiovasculares como doenca arterial coronariana, hipertensdo arterial
sistémica e aterosclerose.

Os bancos de dados Medline, Lilacs e Pubmed foram acessados com
as palavras chaves Polymorphism and vitiligo; enzyme oxide nitric endotelial
and vitiligo; polymorphism and Glu?*®Asp; eNOS and vitiligo e polymorphism
and eNOS. Na referida busca, nenhum estudo foi encontrado que avaliasse
a interacdo entre a presenca do polimorfismo no gene da eNOS na posicéo
Glu?%®Asp e vitiligo.

Considerando que alguns genes podem ser utilizados como
marcadores genéticos associados a determinadas doencas e que 0s
marcadores variam conforme a constituicdo genética de cada populacédo, é
importante a obtencdo de dados especificos para populacdo em estudo.
Dessa forma, por suas associacdes com doencas inflamatorias cronicas
como lUpus eritematoso sistémico, (Petri, 2002) e em outras doencas
autoimunes, como artrite reumatoide, (Worthington et al 2005), esclerose

sistémica, (Kim et al 2003) o gene da eNOS, com seu polimorfismo
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Glu?®®Asp é um gene que possivelmente pode conferir susceptibilidade ao
vitiligo e as suas manifestacdes clinicas.

Assim, a presente pesquisa teve como objetivo investigar a qualidade
de vida, o estresse percebido, e o polimorfismo Glu?°®Asp do gene 6xido
nitrico sintase endotelial (eNOS) em um grupo de pessoas com vitiligo.

A seguir sdo apresentados dois estudos em formato de artigo
cientifico, o primeiro teve como objetivo avaliar a qualidade de vida através
do instrumento DLQI em voluntarios portadores do vitiligo, investigar a
dimensionalidade da escala de estresse percebido em sua versdo de 10
itens (PSS-10) em voluntarios portadores de vitiligo, voluntarios controles e
avaliar a influéncia do sexo, idade, nivel de escolaridade e a qualidade de
vida dos pacientes com vitiligo. Este artigo foi submetido a revista Ciéncia e
Saude Coletiva.

O segundo estudo trata-se da avaliacdo da frequéncia do
polimorfismo Glu?®®Asp do gene 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) por
meio do método PCR-RFLP, em voluntarios com vitiligo, voluntarios
controles em Jatai — Goias e determinar as frequéncias alélicas de cada

polimorfismo em ambas as populacdes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a qualidade de vida, a percepcdo do estresse e polimorfismo
Glu?®®Asp do gene 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) em um grupo de
portadores com vitiligo.

2.2 Objetivos Especificos

Determinar a frequéncia genotipicas e alélicas do polimorfismo Glu?%8Asp
do gene 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), em portadores com vitiligo
e ndo portadores.

Avaliar a qualidade de vida de portadores com vitiligo e verificar o estresse
percebido em portadores e néo portadores.

Identificar associacdo entre qualidade de vida e estresse percebido com
as variaveis: idade, estado civil, escolaridade, cor da pele, tempo com
vitiligo, tratamento para vitiligo, localizacdo das lesbes e padrdo de

envolvimento.
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3 METODOS

3.1 Tipo, Local e Populagéo do Estudo

Foi realizado estudo descritivo de corte transversal no Servico de Dermatologia
do Hospital Publico de Jatai no Sudoeste Goiano, a partir dos registros de pessoas que
foram diagnosticados com vitiligo no periodo de 2012 a 2013.

Jatai € uma cidade que possui aproximadamente 98.000 habitantes e ocupa uma
area de 7.174.220 Km?(IBGE, 2016). O municipio contém 10 postos de salde, 1 centro
de assisténcia psicossocial, 1 centro de reabilitacdo de movimentos e 1 hospital, todos
publicos. A pesquisa foi realizada com os portadores que tratam a doenca no
ambulatério do hospital, devido este ser 0 servi¢o publico de maior demanda na cidade,
atendendo diariamente aproximadamente 300 pacientes no servico de urgéncia e 25
consultas agendadas no ambulatorio.

O estudo foi realizado no periodo de janeiro de 2014 a janeiro de 2015, tendo
sido revisados 730 prontuarios e nestes foram encontrados 90 pacientes diagnosticados
com vitiligo. Nos prontuarios havia numero do telefone de cada paciente, logo foi
realizado o contato via telefone e feito um agendamento da visita para a explanacao e
objetivos do projeto.

No referido Hospital funciona um hemocentro desde o ano 1992, em média s&o
atendidos 20 doadores por dia. No hemocentro foi realizada uma triagem dos doadores
que poderiam participar como voluntarios controles na pesquisa, conseguindo 51
voluntarios. Estes foram pareados com grupo caso (possuiam vitiligo) na idade e

género.
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Os agendamentos das visitas dos voluntarios casos que haviam desistido do
tratamento e dos controles foram marcados nas residéncias destes, ja os voluntarios
casos em tratamento, foi realizado no hospital apés a consulta. Foi utilizado como
critério de excluséo, idade menor que 18 anos para participar do projeto.

No primeiro encontro, foram explanados os objetivos do projeto e 51
participantes interessaram em participar como voluntarios casos, assinando o termo de
consentimento livre e esclarecido, os 39 portadores restantes por recusa ndo quiseram
participar.

Num segundo encontro, foram aplicados os questionarios a todos os voluntarios
do projeto, o primeiro sobre a caracterizacdo das amostras quanto aos dados
sociodemogréficos a doenca (anexo V). E mais dois questionarios (anexos VI e VII) com
escala tipo Likert, para mensurar a qualidade de vida e a percepcao do estresse dos

voluntarios.

3.2 Instrumentos de Avaliacédo

Para caracterizacdo da amostra quanto aos dados sociodemograficos e a
doenca, utilizou-se um questionario, que continha informacfes como idade, sexo,
estado civil, nivel de escolaridade, tempo com vitiligo e tratamento utilizado (anexo V).
O questionério foi aplicado para os dois grupos casos e controles.

O Dermatology Life Quality Index (DLQI) € um instrumento que foi aplicado e
validado para outros 12 idiomas, entre 0s quais pode-se mencionar 0 acesso as
publicacdes da india Parsad et al (2003), Noruega - Mark, Wahl, Tornbjgrn, (2002. p.
349), Indiana — USA - Hahn et al (2001), Dinamarca - Zachariae et al (2000), Nova

lorque - USA - Reilly et al (2003, p.129), Suécia - Lundberg et al (2000, p.433), Africa do
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Sul — Jobanputra, Bachmann (2000, p. 830), Italia - Mazzoti et al (2003, p. 323), e
Espanha - adaptacdo cultural: Tiedra et al (1998, p.698); validacdo; Badia, Mascaro,
Lozano, (1999, p.700), além da versao original do Reino Unido - Finlay, Kahn, (1994,
p.215). O estudo da qualidade de vida (QV) reflete apenas uma faceta do quéo
abrangente € o estudo das doencas, e neste caso, as de pele Zogbi et al (2004).

Para contemplar tal enfoque, o DLQI foi adaptado e validado no Brasil por
Martins, Arruda e Mugnaine (2004). Tal estudo baseou-se na necessidade de se
obterem informacdes mais detalhadas sobre a qualidade de vida dos brasileiros e
mensurar o impacto das doencas de pele na vida dos pacientes afetados. Este
instrumento se propde seguindo a escala Likert, contemplando seis dominios: sintomas
e sentimentos em relacdo a doenca (questdes 1 e 2), atividades diarias (questdes 3 e
4), lazer (questbes 5 e 6), trabalho e escola (questdo 7), relacBes interpessoais
(questdes 8 e 9) e tratamento (questdo 10), (anexo VI). Esta escala foi aplicada
somente ao grupo casos, € composta por 10 questfes, com quatro alternativas de
respostas: nada, um pouco, bastante e realmente muito, que correspondem aos
escores de 0 a 3, respectivamente. O paciente deve responder as questdes pensando
nos impedimentos causados na ultima semana (ZOGBI et al 2004).

O escore total € calculado pela soma dos escores de todas as questdes,
podendo chegar ao maximo de 30 e minimo de zero nesta pontuacdo. Quanto maior o
escore, mais comprometida esta a qualidade de vida do individuo.

O escore total do DLQI é computado a partir da soma dos indices avaliados e
interpretado de acordo com Hongbo et al, (2005), sem comprometimento da qualidade

de vida quando os escores estiverem entre (0-1), comprometimento leve (2-5),
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comprometimento  moderado  (6-10), grave comprometimento (11-20) e
comprometimento muito grave (21-30).

Também foi aplicada a escala sobre a Percepcdo do Estresse (PSS-10)
desenvolvida por Cohen; Kamarck; Mermelstein (1983). O PSS é um autorrelato
destinado a lidar com grau em que situacdes na vida de um individuo sdo avaliadas
como estressantes. Ele foi originalmente desenvolvido como uma escala de 14 itens
que avaliou a percepcao de experiéncias estressantes em relacdo ao més anterior no
uso de uma escala tipo Likert de cinco pontos.

Posteriormente, autores relataram que a versédo 10 itens (PSS-10) mostrou mais
consistente as caracteristicas psicométricas em comparacdo com a escala de 14 itens
por Cohen, Williamson (1988). O uso do PSS-10 é utilizado em muitos paises, tendo
sido traduzido em varias linguas incluindo japonesa - Mimura, Griffiths (2004), Sueca -
Eskin, Parr (1996), chinés — Lee, Crockett, (1994), francés — Muller, Spitz (2003) e
espanhol — Carrobles, Remor (2001). Dessa maneira, € o0 instrumento mais utilizado
para avaliar a percepc¢do do estresse, tendo sido validada em mais de 20 paises,
Remor (2006).

Para melhor conhecimento desta escala, o PSS-10 foi traduzida, validada por
Reis, Hino e Rodrigues-Afiez (2010), e utilizada em estudos brasileiros com adultos.
Segundo Thoits (2010) independente da fonte estressora, diferentes estudos vém
demonstrando que o estresse impacta negativamente na saude fisica e psicoldgica das
pessoas. Tais estudos fornecem evidéncia de que a avaliagdo do estresse por meio de
ferramentas validas e confiaveis € imprescindivel para programas de prevencao,

diagnéstico e intervencédo em relacéo a esse problema.
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Neste estudo foi utilizada a escala com intuito de mensurar o estresse percebido
pelos voluntarios casos e controles. A escala contém dez questdes (anexoVll), foi
contruida seguindo a escala tipo Likert de cinco op¢des de resposta que variam de 0 a
4 (0 - nunca; 1- quase nunca; 2 - 4s vezes; 3 - quase sempre; 4 - sempre). As questdes
nesta escala perguntam a respeito dos seus sentimentos e pensamentos durante os
ultimos 30 dias do ultimo més.

Dos 10 itens, seis sdo negativos (1,2,3,6,9,10) e os quatro restantes (4,5,7,8)
positivos. Os elementos negativos destinam a avaliar a falta de controle e as reacfes
negativas, enquanto os positivos medem o grau de habilidade de lidar com os
estressores existentes. Para obtencdo do escore final, os itens positivos tém sua
pontuacdo somada invertida e as demais questdes negativas devem ser somadas
diretamente. A pontuacao final pode variar do escore minimo de zero até o maximo de

40 pontos, quanto maior forem os escores, maior € o estresse percebido pelo individuo.

3.3 Amostragem e Extracdo do DNA

Foram coletados 10mL de sangue venoso periférico de todos voluntarios da
pesquisa, em tubo contendo o anticoagulante EDTA. O sangue foi coletado, logo, as
amostras foram refrigeradas de 2 a 8° C até o transporte das mesmas. Em seguida,
estas amostras foram acondicionadas em gelo seco numa caixa térmica e
transportadas ao laboratério de genética do Campus/Jatai na UFG. Logo, realizou-se a
extracdo do DNA, utilizando o protocolo estabelecido pelo Kit Purelink™ (Invitrogen,
USA), cujos principios basicos sdo semelhantes aos demais métodos de extracéo, que
compreende a lise das membranas plasmaticas e nuclear, a degradacéo e remocao das

proteinas e outros componentes celulares e a purificacdo do DNA gendmico obtido.
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Todas as amostras de DNA obtidas foram quantificadas e avaliadas quanto ao
seu grau de pureza em espectrofotbmetro (NanoDrop-ND 2000 Techonologies, Inc,
ilmington, DE, USA). Apés calibracdo do aparelho, 1 pL da amostra foi utilizado para
analise. A concentracdo do DNA foi determinada a partir da absorbancia 260nm e a
pureza através da razdo da absorbancia 260nm/280nm, considerada pura quando a
mesma era em torno de 1.8.

Todas as amostras de DNA genbmico obtidas s6 seguiram para genotipagem
dos SNPs, por terem sua razédo de integridade e pureza em torno e 1.8. Em seguida, o
material foi armazenado a -20°C até a realizacdo das andlises de reacdo de cadeia da
polimerase (PCR).

Para obtencdo do plasma e do soro, outros dois tubos, um contendo
anticoagulante EDTA e outro sem anticoagulante, foram coletados e centrifugados por
10 minutos a 3000 rpm. O plasma e o soro obtidos foram acondicionados em
microtubos 1,5 mL e congelados a -20°C. Em seguida, foram utilizados os DNAs

extraidos para amplificacdo em reacdes em cadeia da enzima polimerase — PCR.

3.4 Genotipagem da eNOS por PCR-RFLP

A reacdo em cadeia da polimerase, desenvolvida por Mullis, Faloona (1987),
permite a amplificacdo exponencial de um fragmento de DNA, possibilitando a obtencéo
de mais de 10 milhdes de copias a partir de alguns nanogramas de &acido
desoxirribonucleico. E uma técnica rapida, que se completa em 2 a 3 horas, é dotada de
grande sensibilidade e especificidade.

A PCR inicia-se com a desnaturacdo das duplas cadeias de DNA, a uma

temperatura de cerca de 95 a 98°C. Apos a desnaturacao, a temperatura € rapidamente
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reduzida, permitindo o emparelhamento dos primers a cadeia molde. Os primers séo
sequéncias curtas de DNA (cerca de 15-30 oligonucleotideos) que flanqueiam a regiao
a amplificar.

