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I'm bulletproof, nothing to lose
Fire away, fire away

Ricochet, you take your aim

Fire away, fire away

You shoot me down but I won't fall
1 am titanium

You shoot me down but I won't fall
1 am titanium
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“O acaso vai me proteger
Enquanto eu andar distraido...”

(Sergio Britto)



RESUMO

O glaucoma engloba um grupo de doengas que tém como caracteristica comum a atrofia
progressiva do disco optico com alteragdo correspondente de campo visual, decorrente da perda
de células ganglionares da retina. O aumento da pressdo intraocular (PIO) ¢ o principal fator de
risco para o desenvolvimento do glaucoma, mas tem sido sugerida a existéncia de outros
aspectos relevantes, tais como alteragdes no metabolismo do 6xido nitrico, na regula¢do do fluxo
vascular, sinais de estresse oxidativo e alteragdes no sistema imunologico. O glaucoma primario
de angulo aberto (GPAA), a forma mais prevalente entre os glaucomas, estd associado a uma
série de fatores de risco para sua instalagdo e desenvolvimento, além da PIO. Os demais fatores
de risco sdo: idade (relagdo direta), raca (mais frequente e grave em individuos da raga negra),
miopia e histéria familiar de glaucoma. A maioria dos casos de GPAA apresenta um padrio
complexo de hereditariedade, em que variantes de suscetibilidade contribuem para a gravidade
da doenga. O objetivo deste estudo do tipo caso-controle foi avaliar o papel de polimorfismos
nos genes da interleucina alfa (IL1A), interleucina beta (IL1B) e fator de necrose tumoral alfa
(TNFA) em relagao a suscetibilidade ao GPAA. Apos avaliagao oftalmologica, foram recrutados
214 individuos ndo relacionados portadores de GPAA. A analise molecular foi realizada por
meio de técnicas de PCR e sequenciamento direto. Neste estudo observou-se que o alelo C do
polimorfismo -31 C/T, presente na regido promotora do gene /LIB, confere risco para o
glaucoma (p=0,002). Este alelo esta contido em um “TATA” box, influenciando na transcri¢ao
deste gene. Existe um desequilibrio de ligacao entre os SNPs -31 C/T e -511 T/C do gene ILIB
e este ultimo também esta associado a um risco aumentado para o glaucoma (p=0,006). Com

relacdo aos demais SNPs estudados (+3954 C/T do gene IL1B, -889 C/T e +4845 G/T do gene



IL1A4 e -238 G/A e -308 G/A do gene TNFA), ndo houve associagdo com o glaucoma. Este
estudo sugere que ha relacdo das variantes “C” do SNP -31 C/T e “T” do SNP -511 T/C do gene

ILIB com a etiologia do GPAA em uma amostra da populagdo brasileira.



ABSTRACT

Glaucoma comprises a group of diseases characterized by progressive atrophy of the
optic disc and corresponding visual field loss, as consequence of retinal ganglion cells death.
Augmented intraocular pressure (IOP) is the main risk factor for glaucoma development, but it
has been suggested that there are other relevant aspects that may lead to neuronal and trabecular
meshwork (TM) damage and contribute to the development of glaucoma, including alterations in
nitric oxide metabolism, oxidative stress and vascular and immune system dysregulations.
Primary open angle glaucoma (POAG), the most prevalent form of glaucoma, is associated with
several risk factors to its initiation and progression besides IOP. The additional risk factors are:
age (direct correlation), race (more frequent in black subjects), myopia and family history of
glaucoma. The majority of POAG cases presents a complex pattern of heritability, in which
susceptibility variants contribute to disease severity. The aim of this case-control study was to
evaluate the role of single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the interleukin alpha (/L/A),
interleukin beta (/L/B) and tumor necrosis factor alpha (7NFA) genes in relation to POAG
susceptibility. After ophthalmologic evaluation, 214 unrelated subjects with POAG were
recruited. The molecular analysis was performed by PCR and direct sequencing techniques. In
this study it was observed that the C allele of the -31 C/T promoter polymorphism of the /L1B
gene confers risk for glaucoma (p=0.002). This allele disrupts a “TATA” box, influencing the
transcription of the /LIB gene. There is linkage disequilibrium between the -31 C/T e -511 T/C
SNPs, and the latter is also associated with an increased risk for glaucoma (p=0.006). Regarding
the others studied SNPs (+3954 C/T of the /LB gene, -889 C/T and +4845 G/T of the /L1A gene

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

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

1.1 - REVISAO DA LITERATURA

1.1.1 — Glaucoma

O glaucoma engloba um grupo de doengas que tém como caracteristica comum a
atrofia progressiva do disco Optico com alteragdo correspondente de campo visual,
decorrente da perda de células ganglionares da retina (CGR) (Figura 1), cujo principal fator

de risco € o aumento da pressao intraocular (P10) (Shields et al., 1996).

Figura 1. Em A, esta representado um disco optico com escavagdo aumentada, decorrente da morte
das células ganglionares da retina. Em B estd representado o campo visual correspondente, com
perda visual periférica e ilhas de visdo central e temporal. Em C esta representado um disco optico
normal. Em D, est4 representado um campo visual normal, com mancha cega a 15° temporalmente

da area de fixag@o (modificado de Janssen et al., 2013).
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Os efeitos da perda de visdo no glaucoma sdo detectados apenas apds a perda de
cerca 40% dos axdnios (Quigley, 1999). Sendo assim, o carater cronico e assintomdtico em
estagios inicias da doenga tem como consequéncia diagndsticos tardios, levando a perda
irreversivel de campo visual e a cegueira. O diagndstico precoce é fundamental para tentar

limitar a baixa visual observada nos estagios mais avangados da doenga (Figura 2).

Doenga assintomdtica

&,elc Mudanga na camada fibra
X% nervosa retiniana (naojdetecta
P

& o
Morte e células

&" ganglionares/perda axonal

¢

Q Aceleragao da Apoptose

4

Normal ' Gepueira

Wudengz no GV (arave)

Figura 2. Glaucoma continuo. O glaucoma inicia-se como doenga nio detectavel, com alteragdes
em nivel celular. Conforme a ocorre perda axonal, a doenga passa por um periodo assintomatico,
porém detectavel pelos métodos diagnosticos disponiveis; Finalmente ocorre a perda funcional em
estagios mais avangados, podendo levar a cegueira. CV = campo visual. (Choplin, 2007; Weinreb et

al., 2004).

1.1.2 - Classificacdo do Glaucoma

Para a classificac@o dos glaucomas, consideram-se trés aspectos: o fator inicial para

o desenvolvimento da lesdo glaucomatosa, ou seja, a etiologia, o aspecto anatdomico do seio
24



camerular e a idade de seu aparecimento. Quando a etiologia ¢ desconhecida o glaucoma ¢é
denominado primario; se o fator desencadeante do glaucoma pode ser determinado, como
por exemplo, trauma ocular, inflamacdo ou catarata, o glaucoma é denominado secundario.
O seio camerular estende-se da linha de Schwalbe até a iris periférica. (Figura 3). De
acordo com a observacdo das estruturas do seio camerular durante a gonioscopia, o
glaucoma ¢ classificado em aberto ou fechado (Leske, 1983). Finalmente, o glaucoma pode
ser classificado também de acordo com a idade do diagnostico em congénito (até 3 anos de
idade), juvenil (antes de 35 anos de idade) e adulto (acima de 35 anos de idade) (Johnson et

al., 1996).
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Figura 3. Em A, desenho esquematico das estruturas do seio camerular. Em B imagem vista
durante a gonioscopia, mostrando angulo aberto e observacdo de todas as estruturas do seio

camerular. Imagens expostas em http://sboportal.org.br/rbo_descr.aspx?id=15.