A seguir, a ligacao dos primers, a temperatura é ligeiramente elevada, permitindo
a incorporacao especifica de desoxinucleotideos trifosfatados (ANTPs), segundo a regra
da complementaridade. Estes dNTPs vao constituindo a nova cadeia de DNA, na fase
de extensdo. A extensdo € catalisada pela Taq DNA polimerase, uma enzima
termoresistente que possui um pH 6timo de atuacdo, que € criado pela adicdo de um
tampéo especifico.

A acdo da Tag DNA polimerase é otimizada por ions de Mg?* e, em certos casos,
pode ser necessario recorrer a detergentes para obter este efeito. A reacdo em cadeia
da polimerase da-se ao longo de varios ciclos, de desnaturacdo das cadeias de DNA,
emparelhamento dos primers nas cadeias desnaturadas, e extensao das novas cadeias
de DNA. Cada um destes passos ocorre a temperaturas especificas e durante um
intervalo de tempo determinado de acordo com a sequéncia nucleotidica do fragmento
a amplificar.

Os DNAs extraidos foram acondicionados com gelo seco numa caixa térmica e
transportados para o laboratério do Instituto de Ciéncias Biologicas do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular no Laboratério de Bioquimica Celular, da Universidade
Federal de Goias, para realizar as analises da genotipagem.

A amplificacdo por PCR foi realizada empregando-se uma mistura (a excecao
dos pares de primers) adquirida comercialmente de MasterMix para PCR convencional,
adicionando os oligonucleotideos (Quatro G P&D Ltda, Porto Alegre RS). Os

oligonucleotideos utilizados para o polimorfismo de Glu®®®Asp foram: 5'-
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CATGAGGCTCAGCCCCAGAAC-3’ (sense) e 5- AGTCAATCCCTTTGGTGCTCAC-3
(antisense), segundo Hingorani et al (1999, p. 1519), sintetizados pela Invitrogen Brasil.
A reacdo de PCR foi realizada em um volume final de 50 pL, contendo a seguinte
composicdo: 10 uL de DNA gendmico, 45 pL Mastermix, 2,0 pL de oligonucleotideos e
agua destilada ultrapura (Gibco, Invitrogen, USA) para completar o volume de 50puL. As
reacoes foram realizadas em termociclador (Techne Inc), nas seguintes condicdes:
desnaturacao inicial a 95°C durante 5 minutos, seguido por 30 ciclos de desnaturacéo,
anelamento e extensao (95°C por 1 min, 60°C por 1 min, e 70°C por 1 min). A extensao
final da reacdo ocorreu a 70°C por 5 min. Os amplificados foram mantidos a -20°C até a
digestao enzimatica.

Os fragmentos de DNA amplificados foram digeridos por MBOL |
(endonucleases). Estas sdo enzimas que reconhecem determinadas sequéncias de
bases nucleicas, normalmente constituidas por 4 a 8 pares de bases. As endonucleases
hidrolisam o DNA num local especifico desta pequena sucessdo de bases, formando
fragmentos de restri¢ao.

Foi escolhida uma enzima que cliva uma sequéncia que existe numa das formas
do polimorfismo, mas ndo na outra. Assim, a sequéncia de um dos alelos é clivada e a
do outro ndo. Se o fragmento de DNA possuia a sequencia reconhecida pela
endonuclease, é dividido em dois ou mais fragmentos, de menor tamanho que o inicial
(SAMBROOK, FRITSC, 1989). Para distinguir estes produtos de digestédo, procedeu-se
a sua separacao por eletroforese por gel de agarose.

Para a visualizacdo da amplificacdo do DNA e fragmentos digeridos, os produtos

dessas reacdes foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 3,0%.
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Os produtos de PCR de 206 pares de bases (bp) foram clivados com a enzima
de restricdo Mbol (PROMEGA, USA). Para a digestdo utilizou-se 10 yuL do DNA
amplificado, 15,8 puL de agua destilada ultrapura (Gibco, Invitrogen, USA) 2,0 pl de
solucéo tampéao, 0,3 pL de albumina de soro bovino (BSA) acetilado e 1,0 pL de enzima
1x (10 U/uL). A incubacéo foi feita a 37°C durante 6 horas em um shaker (Vortemp 56,
Labnet).

O produto de reacédo de digestdo da enzima MBOL | para o alelo selvagem
resultou num fragmento de 206 (pb). Enquanto para o alelo polimérfico foram dois
fragmentos de 119 e 87 pb. O controle positivo utilizado foi DNA de amostra de sangue
(de outros estudos) ja apresentando o polimorfismo em homozigose TT (ja
comprovado).

3.5 Analise de Dados

» Estudo da associacéo sobre qualidade de vida e percepc¢éo do estresse

Instrumentos

Os dados coletados dos questionarios utilizados foram registrados em planilha
eletrbnica de forma codificada. Em seguida estes dados foram analisados com
aplicacao do programa IBM Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) verséo
21.0.

As variaveis categoricas sdo apresentadas em seu formato de frequéncia, com
nameros absolutos e proporgdes. A comparacdo da distribuicdo entre elas foi feita com
aplicacdo do teste de qui-quadrado ou Teste U de Mann Whitney de amostras

independentes.
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As variaveis quantitativas continuas sdo apresentadas com suas meédias,
medianas (quando distribuicdo ndo paramétrica), desvio padrdo e intervalo de
confianca. A andlise da forma como os dados se distribuiam foi feita com aplicacdo do
teste de Shapiro-Wilk. A comparacdo entre médias dos dois grupos, com distribuicdo
normal, foi feita com o Teste T-Student para amostras néo relacionadas.

E a comparacdo entre médias e variaveis continuas foi realizada com teste de
Kruskal — Wallis para variaveis politdmicas e U de Mann Whitney quando dicotémicas.
Também foi feita analise de correlacéo entre a variavel idade e os escores das escalas
aplicadas com aplicacdo do Coeficiente de Spearman. Para a andlise de confiabilidade
interna das escalas utilizadas (PSS e DLQI) foi aplicado alfa de Cronbach e uma
consisténcia interna aceitavel acima de 0,7.

Para a comparacdo da frequéncia de Estresse Percebido (>=20) com as
variaveis independentes e intra-grupos foi utilizado o qui-quadrado quando a variavel
era dicotbmica e o Teste U de Mann-Whitney de amostras independentes quando havia
mais de duas categorias. Foi realizada analise de correlagcdo de Pearson entre as

variaveis continuas.

> Estudo da associacdo do polimorfismo Glu?®®Asp da enzima éxido nitrico

sintase endotelial (eNOS) e vitiligo

Instrumentos
Os dados dos instrumentos utilizados foram coletados e registrados em planilha
eletrbnica de forma codificada. Em seguida estes dados foram analisados com

aplicacao do programa IBM SPSS Statistics versao 21.0. Inicialmente, as distribuicoes
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dos genadtipos foram apresentadas em frequéncias absolutas e relativas, o teste de qui-
quadrado foi utilizado para: a) comparar as diferencas das distribuicdes dos genadtipos
observados e esperadas no equilibrio de Hardy-Weinberg em cada grupo (avaliacdo
intragrupo) e b) comparar as diferencas das distribuicbes genotipicas entre os grupos
caso e controle (avaliacao intergrupos).

Em seguida, a analise univariada por meio de regresséao logistica foi realizada
para comparar as diferencas nas distribuicbes genotipicas e alélicas entre 0os grupos
caso e controle, obtendo-se odds ratio bruto e respectivos intervalos de confianca de
95% (IC 95%); valores de p foram derivados da estatistica de Wald (Dafni et al., 2010).
Em todos os testes valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significantes.

3.6 Aspectos éticos

A aprovacéo do estudo foi concedida pelo termo e aprovacdo do Comité de Etica
da Universidade Federal de Goias sob o numero (38488314.0.0000.5083), anexo (1).
Os voluntarios que aceitaram participar do estudo assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, em anexo (2), de acordo com a Resolucao

466/2012.

Métodos 23



4 PUBLICAGOES

Artigo 1 — Associacao entre estresse percebido e qualidade de vida em portadores de
vitiligo

Autores: Kénia Alves Pereira Lacerda, Lidia Andreu Guilo, Luiz Almeida da Silva, Rafael
Alves Guimaraes

Revista (Submetido a Revista Ciéncia e Saude Coletiva)

Artigo 2 — Associacdo do polimorfismo Glu?®®Asp da enzima O6xido nitrico sintase
endotelial (eNOS) e vitiligo
Autores: Kénia Alves Pereira Lacerda, Lidia Andreu Guilo, Leticia Cristine Faria

Revista (Ainda ndo submetido)

Publicacdes 24




Associacao entre qualidade de vida e estresse percebido em
portadores de vitiligo

Lacerdal, KAP; Guilo?, LA.
Resumo

Vitiligo € uma doenca de pele gque ndo causa incapacidade fisica, mas devido a sua aparéncia
desfigurante, os portadores apresentam distlrbios psicolégicos e comprometimento na
gualidade de vida (QV). Objetivou-se avaliar a qualidade de vida e a percep¢éo de estresse em
individuos portadores de vitiligo. O estudo foi descritivo de corte transversal. A amostra foi
composta 102 participantes divididos em dois grupos, com vitiligo e sem vitiligo. Utilizou-se os
guestionarios Dermatology Life Quality Index e a Escala de Estresse Percebido. O escore
médio de qualidade de vida para os portadores de vitiligo foi de 4,7 + 5,8, demonstrando
comprometimento leve nos portadores. Verificou-se associagao significativa entre qualidade de
vida e cor da pele negra (B = 5,64; p < 0,001), padrao de envolvimento do vitiligo exposto (B =
5,22; p < 0,001) e estresse percebido (B = 0,22; p = 0,033). O estresse percebido avaliado entre
0S grupos apresentou média de 20,7+6,0 e 17,8+7,0 para caso e controle, respectivamente.
Portadores do vitiligo apresentaram percepcdo elevada de estresse quando comparado ao
grupo controle (B = 3,12; p = 0,022). A pontuacao geral da qualidade de vida foi relativamente
baixa, indicando comprometimento da doenca sobre a qualidade de vida. Os resultados,
apontaram percepcao elevada de estresse nos portadores de vitiligo, evidenciando que o fato
de possuir vitiligo aumenta o nivel de estresse.

Palavras-chave: vitiligo; pele, estresse; qualidade de vida;

Abstract

Vitiligo is a skin disease that does not cause physical disability, but because of its disfiguring
appearance, the carriers present psychological disturbances and impairment in quality of life
(QoL). The objective of this study was to evaluate the quality of life and the perception of stress
in individuals with vitiligo. The study was descriptive cross-sectional. The sample consisted of
102 participants divided into two groups, with vitiligo and without vitiligo. We used the
Dermatology Life Quality Index questionnaires and the Perceived Stress Scale. The mean
quality of life score for patients with vitiligo was 4.7 £ 5.8, demonstrating mild impairment in
patients. There was a significant association between quality of life and black skin color (B =
5.64, p <0.001), pattern of involvement of exposed vitiligo (B = 5.22, p <0.001) and perceived
stress (B = 0, 22, p = 0.033). The perceived stress assessed between the groups presented a
mean of 20.7 £ 6.0 and 17.8 £ 7.0 for case and control, respectively. Patients with vitiligo had a
high perception of stress when compared to the control group (8 = 3.12, p = 0.022). The overall

quality of life score was relatively low, indicating disease impairment on quality of life. The
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results pointed out a high perception of stress in vitiligo patients, evidencing that the fact of

having vitiligo increases the level of stress.
Keywords: vitiligo; Skin, stress; quality of life;

Introducao

Vitiligo € uma hipomelanose adquirida da pigmentacdo da pele que afeta de
0,005-8,8% da populacdo mundial, sendo caracterizada pelo desenvolvimento de
manchas brancas sobre a pele, frequentemente com uma distribuicdo simétrica tipica e
extensdo progressival. O desenvolvimento da doenca pode ocorrer em qualquer idade,
porém, nos Estados Unidos e na india, a idade média do aparecimento da dermatose €é
22 anos e na Inglaterra 25 anos, no Brasil 24 anos, metade dos pacientes desenvolvem
a doenca antes dos 20 anos de idade?.

Algumas investigacdes sugerem que nao ha diferenca significativa de
prevaléncia entre 0s sexos, e que adultos e criancas de ambos 0Ss sexos S&o
igualmente afetados. Porém, alguns estudos indicam leve superioridade de casos nas
mulheres, possivelmente devido a maiores implica¢des psicologicas e sociais causadas
pela doenca.®* De acordo com a avaliacdo realizada pela Vitiligo Global Issues
Consensus Conference, no ano de 2012, o vitiligo foi classificado em vitiligo n&o
segmentar (NSV) e vitiligo segmentar (SV) de acordo com sua extensao e forma de
distribuicdo na pele.>¢

Apesar do vitiligo ndo causar incapacidade fisica, ele pode levar a grande
impacto psicoldgico, podendo prejudicar de forma significativa a qualidade de vida do
individuo’. O impacto dos sintomas clinicos do vitiligo na qualidade de vida dos
pacientes € frequentemente subestimado e ha& poucos relatos na literatura mundial

sobre esse tema.
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Condicdes de pele e qualidade de vida, e algumas doencas mais comumente
estudadas, como dermatite atépica, psoriase, ulceracdes, vitiligo e acne, mostram que
essas doencgas causam prejuizo tanto na qualidade de vida dos pacientes, quanto para
0s servicos de saude que nao estejam monitorando a eficiéncia dos tratamentos. Frente
a esta realidade, a qualidade de vida em dermatologia € uma medida de clinica, de
pesquisa e também, de politicas financeiras®.

Nas ultimas décadas, o nimero de instrumentos para avaliacdo da qualidade de
vida tem aumentado podendo ser divididos em genéricos ou especificos. O
Dermatology Life Quality Index (DLQI) € um instrumento especifico para doencas
dermatolégicas e neste estudo foi utilizado para mensurar a qualidade de vida dos
pacientes que possuem vitiligo.