1.1.3 — Epidemiologia do Glaucoma

As doencas oculares degenerativas sdo as principais causas de perda visual na

populacdo. De acordo com o boletim da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) publicado
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em 2004, a estimativa do nimero de pessoas com deficiéncia visual em 2002 foi de 161
milhdes, sendo que destas, 37 milhdes eram cegos. (Quigley, 1996; Resnikoff et al., 2004).
Além disso, a prevaléncia de cegueira e baixa visdo aumentam com a idade, principalmente
em individuos com mais de 50 anos, faixa etaria que corresponde a 82% dos casos de
cegueira. Estima-se ainda que haja um aumento de 1 a 2 milhdes de cegos a cada ano (West
and Sommer, 2001). Considerando as estatisticas, existe uma forte associagdo entre
deficiéncia visual e envelhecimento da populagdo (Resnikoff et al., 2004).

Estudos recentes estimaram 60,5 milhdes de pessoas com diagnostico de
glaucoma primario para o ano de 2010 e 79, 6 milhdes para o ano de 2020, resultando em
cegueira bilateral em 8,4 e 11,2 milhdes de individuos, respectivamente (Quigley &
Broman, 2006). Outros autores sugeriram que as probabilidades de desenvolvimento de
cegueira unilateral e bilateral (definida como acuidade visual menor do que 20/200 e/ou
campo visual com 20° de constrigdo ou menos) por paciente com glaucoma primario de
angulo aberto (GPAA) no decorrer de 15 anos seriam de 27% e 9%, respectivamente.
(Hattenhauer et al., 1998). No Brasil, Gullo et al., 1996 avaliaram, retrospectivamente,
pacientes atendidos pela primeira vez no Setor de Glaucoma do Hospital das Clinicas da
UNICAMP e constataram elevada taxa de cegueira unilateral (51,8%) e bilateral (33,3%).
O risco de perda de visdo no glaucoma ¢ maior nos individuos da raga negra (Sommer et
al., 1991), com idade acima de 60 anos (Perkins, 1978) e nos paises em desenvolvimento

(Thylefors, 1995).
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1.1.4 - Glaucoma Primario de Angulo Aberto (GPAA)

O GPAA recebe esta denominagdo devido a sua etiologia desconhecida (glaucoma
primdrio) e pelo fato das estruturas do seio camerular serem visiveis ao exame
gonioscopico, permitindo acesso do humor aquoso (a4ngulo aberto) (Leske, 1983). A
prevaléncia do GPAA varia de acordo com a regido estudada, com estudos revelando
valores de 1 a 5% nos Estados Unidos, 1 a 3% na Europa, 1 a 4% na Asia e 2 a 3% na
Australia (Quigley and Broman, 2006; Rudnicka et al., 2006). Taxas maiores sao
encontradas na Africa, variando aproximadamente de 1% na Nigéria (Murdoch et al., 2001)

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

A informacao sobre a incidéncia de GPAA ¢ mais limitada, cerca de 0,1 a 0,2% por
ano nas principais populacdes européias apds cinco anos de acompanhamento (Mukesh et
al., 2002) e 0,5% por ano em individuos negros acompanhados por nove anos no Barbados
Eye Study (Leske et al., 2001). As diferencas encontradas nas incidéncias entre populagdes

caucasianas e negras estdo em acordo com as taxas de prevaléncias correspondentes.

No Brasil, Sakata et al. (2007) examinaram 1636 individuos maiores que 40 anos
para avaliar a prevaléncia de glaucoma em uma populacdo brasileira. Foi observado
glaucoma em 3,4% (IC 95% 2,5 — 4.3), GPAA em 2,4% (IC 95% 1,7-3,2), e glaucoma
primdrio de angulo fechado em 0.7% (IC 95% 0,3—1,1) dos casos. Doze por cento dos
individuos apresentavam diagnostico prévio da doenga. Cegueira unilateral devido a
glaucoma primario foi observada em 7 individuos. Negros apresentaram uma taxa maior de

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

1.1.5 — Fatores de risco para o glaucoma
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O GPAA esta associado a uma série de fatores de risco para sua instalacdo e
desenvolvimento. Entre eles, o principal ¢ o aumento da PIO, sendo o tinico modificavel.
Os outros fatores de risco sdo: idade (aumento da prevaléncia do GPAA com o aumento da
idade), raca (mais frequente e geralmente mais grave em individuos da raga negra), miopia

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

1.1.5.1 — Importéincia da pressao intraocular como fator de risco para o glaucoma

O glaucoma ¢ uma doenga multifatorial na qual a PIO representa um dos
componentes envolvidos na fisiopatologia do dano glaucomatoso ao disco optico. O
mecanismo proposto segundo o qual a elevacdo da PIO leva ao desenvolvimento da lesdo
glaucomatosa baseia-se na suscetibilidade do disco optico ao aumento da PIO. A perda de
células ganglionares da retina ocorreria por meio de alteragdes metabdlicas causadas pela
compressao dos feixes axonais em nivel da lamina cribrosa devido ao seu deslocamento
posterior induzido pelo aumento da PIO. Os disturbios metabodlicos secundarios a esta
compressdo incluem a alteracdo do transporte axonal (anterogrado e retrogrado) de
neurotrofinas do coliculo superior para o corpo celular das células ganglionares da retina,

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

Entretanto, observa-se que o glaucoma pode surgir a despeito de niveis pressoricos
normais ¢ que a PIO elevada ndo necessariamente causa glaucoma, o que evidencia a
existéncia de outros fatores subjacentes importantes para o desenvolvimento da doenca
(Anderson, 2003; Armaly et al., 1980; Quigley et al., 1994). Outros aspectos relevantes que

podem causar danos a malha trabecular (MT) e ao disco Optico, contribuindo para o
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desenvolvimento do glaucoma, incluem alteragdes no metabolismo do o6xido nitrico
(Galassi et al., 2004; Nathanson and McKee, 1995), estresse oxidativo (Grieshaber et al.,
2007; Liu et al., 2007) e desequilibrio na regulagdo do sistema vascular (Grieshaber et al.,
2007; Nicolela, 2008; Priinte et al., 1998) e imune (Stasi et al., 2006).

O tratamento indicado para o glaucoma é a diminui¢do da pressdo intraocular, a
qual € o fator de risco mais facilmente identificavel e modificavel.

Esta ¢ obtida por meio de medicagdo topica e/ou sistémica, ou mesmo de
procedimento cirrgico quando o controle clinico ¢ insatisfatorio. Deve-se lembrar que o
valor seguro da PIO ¢é dependente de uma série de fatores individuais tais como
suscetibilidade do nervo optico, idade, raga, historia familiar, espessura corneana e
estadiamento da lesdo glaucomatosa. No entanto, em casos mais avancados da doenga nos
quais o tratamento clinico ndo reduz a PIO para valores seguros, o método mais eficiente de
diminui-la ¢ através de procedimento cirirgico, particularmente da trabeculectomia (Zalish

et al., 2004).

1.1.5.2 — Importancia da historia familiar como fator de risco para o glaucoma

Estudos com familia portadoras de GPAA sdo consistentes com a existéncia de um
componente genético importante desta doenca (Carbonaro et al., 2008; Charlesworth et al.,
2010; Klein et al., 2004; van Koolwijk et al., 2007; Pérssinen et al., 2007; Rosenthal and
Perkins, 1985). Abordagens t€m sido utilizadas para investigar a associagdo do glaucoma
com a historia familiar, como a avaliagdo de parentes de pacientes com GPAA, estudos do
tipo caso-controle, estudos observacionais de prevaléncia e estudos de avaliacdo de

gémeos. Parentes de primeiro grau de individuos afetados tem um aumento de cerca de
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9vezes no risco de desenvolver glaucoma (Wolfs RW et al., 1998). Outro estudo, realizado
com 3222 individuos Africano-descendentes do Barbados Eye Study sem glaucoma foram
acompanhados durante 9 anos, mostrando uma incidéncia de 4,4% de GPAA, com um risco