E constituido por 10 itens, que estimam a influéncia da doenca quanto aos
sintomas, atividades diarias, lazer, trabalho, escola, relacfes pessoais e o tratamento.
Foi traduzido e validado para a versao brasileira (DLQI-BRA) e ja foi aplicado em
portadores com dermatoses.®

Independente da fonte estressora, 0 estresse impacta negativamente na saude
fisica e psicolégica as pessoas. Tais estudos fornecem evidéncia de que a avaliacdo do
estresse por meio de ferramentas validas e confiaveis € imprescindivel para programas
de prevencio, diagnoéstico e intervencdo em relagéio a esse problema.? E afirmado que
0 estresse emocional pode exacerbar alguns eventos na pele.'!

Considerando a necessidade de mensuracdo do estresse percebido e da falta de
instrumentos na lingua portuguesa que poderiam suprir esta necessidade, validou-se a
Perceived Stress Scale em adultos (PSS — Escala de Estresse Percebido) PSS-10

(1983) para a versdo brasileiral?. Os itens foram designados para verificar o quanto
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imprevisivel, incontrolavel e o quanto sobrecarrega os respondentes avaliam suas
vidas.!® A consideracdo de fatores psicoldgicos é importante para avaliagéo, tratamento
e alguns aspectos da prevencéo de problemas dermatolégicos!4.

Dessa forma, o0 objetivo deste estudo foi avaliar a associacéo entre qualidade de
vida e percepcdo de estresse em portadores de vitiligo e associar com dados
séciodemografico e comparar a percepcao de estresse com 0s nao portadores.

Delineamento Experimental
Inicialmente, realizou um estudo descritivo de corte transversal para avaliacdo da

qualidade de vida em portadores de vitiligo.
Participantes

A priori, foi realizado levantamento nos prontuarios médicos de uma instituicao
de salude de médio porte, por amostragem ndo probabilistica, situada na regido
sudoeste do estado de Goias, com intuito de realizar o levantamento dos portadores de
vitiligo que estivessem em tratamento ambulatorial. Foram identificados 730 prontuarios
no periodo dos meses de janeiro de 2014 a janeiro de 2015.

Ao final, obteve-se 90 casos de portadores de vitiligo. Todos os portadores foram
convidados via telefone a participarem do estudo, utilizando como critério de exclusao,
ter idade menor de 18 anos.

Em seguida, foi realizada a aplicacdo dos questionarios autoexplicativos apos
consultas agendadas com o dermatologista para o0s portadores que estavam em
tratamento. Para os portadores que nao estavam em tratamento foram agendadas

visitas nas residéncias dos mesmos para aplicagcdo dos questionarios. Ao final, 51
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voluntarios tiveram interesse em participar do projeto, os 39 portadores restantes por
recusa nao quiseram participar.

Visando realizar a comparacéo sobre a percepcdo do estresse dos portadores
com pessoas nao portadoras de vitiligo, buscou-se o recrutamento de um grupo de
voluntarios, sendo estes pareados na idade e sexo.

No hospital do estudo ha um hemocentro, onde foi realizado também o
recrutamento dos voluntarios controles. Inicialmente foram convidadas 100 pessoas via
telefone. Os participantes foram abordados nos dias agendados para doacéo,
conseguindo o mesmo quantitativo do grupo caso, 51 participantes, foi utilizado o
mesmo fator de exclusédo que no grupo caso.

Foram avaliadas 102 pessoas pareadas por idade e sexo, sendo 51 pacientes
diagnosticados com vitiligo, que constituiram o grupo caso e 0s outros 51 néao
portadores de vitiligo. Foram aplicados aos dois grupos trés guestionarios, apos a
apresentacao dos objetivos do projeto, leitura e assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido e esclarecimento de duavidas caso fossem apresentadas pelo
voluntario.

O primeiro questionario aplicado constou de variaveis Sécio-demograficas de
cada participante: idade, sexo, estado civil, nivel de escolaridade, e quando portador,
qual era o tempo em anos que tinha o vitiligo e se ja haviam sido submetidos a
tratamentos, o tipo de vitiligo, localizacao do vitiligo, padréo de envolvimento e cor da
pele.

A segquir, foi aplicado os questionarios DLQI-BRA e a escala de Estresse

Percebido (PSS-10) ambas validada para o portugués.*?
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O questionario DLQI-BRA consiste em dez itens relacionados a qualidade de
vida especifica, divididos em seis dominios: sintomas e sentimentos, atividades diarias,
lazer, trabalho/escola, relacdes pessoais. Cada item tem quatro alternativas para
respostas: nada, um pouco, bastante e realmente muito, que correspondem aos
escores de 0 a 3, respectivamente.

O escore total do DLQI-BRA foi computado a partir da soma dos indices
avaliados e interpretado'* em: sem comprometimento da qualidade de vida quando os
escores estiverem entre (0-1), comprometimento leve (2-5), comprometimento
moderado (6-10), grave comprometimento (11-20) e comprometimento muito grave (21-
30). Todos os testes foram aplicados considerando o nivel de significancia de 5% e o
intervalo de confianca de 95%.

O escore total foi calculado pela soma dos escores de todas as questdes,
podendo chegar ao maximo de 30 e minimo de zero nesta pontuacdo. Quanto maior o
escore, mais comprometida esta a qualidade de vida daquele individuo.

Por ultimo foi aplicada a escala PSS-10, que contém questfes a respeito de
sentimentos e pensamentos durante os ultimos 30 dias, que foi analisada a partir da
somatoria dos resultados das 10 questdes. O escore total foi obtido pela soma dos
valores dos 10 itens, sendo que valores altos significam alto nivel de estresse.

A escala PSS-10 foi analisada a partir da somatéria dos resultados das 10
questbes, tendo anteriormente invertido as questdes 4, 5, 7 e 8. Para a obtencéo de
escores, as questbes 4, 5, 7 e 8 tém pontos positivos, sendo que 0 vale 4 pontos e 4
vale 0 pontos. Sdo questbes simples compostas por 10 itens, escala tipo Likert, com

variacdo de 0 (nunca) a 4 (Quase sempre).

Publicacdes 30




Analise Estatistica

Os dados foram analisados com auxilio do programa SPSS. A verificacdo da
normalidade das variaveis quantitativas foi realizada através do teste de Kolmogorov-
Smirnov. Variaveis quantitativas foram apresentadas com média e desvio padrdo (DP)
ou meédia, DP, mediana e intervalo interquartil (11Q) conforme tivessem distribuicdo
normal ou ndo normal, respectivamente. Variaveis qualitativas foram expressas como
frequéncia absoluta e relativa.

Para a andlise de confiabilidade interna das escalas utilizadas (PSS-10 e DLQI)
foi aplicado alfa de Cronbach, sendo a consisténcia interna aceitavel acima de 0,7.%°

Inicialmente, foi realizada a comparacdo dos grupos quanto as caracteristicas
sociodemogréficas (casos versus controles). O teste de qui-quadrado foi usado para
verificar diferencas nas propor¢des entre as variaveis qualitativas. O teste t de Student,
foi utilizado para comparar diferencas na idade entre os grupos.

Para verificar os fatores associados a qualidade de vida do grupo caso,
inicialmente, foi realizada analise bivariada, através dos seguintes testes: coeficiente de
correlacdo de Spearman (rs), U de Mann Whitney ou Kruskall-Wallis. A seguir, realizou-
se regressao linear multipla com variancia robusta. O modelo relacionado a qualidade
de vida (variavel dependente) foi ajustado por todas as covaridveis (variaveis
independentes): idade (anos), sexo, estado civil, escolaridade, tempo de vitiligo (anos),
cor da pele, tipo de vitiligo, padrédo de envolvimento, localizagdo do vitiligo, tratamento

prévio e estresse percebido (PSS-10).
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Para comparacao dos escores do estresse percebido (PSS-10) global e por item,
foi usado os testes t de Student para amostras independentes, com distribuicdo normal
ou U de Mann Whitney para itens com distribuicdo nao normal.

Para analises dos fatores associados ao estresse percebido (PSS-10) (variavel
dependente) também foi utilizado um modelo de regressdo linear mdiltipla, com
variancia robusta. Neste modelo as seguintes variaveis foram consideradas como
independentes: idade (anos), estado civil, escolaridade e o grupo (caso x controle).
Todos os testes foram aplicados, considerando o nivel de significancia de 5% (a =
0,05).

Aspectos Eticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa na Universidade
Federal de Goias, no ano de 2014 sob o protocolo 38488314.0.0.0000.5083.
Resultados

Participaram do estudo 51 pacientes com vitiligo que estavam inscritos nos
prontuarios do ambulatério, e fizeram parte do grupo caso e 51 individuos do
hemocentro, sem diagnéstico de vitiligo, que constituiram o grupo controle.

Os grupos foram semelhantes em relacdo ao estado civil (p > 0,149). Verificou-se
propor¢cdo maior de individuos com maior nivel de escolaridade (ensino superior) no
grupo controle, quando comparado ao grupo caso (p = 0,035).

A maioria dos individuos do grupo caso tinha escolaridade até o ensino médio
56,9% e com estado civil casado 56,9%. A média de idade dos casos foi de 44,8 anos *
13,4. Ainda, a maioria dos individuos 68,6% apresentou tempo de diagnostico do vitiligo

acima de 10 anos (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracterizagdo clinicas e sociodemograficas de 102 pessoas (grupo caso e grupo controle)
Jatai, 2016.

Variaveis Casos (n =51) Controles (n =51) P
Idade (anos), média + DP 44,8 £+ 13,5 44,8 £ 13,5 0,9822
Sexo, n (%)
Masculino 18 (64,7) 18 (64,7) 1,000
Feminino 33 (35,3) 33 (35,3)
Estado civil, n (%)
Solteiro/divorciado/viivo 22 (43,1) 15 (29,4) 0,149
Casado 29 (56,9) 36 (70,6)
Escolaridade, n (%)
| grau completo/incompleto 11 (21,6) 6 (11,8)
Ensino Médio 18 (35,3) 10 (19,6)
Ensino Superior 22 (43,1) 35 (68,6) 0,035
Cor da pele
Branca 18 (35,3) NA
Morena moderada 22 (43,1)
Negra 11 (21,6)
Tempo de vitiligo (anos), n (%)
<10 16 (31,4) NA -
> 10 35 (68,6)
Tratamento para vitiligo
N&o 6 (11,8) NA
Sim 45 (88,2)
Tipo de vitiligo
N&o segmentar 45 (88,2) NA
Segmentar 6 (11,8)
Localizagéo do vitiligo
Localizado 45(88,2) NA
Unisegmentar 6 (11,8)
Padréo de envolvimento
Area ndo exposta 24 (47,1) NA
Area exposta 27 (52,9)

a.  Teste t de Student para amostras indepedentes; b.Teste de qui-quadrado de Pearson; b. NA- ndo se aplica, * p < 0,05

Quanto a cor da pele dos portadores de vitiligo, 35,3% possuiam a cor branca,
43,1% e 21,6% morena moderada'® e negra respectivamente. Sobre os tipos de vitiligo
e localizacdo das manchas, 88,2% foi diagnosticado como tipo ndo segmentar e
localizado e 11,8% como segmentar e unisegmentar. Quanto ao padrdao de
envolvimento, 47,1% possuiam as manchas em areas nao expostas e 52,9% possuiam
as manchas em areas expostas (Tabela 1).

O tratamento prévio da dermatose foi identificado em 45 voluntarios 88,2% e

destes 38 referiram tratamento com uso da planta vulgarmente conhecida como mama-
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cadela (Brosimum gaudichaudii) em suas mais diversas formula¢des (pomada, chés e

comprimidos).

Andélise da qualidade de vida

O instrumento DLQI-BRA apresentou confiabilidade interna de (0,869). A média
global do DLQI entre os portadores de vitiligo foi 4,7 pontos (+ 5,8; mediana: 3,0; 11Q:
0,0-6,0). Quanto as dimensdes do DLQI, os dominios apresentaram escores médios
(1,3 = 2,0; mediana: 0,0; 11Q: 0,0-3,0) para realizacdo de atividades diarias, (1,1 + 1,4;
mediana: 1,0; [1Q: 00-2,0) sintomas e sentimentos, (1,1 £1,6; mediana: 0,0; 11Q: 0,0-1,0)
lazer, seguidos dos dominios relagdes pessoais (0,6 £1,0; mediana: 0,0; 11Q: 0,0-1,0),
trabalho e escola (0,1 +0,4, mediana: 0,0; IIQ: 0,0-0,0) e (0,2 +0,4; mediana: 0,0; 11Q:
0,0-0,0) para o dominio tratamento.

A Tabela 2 apresenta a analise bivariada, dos potenciais fatores, associados a
qualidade de vida nos pacientes com vitiligo. Nessa andlise verificou-se diferenca
estatistica entre a cor da pele e qualidade de vida (p = 0,002). Individuos com padréo
de envolvimento exposto apresentaram escores mais elevados de qualidade de vida
quando comparado aos com padrédo ndo exposto (p < 0,001). Ainda, observou-se
correlacao positiva entre estresse percebido (PSS-10) e qualidade de vida (rs = 0,336; p
= 0,016).

Tabela 2. Distribuicdo dos escores do DLQI-BRA em pacientes com vitiligo, de acordo com as condi¢des
sociodemogréficas e clinica, Jatai, 2016.