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

O glaucoma ¢ uma doenga heterogénea. Sendo assim, o estudo de fendtipos
intermediarios ou endofendtipos, se torna uma ferramenta importante na pesquisa de genes
que contribuem para doengas humanas multifatoriais, visto que eles podem ter uma
contribui¢do genética no fenotipo final resultante da doenca. Herdabilidade ¢ a proporgao
de variagdo fenotipica numa populagdo que pode ser atribuida a variagdo genética entre os
individuos (Sanfilippo et al., 2010). No caso do glaucoma, marcadores quantitativos como
a PIO apresentam herdabilidade em estudos de familias e com gémeos que variam de 0,29 a
0,50 e para razdo escavacao-disco de 0,48 a 0,80. (van Koolwijk et al., 2007). Isto ¢
consistente com a hipdtese de que a PIO e caracteristicas anatdmicas do disco Optico tém

forte influéncia genética.

1.1.6 — Conceitos Genéticos

A identificacdo de variantes genéticas que contribuem para o surgimento de uma
doenga € o escopo central da genética humana. As células somaticas t€ém 23 pares de
cromossomos ¢ na grande maioria dos sitios gendmicos, em torno de 99%, a sequéncia
genética ¢ a mesma em ambos os cromossomos homologos. Sendo assim, cerca de 1% esta
associada as variantes responsaveis pela diversidade humana, o que inclui susceptibilidade

a doencas (LaFramboise, 2009).
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Diferentes versdes de uma seqiiéncia de DNA em um determinado local
cromossomico (locus) sao chamados de alelos. A coexisténcia de alelos multiplos em um
locus ¢ chamada de polimorfismo genético. Qualquer sitio no qual existam alelos multiplos
como componentes estaveis da populagdo é, por definicdo, polimorfico. Um alelo ¢
geralmente definido como polimérfico se ele estiver presente em uma frequéncia maior que

1% na populagéo (Lewin, 2008).

Existem varios tipos de polimorfismos que podem ser constituidos desde variagdes
como delegdes, duplicagdes, triplicagdes de centenas a milhares de pares de bases de DNA
até alteragdes de uma ou poucas bases no DNA localizadas entre genes, introns, e exons de
um determinado gene e em regides reguladoras. Os polimorfismos de nucleotideos tnicos
ou “Single Nucleotide Polymorphism” (SNPs) surgem a partir de mudancas em
nucleotideos unicos (A, T, C ou G) de uma determinada sequéncia de DNA. Para uma
variagdo ser considerada um SNP, sua distribuicdo deve ocorrer em pelo menos 1% na
populagdo, além disso, sdo mais frequentes que os polimorfismos de microssatélites e estdo

uniformemente distribuidos por todo o genoma.

Estas variagdes normalmente ndo estdo associadas a qualquer fendtipo de doenga,
entretanto, os polimorfismos sdo elementos-chave na pesquisa ¢ na pratica da genética
humana pois muitos SNPs, embora ndo sejam responsaveis por causar uma doenga, podem
atuar como marcadores genéticos quando estdo localizados proéximos ao gene associado a
doenga. De acordo com o projeto HapMap ha aproximadamente 10 milhdes de SNPs

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

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

nivel fenotipico, podendo alterar a sequéncia de aminoacidos de uma proteina ou interferir
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na expressao da mesma. Além disso, os SNPs podem contribuir para a variagdo na

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

Quando uma variacdo genética estd associada a uma doenca (fenétipo) e esta
caracteristica ¢ herdada, o padrao de heranga pode ser monogénico (um tnico gene alterado
causa a doenga) ou complexo, que envolve mais de um gene, com contribui¢des menores e
possiveis fatores ambientais na determinacdo etiolégica da doenga (heranga poligénica
multifatorial). O padrdo monogénico inclui os tipos autossomico dominante (AD),
autossdmico recessivo (AR), ligado ao sexo (ligado ao X) e mitocondrial. No padrdo AD de
heranga, a presenca de um alelo alterado ¢ suficiente para a manifestagdo do fenotipo, ao
passo que no padrao AR, existe a necessidade dos dois alelos estarem modificados para o
desenvolvimento da doenga. Na heranca mitocondrial, a transmissdo genética ocorre
através do DNA mitocondrial, presente somente nas células germinativas femininas, de

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

A determinagdo exata do padrio de heranga ¢ dificultado pela variabilidade da
penetrancia e expressividade da doenca. Penetrdncia ¢ um conceito que se refere a
expressao de um genotipo mutante, aplicado a caracteres dominantes em heterozigose. A
penetrancia de um alelo mutante pode variar de acordo com a porcentagem de individuos
portadores deste que manifestem seu fenotipo correspondente. Expressividade corresponde
ao grau de severidade de uma doenca associada a uma alteracdo genética. Se uma condi¢ao
apresentar uma expressividade variavel, o fendtipo (manifestacao clinica) determinado por
esta alteracdo genética variard em grau de intensidade (leve a intenso), mas sempre presente

entre os individuos que possuirem o gendtipo correspondente (Thompson, 2002).
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1.1.7 — Genética do Glaucoma

O glaucoma também pode ser definido como um grupo de neuropatias opticas cujo
padrao de hereditariedade ¢ complexo. Para identificacdo e classifica¢ao de /oci candidatos
que poderiam estar envolvidos com o desenvolvimento do glaucoma, a Organizagdo
Mundial do Genoma Humano propos a sigla “GLC” para os genes associados ao glaucoma.
Os numeros “17, “2” e “3”, que seguem a sigla geral para os glaucomas, representam
angulo aberto, angulo fechado e glaucoma congénito, respectivamente. Finalmente, as
letras “A”, “B”, “C” e assim por diante, indicam o primeiro ¢ os subsequentes loci
identificados para determinado tipo de glaucoma (Raymond, 1997). Baseado em estudos de
ligagdo, foram mapeados até o momento 17 loci (GLCIA a GLCIQ) associados ao GPAA e
destes, apenas cinco genes foram identificados, os genes myocilin (MYOC/GLCIA),
optineurin (OPTN/GLCIE), WD repeat domain 36 (WDR36/GLCIG), neurotrophin-4
(NTF4/GLCI10) e Ankyrin repeat and SOCS Box containing 10 (ASB10/GLCIF) (Stone et
al., 1997; Rezaie et al., 2002; Monemi et al., 2005; Pasutto et al., 2009; Pasutto et al, 2011)
(Tabela I). As variantes descritas para GPAA nos genes WDR36, NTF4 e ASBI0 ndo

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

Locus Localizacio Cromossomica Gene Referéncia
GLCIA 1924.3-q25.2 MYOoC Sheffield et al., 1993
GLCI1B 2cen-ql3 Stoilova et al., 1996
GLCI1C 3921-24 Wirtz et al., 1997
GLC1ID 8p23 Trifan et al., 1998
GLCIE 10p15-14 OPTN Sarfarazi et al., 1998; Rezaie et al., 2002
GLCIF 7q35-q36 ASBI10 Wirtz et al., 1999
GLCIG 5q22.1 WDR36 Monemi et al., 2005
GLCIH 2p16.3-pl5 Suriyapperuma et al., 2007; Lin et al., 2008
GLCI1I 15q11-q13 Allingham et al., 2005
GLC1J 9q22 Wiggs et 1., 2004
GLCIK 20p12 Wiggs et 1., 2004
GLCIL 3p21-p22 Baird et al., 2005
GLCIM 5q22.1-q32 Pang et al., 2006
GLCIN 15922-q24 Wang et al, 2006
GLCI10 19q13.33 NTF4 Ip et al., 1992; Pasutto et al., 2009
GLCIP 12q14 Fingert et al., 2011
GLCI1Q 4q35.1-q35.2 Porter et al., 2011

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

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

estudos relataram a presenga de mutagdes no gene MYOC em pacientes glaucomatosos em

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

2004).