Variaveis DLQI p
Média + DP Mediana (11Q)
Idade (anos) -0,103° 0,463°
Sexo
Feminino 51+6,1 2,0 (0,0-9,0) 0,779¢
Masculino 39+51 3,0 (0,0-5,2)
Estado civil
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Solteiro/divorciado/viivo
Casado

Escolaridade

| grau completo/incompleto
Ensino médio

Superior

Cor da pele

Clara

Morena moderada

Negra

Tempo de vitiligo (anos)
<10

>10

Tratamento para vitiligo
N&o

Sim

Tipo de vitiligo

N&o segmentar
Segmentar

Localizagao

Localizado

Unisegmental

Padréo de envolvimento
N&o exposto

Exposto

PSS-10

48+6,4
4,654

3,8+43
4,1+5,5
5,6+6,7

13+16
4,5+4.4
10,5+7,9

3,847
5,1+6,2

4,0 £3,9
4,8 6,0

4856
4073

2,3+24
50+6,0

11+14
79+6,3
0,336°

4,0 (0,0-14,2)
3,0 (0,0-6,0)

3,0 (0,0-7,0)
1,5 (0,0-6,0)
3,0 (1,0-7,5)

1,0 (0,0-2,3)
4,0 (0,8-6,0)

11,0 (1,0-18,0)

2,5 (0,3-4,7)
3,0 (0,0-6,0)

3,5 (0,0-7,8)
2,0 (0,0-6,0)

3,0 (0,5-6,0)
0,0 (0,0-9,0)

2,0 (0,0-4,5)
3,0 (0,0-6,5)

0,0 (0,0-2,0)
6,0 (3,0-12,0)

0,699°¢

0,604¢

0,0024~

0,757¢

0,966°

0,279°¢

0,476°

0,001¢"

0,016°~

b. Coeficiente de correlacdo de Spearman; c. Teste U de Mann-Whitney; d. Teste de Kruskal-Wallis. * p < 0,05

Os resultados da regresséo linear multipla dos fatores associados a qualidade de

vida sé@o apresentados na Tabela 3. Apds ajuste pelas outras covariaveis, observou-se

associacao entre elevados escores de estresse percebido e pior qualidade de vida (:

0,22; p = 0,033). Ainda, observou-se associacao positiva entre a cor negra e qualidade

de vida (B: 5,64; p = 0,030), assim como o padrédo de envolvimento exposto e qualidade

de vida (B: 5,22; p < 0,001).

Tabela 3. Regresséo linear dos fatores associados a qualidade de vida em pacientes com vitiligo.

Variaveis [ IC 95%° EP° t p
Idade (anos) -0,01 -0,13; 0,10 0,06 -0,24 0,814
Sexo
Feminino Ref.d
Masculino -1,17 -4,41; 2,06 1,60 -0,74 0,466
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Estado civil
Solteiro/divorciado/viavo
Casado

Escolaridade

| grau completo/incompleto
Ensino médio

Superior

Cor da pele

Morena moderadas
Negra

Tempo de vitiligo (anos)
<10

>10

Tratamento para vitiligo
Nao

Sim

Tipo de vitiligo

N&o segmentar
Segmentar

Localizagéo

Localizado

Unisegmental

Padrado de envolvimento
N&o exposto

Exposto

Estresse percebido (PSS-10)

Ref. d
-0,88

Ref. d
-0,08
1,82

1,62
5,64

Ref. d
-0,30

Ref. d
-0,60

Ref. d
-0,93

Ref.d
-1,67

Ref.d
5,22
0,22

-3,72;1,94

-3,13; 2,96
-0,84; 4,50

-0,95; 3,20
0,58; 10,17

-3,25; 2,63

-3,60; 2,40

-4,98; 3,11

-3,96,0,62

2,49; 7,95
0,02;0,43

1,39

1,50
1,31

1,27
2,49

1,45

1,48

1,99

1,13

1,34
0,10

-0,64

-0,06
1,31

1,28
2,26

-0,21

-0,40

-0,47

-1,48

3,88
2,21

0,529

0,955
0,174

0,210
0,030*

0,833

0,688

0,642

0,148

0,001*
0,033*

a. Coeficiente de regresséo; b. Intervalo de confianca de 95%; c. Erro padréo; d. Categoria de referéncia; R?: 0,594; Modelo ajustado por idade,
sexo, estado civil, escolaridade, tempo de vitiligo, cor da pele, tipo de vitiligo, padréo de envolvimento, localizagdo do vitiligo; tratamento prévio

e estresse percebido, * p < 0,05.

A analise de confiabilidade interna da PSS-10 apresentou alfa de Cronbach de

0,789 para a amostra total, sendo 0,832 para o grupo controle e 0,721 para o0 grupo

caso. O escore médio dos valores do PSS-10 entre os grupos foi 20,7 pontos + 6,0 para

0 grupo caso e 17,8 + 7,0 para o grupo controle. Assim, verificou-se que 0 grupo caso

obteve médias mais altas de estresse percebido quando comparado ao grupo controle

(p = 0,029), (Tabela 4).

Ao fazer a andlise exploratoria das questdes do PSS-10 isoladas, também foi

verificado que o grupo caso apresentou valores médios mais elevados nos itens trés e

nove do que individuos do grupo controle (p < 0,05) (Tabela 4).

Tabela 4. Comparacao entre as médias de estresse percebido entre 0s grupos (caso e controle)

Variaveis Casos (n =51) Controle (n =51) p
Média + DP Mediana Média + Mediana
(11Q) DP (11Q)
Itens
1. Com que frequéncia vocé ficou aborrecido 20+1,1 3,0(2,0-300 24+11 24(20-3,00 0,057°

por causa de algo que aconteceu
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inesperadamente?

2. Com que frequéncia vocé sentiu que foi
incapaz de controlar coisas importantes na sua
vida?

3. Com que frequéncia vocé esteve nervoso ou
estressado?

4. Com que frequéncia vocé esteve confiante
em sua capacidade de lidar com seus problemas
pessoais?

5. Com que frequéncia vocé sentiu que as
coisas aconteceram de maneira que vocé
esperava?

6. Com que frequéncia vocé achou que ndo
conseguiria lidar com todas as coisas que
tinham por fazer?

7. Com que frequéncia vocé foi capaz de
controlar irritagdes na sua vida?

8. Com que frequéncia voceé sentiu que todos 0s
aspectos e sua vida estavam sob controle?

9. Com que frequéncia voceé esteve bravo por
causa de coisas que estiveram fora do controle?
10. Com que frequéncia vocé sentiu que 0s
problemas acumularam tanto que vocé ndo
conseguiria resolvé-los?

PSS-10 total

21+13

3,1+13

08=+11

12+1,0

23%x11

12+12
15+1,0
3011

22+%172

20,7+6,0

2,0 (1,0-3,0)

4,0 (2,0-4,0)

1,0 (0,0-2,0)

1,2 (0,0-2,0)

2,3 (1,0-3,0)

1,2 (0,0-2,0)
1,5 (1,0-2,0)
3,0 (2,0-4,0)
2,2 (1,0-3,0)

20,0 (17,0-
25,0)

21172

25+172

09+11

11+11

21+£10

09+11
15+11
23172

19+13

17870

2,1 (1,0-3,0)

2,5 (2,0-4,0)

0,9 (0,0-2,0)

1,2 (0,0-2,0)

2,1(1,0-3,0)

0,9 (0,0-2,0)
1,5 (1,0-2,0)
2,3 (1,0-4,0)
1,9 (1,0-3,0)

18,0 (13,0-
23,0)

0,926°

0,006

0,330°

0,803°

0,343°

0,158°
0,955°
0,004%"

0,096°

0,029°"

b. Teste de U Mann-Whitney; * p < 0,05.

A Tabela 5 mostra os resultados do modelo de regressao linear multipla dos

fatores associados ao estresse percebido (PSS-10). ApoOs ajuste por idade, sexo,

estado civil, escolaridade e grupo investigado verificou-se que possuir diagnéstico de

vitiligo (grupo caso) aumentou em 3,12% pontos o0 estresse percebido quando

comparado ao grupo controle (B: 3,12; p = 0,022).

Tabela 5. Regressao linear multipla dos fatores associados ao estresse percebido.

Variaveis B2 IC 95%° EP° t p
Idade (anos) -0,04 -0,17;0,07 0,06 -0,78 0,438
Sexo
Feminino Ref.d
Masculino -2,34 -5,34;0,64 1,50 -1,56 0,123
Estado civil
Solteiro Ref. d
Casado -1,55 -4,86;1,75 1,66 -0,93 0,354
Divorciado/vilvo -2,96 -8,08;2,15 2,57 -1,15 0,254
Escolaridade
I grau completo/incompleto Ref. d
Ensino médio -2,73 -7,17:1,70 2,23 -1,22 0,224
Superior -3,24 -735;0,86 2,07 -1,57 0,120
Grupo
Controle Ref. d
Caso 3,12 0,45;5,79 1,34 2,33 0,022*
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a.Coeficiente de regresséo; b. Intervalo de confianca de 95%; c. Erro padrdo; d. Categoria de referéncia; R?: 0,100;

*p < 0,05.

Discussao

A pele é o 6rgdo mais visivel do corpo humano, tem sido sugerido que qualquer
falha na sua superficie pode impactar negativamente o bem-estar psico e social do
individuo.%” O vitiligo pode ser considerado uma condicdo dermatoldgica que desafia a
vida de muitos por razdes psicoldgicas.'® A estreita relacéo entre pele e psiquismo é
bastante dicutido desde sua importancia para a constituicdo do ego até o entendimento
da pele como uma via de comunicacdo com o mundo externo.!® Através da pele, o
individuo tem suas emoc0fes expostas ao outro.

No Brasil, este foi o primeiro estudo que avaliou a qualidade de vida especifica
de portadores de vitiligo, e realizou uma comparacdo entre o estresse como fator
emocional em pessoas portadoras de vitiigo com o0 estresse de pessoas hao
portadoras. A partir dos resultados obtidos, fica evindenciada a importancia de novos
estudos, principalmente no Brasil, que busquem avaliar a influéncia dos aspectos psico-
emocionais presentes na QV, pois o estado de salude representa o equilibrio entre as
areas mentais, emocionais, fisicos e sociais.?®

Quanto as caracteristicas sociodemograficas dos grupos participantes, o grupo
caso, apresentou escolaridade inferior, quando comparado ao grupo controle e quando
relaciona este dado com o escore médio 4,7+ do DLQI do grupo caso, verifica-se que
estes resultados ndo estdo correlacionados e corroboram com estudos que também
nao encontraram qualquer relacdo entre a pontuacdo do DLQI e nivel educacional dos

pacientes com vitiligo?!.
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Ja no estudo com 100 portadores de vitiligo, na india foi relatado que as
pontuacBes DLQI, foram significativamente correlacionadas de forma negativa com a
educacdo. Suas descobertas sugerem que 0 ensino superior pode diminuir o sofrimento
gerado pelo vitiligo na QV.??

Autores afirmam que pacientes com vitiligo que possuiam nivel educacional mais
elevado (ensino superior, mestrado e doutorado) apresentaram escores baixos no DLQI
em comparacdo com o0s outros individuos e salienta que os pacientes com vitiligo,
desempenham papel importante na compreenséo e gestdo da prépria doenca.?

O escore médio no DLQI, do presente estudo, foi de 4,7+ similar as investigacdes
conduzidas em portadores de vitiligo na Italia 4,3 Singapura 4,4, Bélgica 4,9.
Constatando comprometimento leve na qualidade de vida dos portadores de
vitiligo.?6:2728  Por outro lado, outros estudos tem demonstrado escores mais elevados
no DLQI em portadores de vitiligo e consequentemente maiores prejuizos na qualidade
de vida, tais como os conduzidos na Alemanha 7,0, no Iran 8,2 na Franca 7,2, na China
8,4, na india 10,72930313221 E gfirmado que geralmente as pontuacées no DLQI sdo
mais elevadas em pacientes arabes iranianos, sauditas e indianos por suas crencas
culturais e religiosas, bem como sua cor de pele mais escura.33

No presente estudo verificou-se associagcao estatistica entre a cor da pele negra
e qualidade de vida (p = 0,002). Em geral, o vitiligo encontra-se associado a
implicagbes negativas sociais, emocionais, econémicas e psicologicas em individuos da
cor mais escura quando comparado a cor branca.?! Além disso, les6es do vitiligo sdo
especialmente mais marcadas em individuos com a pele mais escura.®* O contraste das
lesGes de vitiligo na pele escura das pessoas pode ser responsavel pelo impacto sobre

a qualidade de vida desses individuos sujeitos a maior discriminagdo.3®
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A qualidade de vida foi avaliada também em pessoas da Malasia, da China e
indios. A pontuacdo do DLQI em individuos malaios apresentou escores elevados 7,51
em comparacdo com os chineses 6,6 e com os indios 5,0. Surpreendente, pois, 0s
indios possuem pele com fototipo V ou VI, que pertence a pessoas de pele morena
escura e negra respectivamente e, por conseguinte, eles teriam maior
comprometimento na qualidade de vida, devido ao contraste das areas pigmentadas
com as despigmentadas.3® Num estudo também descobriram que quanto maior fototipo
da pele, segundo classificacdo de Fitzpatrick!® maior a pontuacdo do DLQI,
comprometendo a qualidade de vida dos individuos portadores de vitiligo.?!

O vitiligo pode apresentar-se de forma localizada no corpo, em areas expostas
ou ndo expostas, no entanto, pode espalhar-se e cobrir grandes superficies corporais.??
Alguns estudos tem mostrado que a qualidade de vida em portadores de vitiligo é
significativamente afetada pela extensédo da doenca na superficie corporal.37:3839.32 por
exemplo, pesquisadores encontraram relacdo estatisticamente significativa entre DLQI
e o local das manchas do vitiligo, os pacientes do estudo apresentavam escores mais
altos em areas expostas , comparagdo com areas ndo expostas.36

Os mesmos resultados também foram encontrados na Alemanha com 1023
pacientes com vitiligo e 1513 pacientes com a doenca de pele psoriase.?® Na China,
foram 101 casos e 126 controles.3> No geral, em alguns estudos, a qualidade de vida
melhorou apds o uso de camuflagem para pacientes com vitiligo que tinham manchas
expostas, 0 que é sugestivo da importancia da visibilidade das lesdes na qualidade de
vida dessas pessoas.®® De forma semelhante neste estudo, individuos com padréo de

envolvimento exposto, apresentaram escores mais elevados de qualidade de vida,
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guando comparado aos com padrao ndo exposto (p < 0,001), sugerindo o impacto da
visibilidade das lesbes na qualidade de vida dos portadores.

Com relacdo ao estresse percebido, a média encontrada no grupo caso foi de
20,7+6,0. Também, foi possivel verificar que os individuos com vitiligo, apresentam
niveis mais elevados de estresse global, quando comparado ao grupo controle. Para
diversos estudiosos, a pele, além de outras funcbes, também representa a pessoa
como individuo uUnico. De acordo com estudos, a dermatite atépica, a psoriase e 0
vitiligo sdo doencas de pele crbnicas em que o0 prognostico, a evolucdo, os tipos de
cuidados requeridos e a visibilidade da condicdo, constituem fatores que afetam o
comportamento do paciente e de seus familiares.® A grande dificuldade enfrentada
pelo portador de uma dessas doencas € se tornar alvo constante de discriminacdo e de

preconceito.

Portadores de vitiligo, sentem-se despreziveis, sujos e intocaveis, temem ser
isolados, rejeitados e apresentam fantasias de abandono.*! Estudo realizado com
pacientes com vitiligo e grupo controle com epidermolise distréfica bolhosa, labio
leporino, nervos melanociticos ou desfiguracdo secundaria a trauma ou queimaduras,
demonstrou que os pacientes com vitiligo, apresentaram escores significativamente
maiores de estresse, do que grupo controle.*?

O grau de estresse entre os individuos que possuem dermatose pode ser
provocado por diversos fatores emocionais, como por exemplo: baixa autoestima, para
esconder as areas despigmentadas, interferéncia nos relacionamentos, sentimentos de
discriminagéo diante de algumas ofertas e recusas de trabalhos, discriminagdo pela

populacdo, preocupacdes sobre a propria dermatose principalmente se € progressiva,
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hereditaria, ou um prenutncio de cancer??. Nesse sentido, os altos niveis de estresse
percebido, podem ser explicados por estes fatores.

O estresse é€ uma resposta adaptativa do organismo, considerando-se
caracteristicas individuais e ou psicolégicas, decorrendo em demandas fisicas ou
psicol6gicas de cada ser humano.*? Pacientes que sofrem com doencas de pele, sofrem
com problemas emocionais, como estresse, ansiedade e depressédo, comprometendo a
qualidade de vida*4,

O escore obtido nas questdes trés e nove da escala PSS-10, indicou que o grupo
caso possuia frequéncia maior de estresse e irritabilidade por causa de coisas que
estiveram fora de seu controle, quando comparado com grupo controle. Apesar de ser
clara a exposicao a que ficam submetidos os portadores de qualquer tipo de dermatose,
apresentam queixas e frustracbes com relacdo ao manejo da doenca, a ineficacia dos
tratamentos e por perceber que o impacto da doenca ainda é subestimado pelos

profissionais da saude?.

Assim, pode-se dizer que doi também o "nao olhar", ou seja, a desqualificacdo da
dor. Doencas crbnicas e desfigurantes como a psoriase e o vitiigo e seu impacto
psicossocial, podem servir como estressores por si sO, podendo resultar em significativo
estresse diario e estarem associadas a um intenso sofrimento psiquico. Estima-se que,
em pelo menos um ter¢co dos pacientes, um tratamento efetivo envolva consideracoes
acerca dos fatores emocionais associados?®.

De acordo com o0s escores obtidos no presente estudo, 0s principais dominios
influenciados pelo vitiligo foram atividades diarias, lazer, sintomas e sentimentos,

seguidas por relacdes pessoais. Os dominios trabalho, escola e tratamento,
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apresentaram escores muito baixos, indicando que estes ndo promovem qualquer
prejuizo na qualidade de vida dos individuos casos, do presente estudo. JA em outro
estudo o principal dominio que influenciou na qualidade de vida dos individuos com
vitiligo foram sintomas e sentimentos, seguido por relacdes pessoais, lazer e atividades
diarias. O trabalho, escola e tratamento também foram influenciados muito pouco pelo
vitiligo.26

No presente estudo, verificou-se uma associacao positiva entre elevados escores
de estresse percebido e da qualidade de vida. A pele e o sistema nervoso sao
desenvolvidos a partir da camada de células embriondrias mais externa, a ectoderme,
dessa maneira, as fibras do sistema nervoso estdo intimamente relacionadas com as
células cutaneas, estabelecendo, assim, uma conexdo neuroimunitaria na pele.*” No
entanto, aquilo que ocorre na pele é transmitido diretamente ao sistema nervoso central
e 0 que neste se passa repercute sobre a pele.*®

O vitiligo esta no grupo das doencas dermatoldgicas que afetam a autoestima do
portador, podendo desencadear quadros de isolamento e depressdo. Além disso, o
carater crénico e inestético do vitiligo esta associado a um maior grau de sofrimento

psiquico que requer, muitas vezes, intervencao psicolégica.*®

A forma como as pessoas portadoras enfrentam as situacdes da vida é moldada
ndo é s6 por aspectos de sua personalidade, mas também pelo estresse que
enfrentam, pelos recursos sociais disponiveis e de modo especial, pelas avalia¢cdes que
fazem acerca do significativo do encontro com o estresse.®® Diante disso, as doencas
dermatoldgicas trazem consigo uma série de mudancgas na vida de seus portadores,

assim como os aspectos da vida (situagfes estressantes) e 0s aspectos psicolégicos do
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individuo (as emocdes, as crencas e 0 repertorio de enfrentamento de estressores),
estas doencas também afetam esses aspectos no que diz respeito a qualidade de
vida.>!

Certas limitacdes sao inerentes a este estudo, a primeira é a falta da analise
comparativa com outras dermatoses, ja que o DLQI é um construto utilizado para
avaliar a qualidade de vida relacionada a diferentes tipos de dermatoses. Em segundo,
nao foi capaz de comparar o resultado de qualidade de vida com um grupo de
individuos saudaveis controle. Apesar disso, o0 estudo evidenciou que fatores

psicolégicos estdo fortemente associados a qualidade de vida de pessoas com vitiligo.

Concluséo

A qualidade de vida foi considerada comprometimento leve nos portadores.
Verificou-se associagcdo entre a cor da pele negra, padrdo de envolvimento exposto e
estresse percebido com qualidade de vida. O fato de possuir vitiligo aumentou o nivel
de estresse.

Este estudo pode ser relevante na prevencao de transtornos psicossociais, pois
vé-se que o adoecimento da pele, tanto por ser um 6rgéo visivel do corpo, como por
trazer prejuizos na qualidade de vida, autoimagem e autoestima dos individuos, quando
do seu adoecimento, € um tema a ser mais explorado.

E indiscutivel que a avaliacéo da qualidade de vida e do estresse percebido, tem
de ser introduzida como indicador fundamental na avaliacdo pratica dos cuidados de
saude, estimulando-se a elaboracéo de futuros estudos nesta area.
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Associacdo entre o polimorfismo Glu?*®Asp do gene da enzima 6xido

nitrico sintase endotelial e vitiligo

Lacerda, KAP: Guilo, LA? Faria, LC3

RESUMO
Vitiligo € uma doenca sistémica crénica que tem um curso clinico imprevisivel. A patogénese

ainda nao foi esclarecida, porém, existem evidéncias que alguns polimorfismos de genes estéo
associados com risco de desenvolvimento do vitiligo. Este estudo objetivou investigar a
ocorréncia do polimorfismo Glu?®Asp do gene éxido nitrico sintase endotelial (eNOS) em um
grupo de pacientes com vitiligo e comparar as frequéncias dos genétipos com um grupo
controle da regido centro-oeste do Brasil. O presente estudo incluiu 51 pessoas adultas com
vitiligo e 50 pessoas controle. As amostras de sangue total foram obtidas por coleta de sangue
venoso periférico em tubo contendo o anticoagulante EDTA, em seguida, realizou-se a extracao
do DNA. A genotipagem do polimorfismo Glu?®Asp foi realizada por andlise de PCR-RFLP. A
investigacdo sobre a associacdo do polimorfismo do gene eNOS Glu?®Asp com vitiligo, ndo
apresentou diferenca significativa na distribuicdo dos gendtipos (p = 0,05) e na distribuicao das
frequéncias alélicas (p = 0,138) entre os portadores de vitiligo e grupo controle. Na analise da
associacdo entre os gendtipos e as varidveis localizagdo do vitiligo e cor da pele nos
portadores, verificou-se uma maior propor¢cdo de gendtipos TT em individuos com vitiligo
unisegmentar 100% e GT em portadores com vitiligo localizado 68,3% (p = 0,028). Ainda, no
modelo dominante, verificou-se uma proporcdo significativamente maior de gendtipo GG em
individuos da cor negra 34,5%, enquanto se verificou maior frequéncia de individuos da cor
morena moderada com genétipo GG+TT 54,5% (p = 0,035) Sabe-se que varios fatores, tais
como o perfil genético e etnia da populagdo analisada, podem influenciar no complexo
susceptibilidade a doenca, portanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar o papel do

polimorfismo do gene da eNOS na patogénese do vitiligo.

Palavras-chaves: vitiligo; polimorfismo; Glu?*®Asp; genotipagem
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ABSTRACT

Vitiligo is a chronic systemic disease that has an unpredictable clinical course. The pathogenesis
has not yet been clarified, however, there is evidence that some gene polymorphisms are
associated with risk of developing vitiligo. This study aimed to investigate the occurrence of the
Glu298Asp polymorphism of the endothelial nitric oxide synthase gene (eNOS) in a group of
patients with vitiligo and to compare the frequencies of the genotypes with a control group from
the central-western region of Brazil. The present study included 51 adult individuals with vitiligo
and 50 control subjects. The whole blood samples were obtained by collecting peripheral venous
blood in a tube containing the anticoagulant EDTA, after which the DNA was extracted. The
genotyping of the Glu298Asp polymorphism was performed by PCR-RFLP analysis. Research
on the association of the eNOS Glu298Asp polymorphism with vitiligo did not show a significant
difference in the distribution of genotypes (p = 0.05) and in the distribution of allelic frequencies
(p = 0.138) among vitiligo and control subjects. In the analysis of the association between the
genotypes and the variables location of vitiligo and skin color in the carriers, a higher proportion
of TT genotypes was verified in individuals with 100% unisegmentar vitiligo and GT in patients
with vitiligo located 68.3% (p = 0.028). Also, in the dominant model, a significantly higher
proportion of GG genotype was observed in individuals of black color 34.5%, while a higher
frequency of moderate-color individuals with GG + TT genotype was observed 54.5% (p = 0.035
) It is known that several factors, such as the genetic profile and ethnicity of the analyzed
population, may influence the complex susceptibility to the disease, therefore, further studies are

needed to elucidate the role of eNOS gene polymorphism in the pathogenesis of vitiligo.

.Keywords: vitiligo; polymorphism; Glu?*®Asp; genotyping
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INTRODUCAO

Vitiligo € uma doenca sistémica crbnica, que tem um curso clinico imprevisivel,
caracterizada pelo aparecimento de manchas hipocrémicas na pele e mucosas, devido
ao desaparecimento de melandcitos funcionais na area afetada. Estas lesdes podem
aparecer em diferentes formas e tamanhos e pode estar presente em qualquer area do
tegumento (TARLE; MIRA e SILVA CASTRO; 2014).

A patogénese do vitiligo permanece indefinida, embora muitas teorias, como a
hip6tese auto-imune, a teoria autotoxica, a teoria genética, a teoria neural, a teoria
intrinseca e altera¢des bioquimicas, moleculares e celulares responsaveis por perda de
melandcitos em funcionamento no vitiligo foram elaboradas para esclarecer a patogenia
do vitiligo e mostrou que era uma doenca multifatorial que envolve muitas interacoes
diferentes, segundo Mohammed, Gomaa e Al-Dhubaibi ( 2015 ).

A classificagdo/nomenclatura do vitiligo foi revisada, passando a se adotar a
classificagdo em dois tipos principais, o vitiligo ndo segmentar (NSV), no qual as lesdes
se encontram distribuidas bilateralmente e o vitiligo segmentar (SV) que apresenta
distribuicdo unilateral, segundo Ezzedine et al (2012).

Cerca de 40 a 50 milhdes de pessoas em todo o mundo tém vitiligo e, embora
sua forma primaria ndo seja uma ameaca a vida, os efeitos estéticos e psicoldgicos da
doenca demandam para uma terapia eficaz, que depende de um melhor entendimento

da sua patogénese, (Ruiz-Arguelles et al 2007).
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Determinados fatores genéticos e ambientais tém sido estabelecidos, entretanto,
nenhum dos dois emergem como necessarios ou suficientes para o entendimento do
desenvolvimento da doenca. A busca por marcadores genéticos que possam elucidar a
etiopatologia do vitiligo, bem como sua evolucao clinica, pode fornecer interessantes
achados na explicacéo do intrincado mecanismo na etiologia desta patologia, com isso,
o achado de possivel polimorfismo genético se faz importante.

As sintetases (NOS) do oxido nitrico sdo uma familia de enzimas que catalisam a
producdo de o6xido nitrico (ON). Existem trés isoformas conhecidas, sendo duas formas
constitutivas (cNOS) e uma forma induzida (iNOS), segundo Alderton; Cooper e Knoles
(2001). As isoformas constitutivas sédo a sintetase de 6xido nitrico endotelial (eNOS) e a
de Oxido nitrico neuronal (NNOS).

O gene da enzima oOxido nitrico sintase endotelial (eNOS) esta localizado no
cromossomo 7 (Gen Bank D26607), mais especificamente no braco longo do
cromossomo 7, na regido 7035-36, apresentando este, peso molecular de 4.4kb,
compreendendo 25 introns e 26 éxons, responsaveis pela sintese do RNA mensageiro
(RNAmM) de 4052 nucleotideos (Abramson, et al 2001). A codificacdo do gene da eNOS,
leva a formacdo de uma enzima de cadeia polipeptidica contendo 1203 aminoéacidos e
um peso molecular de 135-kD segundo, Marsden et al (1993).

Um polimorfismo de nucleotideo simples (SNP) denominado Glu 2°8Asp
localizado no éxon 7, caracterizado pela presenca de uma Guanina (G — mais comum)
e uma timina (T — mais raro) no nucleotideo 894, a presenca de G e T acarreta
mudancas do aminoacido glutamato por aspartato na posicdo 298 (Glu?®Asp) da

proteina eNOS, de acordo com De Marco (2010).
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Esse tipo de SNP, denominado estrutural, € geralmente, responsavel por
mudancas na estrutura protéica com perda ou reducdo da funcdo original ou da
capacidade de ligacdo da mesma, (Nussbaum et al 2002).

A eNOS é responsavel pela conversdo de L-arginina, um aminoacido semi-
essencial, em oxido nitrico (NO) e (L-citrulina), (Markus et al 1998). O éxido nitrico tem
propriedades antioxidantes, que resultam na inibicdo da oxidacdo das lipoproteinas de
baixa densidade (LDL), tem acdes antiapoptoéticas sobre as células endoteliais, Siasos
et al (2006) e regula os niveis de homocisteina, cuja elevacdo é um importante fator de
risco para a doenca cardiovascular, (Brown et al 2003).

Os efeitos biologicos do ON sao extremamente variaveis, de acordo com o local,
producdo e quantidade gerada em alvos no ambiente onde € liberado. Multiplos fatores
sdo importantes em determinar o papel duplo do ON, fisiolégico e fisiopatologico
(Abramson, 2001).

Embora as muta¢des do gene da eNOS tenha sido extensivamente estudada em
doencas cardiovasculares (CVD), existem dados limitados sobre o seu papel nas
doencas inflamatérias Petri, 2002).

H& uma relevancia muito grande para a saude publica a identificacdo dos loci
gue estiverem associados com o risco de desenvolvimento de vitiligo, pois estes genes
podem proporcionar novos alvos terapéuticos para novas abordagens intervencionais
para tratar e prevenir o vitiligo.

A presente pesquisa teve como objetivo investigar a ocorréncia o polimorfismo
Glu?*8Asp do gene 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) em um grupo de pacientes
com vitiligo e comparar as frequéncias dos genotipos com um grupo controle da regiao

centro oeste do Brasil.
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Delineamento

Foi realizado um estudo descritivo de corte transversal no Servico de
Dermatologia do Hospital Publico no de Jatai no Sudoeste Goiano, dos registros de
pacientes que foram diagnosticados com vitiligo no periodo dos anos de 2012 e 2013. A
pesquisa foi realizada com os portadores que tratam a doenca no ambulatorio do
hospital, devido este ser o0 servi¢co publico de maior demanda na cidade.

O estudo foi realizado no periodo de janeiro de 2014 a janeiro de 2015, foram
revisados 730 prontuarios e nestes foram encontrados 90 pacientes diagnosticados
com vitiligo. Nos prontuarios havia niamero do telefone de cada paciente, logo foi
realizado o contato via telefone e feito um agendamento da visita para a explanacao e
objetivos do projeto. Foi utilizado como critério de exclusédo, idade menor de 18 anos

para participar do projeto.

No primeiro encontro, foi explanado os objetivos do projeto e, 51 participantes
aceitaram participar (grupo caso), assinando o termo de consentimento livre e
esclarecido, os 39 portadores restantes por recusa ndo quiseram participar.

No referido hospital funciona um hemocentro desde o ano 1992, em média séo
atendidos 20 doadores por dia. No hemocentro foi realizada uma triagem dos doadores
gue poderiam participar como voluntarios para compor o grupo controle na pesquisa.
Apos convite, 50 voluntarios aceitaram. Estes foram pareados com grupo caso
(possuiam vitiligo) na idade e género por ser um estudo caso-controle.

Num segundo encontro, foi aplicado o questionario a todos os voluntarios do
projeto, sobre a caracterizacdo das amostras quanto aos dados sociodemograficos.

Amostragem e Extragcdo do DNA
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Foram coletados 10mL de sangue venoso periférico, de todos voluntarios da
pesquisa, logo, as amostras foram refrigeradas de 2 a 8° C até a utilizacdo das
mesmas. Em seguida, realizou-se a extracdo do DNA, utilizando o protocolo
estabelecido pelo Kit Purelink™ (Invitrogen, USA).

A genotipagem do Polimorfismo Glu?*®Asp foi realizada por analise de PCR-
RFLP, tal como descrito por Hingorani et al (1999).

Os iniciadores de PCR para o polimorfismo Glu>*®Asp foram adquiridos pela
(Gibco, invitrogen - USA), nas sequéncias: 50-CATGAGGCTCAGCCCCAGAAC-30
(sense) e 50-AGTCAATCCCTTTGGTGCTCAC-30 (antisense). A reacado de PCR foi
realizada em um volume final de 50 pL com a seguinte composicdo: 50 ng de DNA
gendmico (até 3 uL), 45 pL mastermix, 2 pL primer e agua destilada ultrapura (Gibco,
Invitrogen, USA).

A PCR foi realizada em termociclador (Techne Inc), nas seguintes condicfes de
ciclagem: desnaturacdo inicial a 95°C durante 5 minutos, seguido por 30 ciclos de
desnaturacao, anelamento e extensao (95°C por 1 min, 60°C por 1 min, e 70°C por 1
min). A extensao final da reacdo ocorreu a 70°C por 5 min.

O controle positivo utilizado foi DNA de amostra de sangue (de outros estudos) ja
apresentando o polimorfismo em homozigose TT (ja comprovado) e controle negativo
trata-se de controle negativo da reacdo de PCR: reagcédo na auséncia de DNA (branco).

Apo6s amplificacdo por PCR, os produtos resultantes de 206pb foram digeridos
com a enzima de restricdo Mbol (Promega-USA) a 37°C por 6h com 1,0 pL de enzima
em um shaker (Vortemp 56, Labnet). Produtos amplificados e digeridos contendo o

alelo G (sem o sitio de restricdo) geraram um fragmento de 206 pb, enquanto os
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produtos de PCR contendo o alelo T (com sitio de restricdo) produziram dois
fragmentos um 119 e outro com 87 pb

Os produtos da digestdo foram analisados em gel de agarose a 3%, e
visualizados apos a coloracdo com gel red e visualizados em um transluminador.
Anédlise Estatistica

Os dados foram analisados no programa SPSS, Inicialmente, as distribuicdes
dos genadtipos foram apresentadas em frequéncias absolutas e relativas, o teste de qui-
quadrado foi utilizado para: a) comparar as diferencas das distribuicdes dos gendétipos
observados e esperadas no equilibrio de Hardy-Weinberg em cada grupo (avaliacdo
intragrupo) e b) comparar as diferencas das distribuicbes genotipicas entre os grupos
caso e controle (avaliacao intergrupos).

A seguir, foi realizada uma analise univariada, por meio de regresséao logistica,
para comparar as diferencas nas distribuicbes genotipicas e alélicas, entre 0s grupos
caso e controle, obtendo-se odds ratio bruto e respectivos intervalos de confianca 95%,
valores de p foram derivados da estatistica de Wald segundo, Dafni et al (2010). Em
todos os testes os valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significantes.

Resultados
O perfil de bandas obtidas ap6s PCR-RFLP do gene eNOS e identificacdo do

polimorfismo Glu*®Asp. Linha 1 padrdo de Peso molecular (PM), Linha 2,3,4,7
individuos heterozigotos G/T. Linha 5,6,8 individuos homozigotos GG (Figura 1). O
alelo selvagem (GG) com 206 pb, enquanto a presenca de fragmentos 119 e 87 pb

representam o alelo mutante.
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Figura 1. Padrdo de bandas obtidas ap6s digestdo dos produtos amplificados com a enzima
MBOI e submetidos a eletroforese em gel de agarose 3%.

Gel de agarose 3% para o polimorfismo Glu?®8Asp

A Tabela 1. Apresenta a distribuicdo dos genétipos observados no estudo, assim
como os resultados esperados no teste de equilibrio de Hardy-Weinberg. Nao se
verificou diferenca estatistica na distribuicdo observada e esperada no grupo controle,
sugerindo que as populacdes se encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 1. Distribuicao dos gendtipos observados e esperados no equilibrio de Hardy-Weinberg nos grupos

caso e controle

Genotipo Grupo controle (n=50) p? Grupo caso (n=51) p?
Observado Esperado® Observado Esperado®
GG 19 (38,0) 21,8 (43,5) 0,079 29 (56,9) 29,1 (57,0) 0,961
GT 28 (56,0) 22,4 (44,9) 19 (37,3) 18,9 (37,0)
TT 3(6,0) 5,8 (11,6) 3(59) 3,0(6,0)

a.Teste de qui-quadrado; b. esperado no equilibrio de Hardy-Weinberg.
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N&o se verificou diferenca estatistica na distribuicdo dos gendtipos entre os
grupos caso e controle. Da mesma forma, ndo foi observado essa diferenca nas

frequéncias alélicas entre os grupos (p = 0,138) (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas em pacientes com vitiligo e grupo

controle.

Variaveis Controles Casos OR" (1C 95%)° p?
(n =50) (n=51)

Frequéncia alélica
G 66 (66,0) 77 (75,5) 1,00
T 34 (34,0) 25 (24,5) 0,63 (0,34-1,21) 0,138
Gendtipos
GG 19(38,0) 29 (56,9) 2,24 (0,99-5,11) 0,053
GT 28 (56,0) 19 (37,3) 1,00
TT 3(6,0) 3(5,8) 1,47 (0,26-8,09) 0,655
Modelo dominante
GG 19 (38,0) 29 (56,9) 2,15 (0,97-4,76) 0,059
GT+TT 31 (62,0) 22 (43,1) 1,00 0,059
Modelo recessivo
TT 3 (6,0) 3(5,9) 1,00
GG+GT 47 (94,0) 48 (94,1) 1,02 (0,19-5,31) 0,980

a.Valores de p derivados da estatistica de Wald; b. Odds ratio; c. Intervalo de confianga de 95%.

A Tabela 3 apresenta a associacdo entre o0s gendtipos e variaveis pré-
selecionadas em portadores de vitiligo. Verificou-se uma maior propor¢do de genétipos
TT em individuos com vitiligo unisegmentar 100% e GT em portadores com vitiligo
localizado 68,3% (p = 0,028). Ainda, no modelo dominante, verificou-se uma proporgao
significativamente maior de genétipo GG em individuos da cor negra 34,5%, enquanto
se verificou maior frequéncia de individuos da cor morena moderada com genaétipo
GG+TT 54,5% (p = 0,035).
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Tabela 3. Associacao entre gendtipos e varidveis pré-selecionadas em portadores de vitiligo

Variaveis Genétipos p Modelo dominante Modelo recessivo p
GT(n=19) GG(nh=29) TT(n=3) GG (n=29) GT+TT(n=22) TT (n=3) GG+GT (n = 48)

Idade (anos) 48,0 +12,7 428+ 144 433+4,0 0,435% 429+ 14,4 47,4+12,0 0,242° 433+4,0 44,9 + 13,9 0,848°

Sexo

Feminino 13 (68,4) 18 (62,1) 2 (66,7) 0,901¢ 18 (62,1) 15 (68,2) 0,651¢ 2(66,7) 31(64,6) 1,000°

Masculino 6 (31.,6) 11 (37,9) 1(333) 11 (37,9) 7(31,8) 1(33,3) 17 (35,4)

Estado civil

Solteiro/divorciado/vilivo 6 (31.,6) 13 (44,8) 2 (66,7) 0,430¢ 13 (44,8) 8(36,4) 0,543¢ 2(66,7) 19 (39,6) 0,561°

Casado 13 (68,4) 16 (55,2) 1(333) 16 (55,2) 14 (63,6) 1(33,3) 29 (60,4)

Escolaridade

| grau completo/incompleto 5(26,3) 4 (13,8) 1(33,3) 0,247°¢ 4(13,8) 6 (27,3) 0,326° 1(33,3) 9(18,8) 0,298¢

Ensino médio 4(21,1) 13 (44,8) 2 (66,7) 13 (44,8) 6(27,3) 2(66,7) 17 (35,4)

Superior 10 (52,6) 12 (41,4) - 12 (41,4) 10 (45,5) - 22 (45,8)

Cor da pele

Clara 8(42,1) 9 (31,0 1(333) 0,140¢ 9(31,0) 9 (40,9) 0,035¢ 1(33.3) 17 (35,4) 0,577¢

Morena moderada 10 (52,6) 10 (34,5) 2 (66,7) 10 (34,5) 12 (54,5) 2 (66,7) 20 (41,7)

Negra 1(5.3) 10 (34,5) - 10 (34,5) 1(4,5) 11 (22,9)

Tempo de vitiligo (anos)

<10 3(15,8) 8(27,6) - 0,402¢ 8(27,6) 3(13,6) 0,312° - 11 (22,9) 1,000°

> 10 16 (84,2) 21 (72,4) 3(100,0) 21(72,4) 19 (86,4) 3(100,0) 37(77,1)

Tratamento para vitiligo

Néo 2(10,5) 4(13,8) - 0,762° 4(13,8) 2(9,1) 0,688° - 6 (12,5) 1,000°

Sim 17 (89,5) 25 (86,2) 3(100,0) 25 (86,2) 20(90,9) 3(100,0) 42 (87,5)

Tipo de vitiligo

N&o segmentar 16 (84,2) 26 (89,7) 3(100,0) 0,686° 26 (89,7) 19 (86,4) 1,000° 3(100,0) 42 (87,5) 1,000°

Segmentar 3(15,8) 3(10,3) - 3(10,3) 3(13,6) - 6 (12,5)

Localizacao

Localizado 13 (68,4) 11 (37,9) - 0,028° 11 (37,9) 13 (59,1) 0,134° - 24 (50,0) 0,238°

Unisegmental 6 (31.,6) 18 (62,1) 3(100,0) 18 (62,1) 9 (40,9) 3(100,0) 24 (50,0)

Padré&o de envolvimento

Area exposta 7(36,8) 19 (65,5) 2 (66,7) 0,136° 10 (34,5) 9 (40,9) 0,080° 2(66,7) 26 (54,2) 1,000°

Area nfo exposta 12 (63,2) 10 (34,5) 1(33,3) 19 (65,5) 13(59,1) 1(33,3) 22 (45,8)

a. Andlise de variancia (ANOVA); b. Teste t de student; c. Teste de qui-quadrado.
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Discusséo

Neste estudo foi investigada a ocorréncia de polimorfismo Glu?°®Asp do gene
oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) em um grupo de pessoas com vitiligo e
comparou-se as frequéncias dos genoétipos com grupo controle. A distribuicdo do
genétipo do polimorfismo GIlu?®Asp em pessoas com vitiigo e grupo controle
apresentou estarem em equilibrio de Hardy-Weinberg.

O grupo controle apresentou uma frequéncia maior do genétipo GT 56%, seguido
do par GG 38% e por ultimo o par TT 3,0%, seguindo os padrdes de distribuicdo
genotipicas observados por Rossi et al., (2003) e Metzger et al., (2007) que realizaram
estudos populacionais onde avaliaram a distribuicdo do polimorfismo para o gene da
eNOS.

Ja4 o grupo caso de nosso estudo, apresentou inversdo na frequéncia, com
predominéancia do genétipo GG 56,9% seguido por GT 37,3% e por ultimo TT 5,9%, no
entanto, ndo se verificou diferenca estatistica na distribuicdo dos genoétipos para o
polimorfismo eNOS entre 0s grupos caso e controle.

Na verificacdo da ocorréncia da associacdo dos genotipos GG, GT e TT, as
variaveis localizacdo do vitiligo e cor da pele apresentaram associacoes.

Os portadores com vitiligo unisegmentar apresentaram serem associados ao
gendtipo TT, enquanto os portadores de vitiligo localizado foram associados ao
gendtipo GT. Também foi verificada uma proporcéo significativa do gendtipo GG em
individuos com pele negra e uma maior frequéncia de individuos da cor morena

moderada com gendtipo GG+TT.
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Polimorfismo localizado no exon 7, Glu?®®Asp, altera a estrutura priméaria da
proteina, o que poderia levar a alteracdes funcionais na enzima. Estudos tem
relacionado esse polimorfismo a hipertensédo, doenca arterial coronariana (CAD) e
espasmos coronarios, enquanto outros ndo encontraram associacdo com (CAD) ou
hipertenséo, segundo Albrecth et al, (2003) e Janchymova et al (2001). O polimorfismo
Glu 2%8Asp foi associado a uma producéo basal de 6xido nitrico (ON) reduzida, podendo
levar implicagcdes funcionais no desenvolvimento de aterosclerose e hipertensao
(Veldman,2001)

Este é o primeiro estudo a investigar o polimorfismo do gene eNOS Glu?%®Asp em
pessoas com Vvitiligo. Embora ndo se tenha encontrado uma associacdo entre o
polimorfismo e vitiligo, € possivel que com uma populacdo maior possa indicar um papel
para este polimorfismo na patologia do vitiligo.

Neste primeiro estudo relatado, apresenta resultados ndo significantes
estatisticamente, mas sao potencialmente importantes e requerem mais uma
confirmag&o em outras popula¢des com grupos maiores.

Recentemente, um estudo de associacdo ampla do genoma (GWAS) foi
publicado onde varios genes potenciais demonstraram forte associagcdo com vitiligo
(SHEN et al 2016).

Foram identificados loci associados ao vitiligo- TG / SLA e BACH2 na populacéo
branca europeia, onde o0 gene TG codifica tiroglobulina, SLA codifica proteina
adaptadora Src como um inibidor de T e a sinalizacéo do receptor de células-B. Nao é
aparente o papel que a tireoglobulina poderia desempenhar na patogénese vitiligo, mas
sugere a associacdo de vitiligo com o TG / lécus SLA pode derivar de SLA, em vez

de TG, (Jin et al. 2012).
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O mesmo autor demonstrou associacdo para o vitiligo nivel do genoma com
rs2111485 SNP em IFIH1 e também mostrou associacdo sugestiva de SNPs (nt
90.941.239-91.915.693) abrangendo BACH2 com vitiligo, particularmente rs3757247,
confirmado pelo estudo de replicacdo e meta-analise global.

Uma meta-andlise foi conduzida da associacdo entre PTPN22 1858
polimorfismos C / T e vitiligo, e encontraram PTPN22 polimorfismo C1858T esta
associada a susceptibilidade vitiligo na populacdo europeia segundo, (Song; Kim; Lee
2013).

Os genes CXCR5, CCR6, e SH2B3 sao receptores de quimiocina ou codificam
citocinas. Andlises de associacdo identificou que rs638893 em 11g23.3 esta associada
com vitiligo na populacdo chinesa Han e, rs638893 esta localizado numa regido
intergénica entre CXCR5 e DDX6 (TANG et al 2013).

Como o vitiligo, a psoriase é uma doenca cronica inflamatéria, com
manifestacdes caracteristicas na pele e de etiologia desconhecida, mas sabe-se que
multiplos fatores genéticos (Rahman and Elder, 2005), imunoldgicos e ambientais
(Raychaudhuri, 2012) contribuem para a sua patofisiologia. Foi realizado um estudo na
Turquia por Senturk et al (2006) onde também avaliaram a associacédo do polimorfismo
da eNOS com 109 pacientes com doenca psoriase e 100 voluntarios saudaveis. Os
gendtipos GT e TT apresentaram maiores frequéncias em relacdo aos controles. A
frequéncia do alelo T também foi maior nos pacientes em relacao aos controles. Diante
disso, mais estudos com populacdo maiores sdo necessarios para elucidar o papel do
polimorfismo Glu?®8Asp do gene éxido nitrico sintase endotelial (eNOS) com o vitiligo.

Certas limitacbes sdo inerentes a este estudo. A primeira € a amostra,

provavelmente pequena para um estudo genético (n = 51). Além disso, estudos
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genéticos atuais ndo se baseiam na analise de apenas um gene, mas de um conjunto
de haplotipos relacionados ou mesmo milhares de polimorfismos genéticos

simultaneamente.

Conclusao

A investigacdo sobre a associacdo do polimorfismo do gene eNOS Glu?*®Asp
com vitiligo, ndo apresentou diferenca significativa na distribuicdo dos gendtipos entre
os portadores de vitiligo e grupo controle. Da mesma forma, ndo observou diferenca
significativa nas frequéncias alélicas entre os portadores de vitiligo e ndo portadores.

Na analise da associacdo entre gendtipos e as variaveis, localiza¢ao do vitiligo e
cor da pele nos portadores de vitiligo, verificou-se uma maior propor¢do de genotipos
TT em individuos com vitiligo unisegmentar, GT em portadores com Vvitiligo localizado,
uma proporcao significativamente maior de genotipo GG em individuos da cor negra,
enquanto maior frequéncia de individuos da cor morena moderada com genétipo
GGH+TT.

Sabe-se que varios fatores, tais como o fundo genético e etnia da populacao
analisada, podem influenciar no complexo susceptibilidade a doenca, portanto, mais
estudos sdo necessarios para elucidar o papel polimorfismos da eNOS na patogénese
das manifestacdes clinicas do vitiligo.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo envolveu abordagem tanto a nivel molecular na eminéncia de
elucidar o loci associado a doenca vitiligo, quanto a nivel psicoldgico, utilizando instrumentos
de avaliacdo da qualidade de vida e percepcdo do estresse dos portadores. A realizacédo
desse estudo permitiu conhecer um pouco sobre algumas das variaveis presentes no
contexto em que estdo inseridos os portadores de vitiligo.

A Qualidade de vida foi considerada comprometimento leve na qualidade de vida dos
portadores, porém, verificou-se associacao estatistica entre a cor da pele negra e qualidade
de vida, evidenciando que o vitiligo se encontra associado a implicacdes negativas sociais,
emocionais, econbmicas e psicologicas em individuos da cor mais escura quando
comparado a cor branca.

Com relacdo ao estresse, os individuos com vitiligo, apresentaram niveis mais
elevados de estresse, quando comparado ao grupo controle.

Diante disso, uma contribuicdo desta Tese € uma proposta aos profissionais da
saude, que ao prestar auxilio ao paciente, o dermatologista deve considerar esse aspecto da
dermatose e oferecer uma abordagem mais humanizada e multiprofissional do problema,
onde devem ser tratados de forma abrangente, tanto no que diz respeito a doenca em si,
guanto ao componente psicolégico incutido na génese da doenca.

O foco principal do artigo dois foi avaliar a frequéncia do polimorfismo Glu?%®Asp do
gene oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) através do método PCR-RFLP, em voluntarios
com vitiligo, voluntérios controles e determinar as frequéncias alélicas e genotipicas de cada
polimorfismo em ambas as populagdes.

N&o foi encontrada associacéo entre o polimorfismo do gene eNOS Glu?®Asp nos

portadores de vitiligo da pesquisa. Porém, o estudo demonstrou também associacdes dos
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genotipos TT, GT e GG com as variaveis localizacdo unisegmentar do vitiligo, vitiligo
localizado e pele negra, respectivamente.

Este estudo possui muita relevancia para a saude publica, pois a identificacdo dos loci
que estiverem associados com o risco de desenvolvimento de vitiligo, podem proporcionar
novos alvos terapéuticos e profilaticos para novas abordagens intervencionais para tratar e
prevenir o vitiligo.

Neste sentido, o presente estudo fornece informacdes exploratérias relevantes e
pioneiro, pois foi o primeiro estudo a investigar o polimorfismo do gene eNOS Glu?%Asp em
pessoas com vitiligo no Pais.

Ressalta-se, porém, a necessidade de outras investigacbes, com maior tamanho
amostral, para descartar, de forma inequivoca, o papel do gene eNOS Glu?*®Asp e seu

polimorfismo na patologia do vitiligo.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesqguisa: Estudo da Associagio entre polimorfismo no gene de axido nitrico sintase e vitiligo em
uma populagio de Jatai Goias

Pesqguisador: Kenia Alves Pereira Lacerda

Area Temdatica: Genética Humana:

(Trata-se de pesguisa envolvendo Genetica Humana gque ndo necessita de analise
etica por parte da CONEPR;);

Versao: 3

CAAE: 38428314 0.0000.5083

Instituigio Proponente: Universidade Federal de Goias - UFG
Patrocinador Principal: Financi to Prdprio

DADOS DO PARECER

MNiamero do Parecer: 1.012.853
Data da Relatoria: 06042015

Apresentacio do Projeto:

Titulo da Pesquisa: Estudo da Associagio entre polimorfismo no gene de dxido nitrico sintase e vitiligo em
uma populagio de Jatai Goias. Pesquisador: Kenia Alves Pereira Lacerda

Trata-se de uma pesquisa de caso-controle de base hospitalar realizada no Centro médico Serafim de
Carvalho de Jatai Goias cujo desfecho primaric € a verificagio do polimorfismo da enzima dxido nitrico
sintase induzivel em portadores de vitiligo. Serdo avaliados 80 pacientes com diagnostico de vitiligo (grupc
casos) em comparagio com o grupo de controle (100 pacientes) provenientes dos ambulatdrios do hospital
que nao possuem vitiligo. O grupo controle sera emparelhado por idade e sexo— dois anos a mais ou dois
anocs a menos, porgue frequéncias genotipicas podem wariar entre os grupos etnicos. Os participantes
desse estudo serdo recrutados atraveés dos prontudrios do pacientes com vitiligo presentes no Centro
Medico de Sadde Dr. Serafim de Carvalho em Jatai. Este recrutamentioc sera realizado por medico clinico
dermatologista. Os woluntarios responderdo um questionano gue apresentara caracteristicas da amostra
como idade, sexo, estado civil & nivel de escolaridade. E sera aplicado cutro questionario Dermatology Life
Cuality Index (DLOI-BRA), para mensurar a qualidade de vida dos paciente com witiligo. O (DLGI) & um
instrumento de auto-avaliagio, ele & autocexplicativo. Serdo coletados 10 ml de sangue

Engerego. FPragio da Refora Temeo S Posial 131

Barmo: Campus Samambala CEP: 74001970
UF: GO Municiplo: SOLANLAS
Telsfone: (52)3521-1215 Fax- (E2)3521-1163 E-mall: cepprpl.uipEgmallcom
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Contimuesio do Farecer: 1.MZE53

periférico, em tubos conicos graduados de 12ml dos participantes, os procedimentos da coleta de amostras
serdo realizados por uma biomédica no ambulatdrio do Hospital Serafim de Carvalho de Jatai Goias. Em
seguida as amostras serdo levadas para o laboratorio de bicgquimica celular da UFG em Goidnia para a
realizagio das analises bicquimicas e genctipagem.

Objetive da Pesquisa:

Objetivo Primdrio:

Verificar o polimorfismo da enzima dxido nitrico sintase induzivel em portadores de vitiligo.

Objetive Secundario:

Descrever a variabilidade genética dos polimorfismos citados acima na populagio de pacientes e na
populagic de controles representativos de Jatai Geias. Determinar as frequéncias alélicas de cada
polimorfisme em ambas as populagdes. Avaliar a influéncia dos alelos e gendtipos dos genes candidatos na
idade de inicio nos pacientes com witiligo. Avaliar a influéncia do sexo, idade, nivel de escolaridade e a
qualidade de vida em pacientes com vitiligo.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A lnica etapa que poderia oferecer riscos aocs voluntarios da pesquisa seria durante a coleta das amostras
de sangue, portanto, a coleta do material biologico sera realizada por um profissional experiente que nio
oferece risco ao voluntario.

Beneficios:

Elucidar a etiopatologia do vitiigo, bem como sua evolugio clinica.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Ma dltima wez em gue este projeto foi avaliado por este comité, ja era analisado um atendimento de
pendéncias. Desta vez solicitava-se: "faz-se necessaria a afirmativa, na forma de declarag8o da
pesquisadora, de que o pericdo de recrutamento & coleta de dados sinda n3o foi iniciado, acompanhado da
atualizacio e adequagio do cronograma, tanto nas informagdes basicas como no arquivo "projeto
detalhado®™. O inicio da coleta de dados so deve ocorrer apds aprovagdo do projeto pelo CEP."

Consideragies sobre os Termos de apresentagiao obrigatoriac

A pesquisadora apresenta uma nova versao do projeto onde se observa um cronograma, desta vez melhor
detalhado. Desta cbservacio, pode-se concluir que a pesquisadora ainda ndo iniciou a pesquisa, uma vez
que no referido cronograma a etapa de recrutamento esta associada acs meses de abril & maicd2015.
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Recomendagbes:
A pesquisadora deve atentar para as solicitagies do CEP.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

Embora a pesquisadora nio tenha apresentado a declaragio solicitada, fica evidenciado que a pesquisa
nao foi niciada_Desta forma, SMJ deste comité sugir a aprovagio deste projeto.

Situacio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

MEo

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Informamos gue a Comité de Etica em Pesquisa/CEP-UFG considera o presente protocolo APROVADO, o
mesmo foi considerado em acordo com os principios &ticos vigentes. Reiteramos a importancia deste
Parecer Consubstanciado, & lembramos que a pesguisadora responsavel devera encaminhar ao CEP-UFG
o Relatdrio Final baseado na conclusdo do estudo e na incidéncia de publicagies decomentes deste, de
acordo com o disposto na ResclugSo CHS n®. 466/12. O prazo para entrega do Relatirio & de até 30 dias
apos o encarramento da pesquisa, prevista para janeiro de 2016,

GOIANLA, OF de Abril de 2015

Assinado por:
Jodo Batista de Souza

[Coordenador)
Enderego: Prédio da Reftora Temeo G Postal 131
Balmro: Campus Samambala CEP: 74.001-970
UF: GO Municipio:  GOLANLA
Telefone: [62)3521-1215 Fax- (B2)3521-1163 E-mall: cep prpl.ufgEgmallcom
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Anexo Il

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

(Em acordo com as Normas Eticas para pesquisa com Seres
Humano[Resolugd0466/2012] do Conselho Nacional de Saude do Ministério da
Saude [CNS-MS])

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario, em uma pesquisa,
que tem como objetivo esclarecer o processo que promove a despigmentacdo em areas da
pele que ocorre no vitiligo. Meu nome € Kénia Alves Pereira Lacerda, sou a pesquisadora
responsavel por esta pesquisa e minha area de atuacao € Ciéncias Biolégicas. Em caso de
davida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato comigo pelos telefones (64) 9241-
8098 ou (64) 3636-2355. Em caso de duvidas sobre os seus direitos como participante nesta
pesquisa, vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Goias, no telefone: (62) 3251- 1215 ou no endereco: Pro-Reitoria
de Pesquisa e Pds-Graduacdo/PRPPG-UFG, Caixa Postal: 131, Prédio da Reitoria, Piso 1,
Campus Samambaia (Campus Il) - CEP:74001-970, Goiania — Goias.

INFORMACOES IMPORTANTES QUE VOCE PRECISA SABER SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: Estudo da Associacdo entre polimorfismo no gene de 6xido nitrico
sintase e vitiligo em uma populacao de Jatai Goias.

Aplicacdo do Termo: O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera aplicado pela
pesquisadora responsavel Kénia Alves Pereira Lacerda.

Cerca de 40 a 50 milhdes de pessoas em todo o mundo tém vitiligo e, embora sua
forma primaria ndo seja uma ameaca a vida, os efeitos estéticos e psicoldgicos da doenca
demandam para uma terapia eficaz, que depende de um melhor entendimento da sua
patogénese (refere-se ao modo como 0s agentes agridem 0 N0SSo organismo e 0s sistemas
naturais de defesa reagem, surgindo mesmo assim, lesfes e disfuncbes das células e
tecidos agredidos, produzindo-se a doenca). Estudos genéticos destacam primariamente
genes envolvidos na resposta imune celular e humoral. Neste cenario, pode-se propor
estudar genes candidatos, localizados em regides previamente descritas e/ou envolvidos
nesses processos. Considerando o importante papel que desempenha a substancia eNOS
(enzima 6xido nitrico sintase endotelial) na producdo de NO (6xido nitrico), a pesquisa busca
analisar a hipétese de que a variacao funcional no gene eNOS pode estar associada com o

risco de vitiligo de uma populacao de Jatai Goias.
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Detalhamento do Procedimento: Inicialmente, vocé respondera um questionario com
caracteristicas dos participantes da pesquisa, como idade, sexo, estado civil e nivel de
escolaridade. Logo ap@s, sera aplicado um teste em forma de questionério para avaliar a
qualidade de vida. Em outro momento, vocé sera atendido
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no Centro de Saude para a realizacdo de uma consulta sob a supervisdo do
médico dermatologista Dr. Michael Carvalho Santana e da pesquisadora
responsavel, para a identificacdo do tipo de vitiligo. Em seguida, sera realizada
a coleta de uma pequena amostra de sangue (10 ml), e vocé receberéa todos os
cuidados durante e apoOs procedimento, no intuito de evitar qualquer

desconforto.

Direitos de Participacdo na Pesquisa: Em caso de algum problema
relacionado com a pesquisa vocé terd direito a assisténcia gratuita. Vocé tera
garantido o seu direito de néo aceitar participar ou de retirar sua permissao a
qualguer momento, sem nenhum tipo de prejuizo ou retaliacdo por sua deciséo.

Beneficios e Riscos da Participacdo na Pesquisa: Essa pesquisa nao
envolve riscos, uma vez que a coleta de sangue sera realizada por uma
profissional atuante e experiente que atua na area ha muitos anos. E a busca
por marcadores genéticos que possam esclarecer a etiopatologia (causa) do
vitiligo, bem como sua evolucdo clinica, pode fornecer interessantes
informacdes na explicacdo do mecanismo do vitiligo, abrindo caminhos para

tratamentos mais eficientes.

As informacdes desta pesquisa serdo confidenciais, e serdo divulgadas
apenas em eventos ou publicacdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos
voluntéarios, a ndo ser entre 0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o
sigilo sobre sua participacao.

Os gastos necessdrios para sua participacdo na pesquisa seréo
assumidos pela pesquisadora responsavel. Fica também garantida a
indenizacdo em casos de danos, comprovadamente decorrentes da
participacdo na pesquisa, conforme decisao judicial ou extrajudicial.

Este termo sera assinado em duas vias, ficando uma com o pesquisador e a
outra com voceé.

Assinatura do Pesquisador Assinatura do
Voluntério
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. Polegar
direito

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO DA
PESQUISA

Eu,

RG CPF , abaixo
assinado, concordo em participar do estudo, da associa¢ao entre polimorfismo
no gene de 6xido nitrico sintase e vitiligo em uma populacao de Jatai Goias sob
a responsabilidade de Kénia Alves Pereira Lacerda, como sujeito voluntario.
Fui devidamente informado (a) e esclarecido pela pesquisadora sobre a
pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e
beneficios decorrentes de minha participacdo. Estou ciente também dos
objetivos, dos procedimentos aos quais serei submetido, da garantia de
confidencialidade e esclarecimentos sempre que desejar. Diante do exposto
expresso minha concordancia de espontanea vontade em participar desta
pesquisa.

Assinatura do VVoluntéario Testemunha

Polegar direito

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento
Livre e Esclarecido deste voluntario para a participacdo nesta pesquisa.

Assinatura do responsavel pela obtencédo do TCLE
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Dados dos pesquisadores:

Pesquisadora responsavel pela

pesquisa: Kénia Alves Pereira

Lacerda

Endereco: Rua Jerénimo Otoni n. 121, setor Granjeiro, Jatai Goias. Telefone: (64)
3636-2355 ou (64) 9241-8098. Email: kenialacerdaalves@gmail.com
Professora

orientadora:

Lidia Andreu

Guillo

Endereco: Campus samambaia Il- Universidade Federal de Goias, Goiania, Goias.
Telefone: (62) 3521-1495 ou (62) 9976-1878. Email: lidia.quillo@gmail.com
Colaboradores:

Médico Dermatologista: Dr. Michael Carvalho Santana

Endereco: Rua T-58, n 315, Setor Bueno — Goiania Goias. Telefone: (62) 3236-
9300. Email: www.viamedica-go.com.br

Farmacéutica- Biogquimica: Arlete Ferreira dos Reis

Endereco: Laboratdrio Santa Clara — Diagnoésticos e Analises Clinicas - Rua.
Castro Alves, 766 — Setor Central, Jatai Goias, Tel.(64) 3636-6523. Email:
lab _santaclara@br.turbo.com.br
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Anexo V

Outros anexos especificos de cada pesquisa

Caracteristicas Gerais da Amostra
Qual sua idade? anos

Sexo
( ) feminino
() masculino

Estado Civil

() Solteiro(a)

( ) Casado(a) ou em Uniao estavel
( ) Separado(a)

() vitvo(a)

Nivel de escolaridade

() néo alfabetizado(a)

( )1 Grau incompleto

( )1 Grau completo

() ensino médio incompleto
() ensino médio completo
() superior incompleto
() superior completo

Tempo com a doenca vitiligo
()0ab5anos

()5a10anos

( )10 a 15 anos

() 15a 20 anos

() mais de 20 anos

Ja fez algum tipo de tratamento para o vitiligo?

( )sim ( ) ndo
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Se sim, cite o qual

Tipo de vitiligo: ( ) vitiligo ndo segmentar

Localizacao do vitiligo: ( ) localizado () generalizado

Padréo de envolvimento: ( ) &rea exposta

Cor da pele:

() vitiligo segmentar

( ) area ndo exposta

Tipo

Descricao da pele

Branca, sempre queima, nunca bronzeia, muito sensivel ao sol.

Branca, sempre queima, bronzeia muito pouco, sensivel ao sol.

Morena-clara, queima (moderadamente), bronzeia
(moderadamente), sensibilidade normal ao sol.

\Y Morena- moderada, queima pouco, e sempre bronzeia,
sensibilidade normal ao sol.

V Morena-escura, queima raramente, sempre bronzeia, pouco
sensivel ao sol.

VI Negra, nunca queima, totalmente pigmentada, insensivel ao sol

Fitzpatrick, (1976).
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Anexo VI

Indice de Qualidade de Vida em Dermatologia — DLQI-BRA

Este questionario visa medir o quanto o problema de pele que vocé tem afetou
sua vida durante a semana que passou. Escolha apenas uma resposta para
cada pergunta e marque um X sobre a alternativa correspondente.

1. O quanto sua pele foi afetada durante a semana que passou por causa de
coceira, inflamacéao, dor ou queimacao?

( ) realmente muito ‘ ( )bastante‘ () um pouco ‘ () nada

2. Quanto constrangimento ou outro tipo de limitacdo foi causado por sua pele
durante a semana que passou?

( ) realmente muito ‘ ( )bastante‘ () um pouco ‘ ( ) nada

3. O quanto sua pele interferiu nas suas atividades de compras ou passeios,
em casa ou locais publicos, durante a semana que passou?

( ) realmente muito ‘ ( )bastante‘ () um pouco ‘ ( ) nada

4. Até que ponto a sua pele interferiu na semana que passou com relagdo as
roupas que vocé normalmente usa?

() realmente muito ‘ () bastante ‘ () um pouco ‘ () nada ‘ () sem relevancia

5. O quanto sua pele afetou qualquer uma das suas atividades sociais ou de
lazer na semana que passou?

() realmente muito ‘ ( ) bastante ‘ () um pouco ‘ ( ) nada ‘ ( ) sem relevancia

6. Quao dificil foi para vocé praticar esportes durante a semana que passou?
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() realmente muito ‘ ( ) bastante | () um pouco ‘ ( ) nada ‘ ( ) sem relevancia

7. Sua pele impediu que vocé fosse trabalhar ou estudar durante a semana que
passou?

Sim () ‘ ( ) ndo ‘ ( ) sem relevancia

Em caso negativo, sua pele ja foi problema para vocé no trabalho ou na vida
escolar?

() bastante ‘ () um pouco ‘ ( )nada

8. Quao problematica se tornou sua relacdo com o(a) parceiro(a), amigos
proximos ou parentes, por causa de sua pele?

() realmente muito ‘ ( ) bastante ‘ () um pouco ‘ ( ) nada ‘ ( ) sem relevancia

9. Até que ponto sua pele criou dificuldades na sua vida sexual ha semana que
passou?

() realmente muito ‘ ( ) bastante ‘ () um pouco ‘ ( ) nada ‘ ( ) sem relevancia

10. Até que ponto seu tratamento dermatoldgico criou problemas para vocé na
semana que passou?

() realmente muito ‘ ( ) bastante ‘ () um pouco ‘ ( ) nada ‘ ( ) sem relevancia

Por favor, revise suas respostas. Obrigada.

Direitos reservados © Dermatology Life Quality Index. A. Y. Finlay, G. K. Khan, Abril
1992. Este ndo pode ser copiado sem a permissdo dos autores. Versao Brasileira,
2004, Grupo de Pesquisa Psicologia da Saude, PUCRS, H. Zogbi, M. C. Miiller.
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Anexo VI
Escala de Estresse Percebido (PSS-10)

As questbes nesta escala perguntam a respeito de seus sentimentos e
pensamentos durante os ultimos 30 dias (Ultimo més).

Em cada questdo indique a frequéncia com que VOCé sentiu ou pensou a
respeito da situacao.

0=Nunca 1= Quasenunca 2=Asvezes 3= Pouco frequente 4=
Muito frequente

1. Com que frequéncia vocé ficou aborrecido por causa de algo que aconteceu

inesperadamente? (Considere 0s Ultimos 30 dias).....ccccceeeveieiiiieeeeeeeennn.

2. Com que frequéncia vocé sentiu que foi incapaz de controlar coisas
importantes na sua vida? (Considere 0s altimos 30

(01121 ) TP TP PP PP PPPPPPPPPPPR 01234
3.Com que frequéncia vocé esteve nervoso ou estressado? (Considere os
altimos 30 dias)
................................................................................................................. 01234

4. Com que frequéncia vocé esteve confiante em sua capacidade de lidar com
seus problemas pessoais? (Considere os dltimos 30 dias)

................................................................................................................ 01234
5. Com que frequéncia vocé sentiu que as coisas aconteceram da maneira que
vocé esperava? (Considere 0s altimos 30
(01121 PP PP PPPPUPPPPPPPP 01234

6. Com que frequéncia vocé achou que ndo conseguiria lidar com todas as
coisas que tina por fazer? (Considere os Ultimos 30 dias)

................................................................................................................ 01234
7. Com que frequéncia vocé foi capaz de controlar irritacdes? (Considere os
UIIMOS 30 AIAS)...ciiiiieiiiiiice i carrra 01234
8. Com que frequéncia vocé sentiu que todos os aspectos de sua vida estavam
sob controle? (Considere oS ultimos 30
(01121 PSP PPPPUPPPPPPP 01234
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9. Com que frequéncia vocé esteve bravo por causa de coisas que estiveram
fora de seu controle? (Considere  os Ultimos 30 dias)
01234

10. Com que frequéncia vocé sentiu que os problemas acumularam tanto que
VOCé n&o conseguiria resolvé los? (Considere os Ultimos 30 dias)

Referéncia
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