Mais de 70 mutagdes no gene MYOC ja foram relatadas, sendo a Q368X a mais

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

populagdo indiana, a mutagdo Q48H mostrou-se predominante em GPAA adulto e juvenil.

Algumas mutagdes também foram identificadas na regido promotora do gene, sendo -1000

C>G relatada como a mais frequente com graus varidveis de associagdo com a doenca

(Polansky et al., 2003). No Brasil, a frequéncia de mutagdes no gene MYOC em 28
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pacientes com GPAA-J e GPAA-A foi de 35,7% e 3,85% respectivamente. A mutacao
(Cys433Arg) foi identificada apenas na nossa populacao por Vasconcellos et al. em 2003, e
estd associada a um inicio precoce do glaucoma, PIOs elevadas e necessidade frequente de

procedimento cirurgico.

Mutagoes no gene OPTN, o segundo gene associado ao desenvolvimento do GPAA,
foram encontradas na frequéncia de 16,7% em familias com GPAA, das quais os afetados
pela doenga apresentavam, em sua maioria, PIOs normais ou moderadamente elevadas
(Rezaie et al.,, 2002). Posteriormente, outros grupos de pesquisa realizaram busca de
mutacdes no gene OPTN em pacientes com GPAA em outras populagdes, mas as
frequéncias da distribuicdo de mutagdes neste gene entre individuos glaucomatosos e
normais se mostraram similares, exceto pelas alteracdes ESOK e M98K (Libby et al., 2005).
A mutacdo ESOK foi associada a uma maior progressao e gravidade da doenga (Aung et al.,

2005).

Monemi et al. (2005) associaram, pela primeira vez, muta¢des no gene WDR36 com
a desenvolvimento do GPAA. Outros estudos revelaram a presenca de variantes raras
encontradas no gene WDR36 em pacientes com GPAA, sugerindo seu envolvimento na
fisiopatologia da doenga. (Pasutto et al., 2008; Weisschuh et al., 2005) Contudo, em estudo
realizado por Hauser et al. (2006), as variantes encontradas no gene WDR36 ndo foram
associadas a doenca. Porém, a presenca destas variantes em individuos com maior
severidade da doenca, levaram os autores a sugerir a possivel agdo moduladora do gene no

fenétipo do glaucoma.

Modelos animais ja mostraram que o aumento da PIO pode prejudicar a sinalizagdo

das neurotrofinas, levando a morte de células ganglionares da retina (Pease et al., 2000).
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Estudos de Pasutto et al. (2009) revelaram que mutacdes no gene NT7F4 podem prejudicar a
sinalizacdo das neurotrofinas no GPAA. Além disso, os autores encontraram em 1,7% dos
pacientes glaucomatosos de origem europeia, mutagoes neste gene, associando-o, portanto,
a doenca. Entretanto, estudos posteriores mostraram a ausé€ncia da associagdo do gene
NTF4 com o glaucoma em pacientes indianos e caucasianos (Liu et al., 2010; Rao et al.,

2010).

Mais recentemente, um novo gene foi associado ao GPAA, o ankyrin repeat and
SOCS box containing 10 (ASB10/GLCI1F) em um estudo realizado com coortes dos
Estados Unidos ¢ da Alemanha, para andlise de busca de mutagdes relacionadas ao
desenvolvimento do GPAA, bem como andlises funcionais da proteina. (Pasutto et al,
2011) Neste estudo, a variante T255T foi encontrada em uma familia com GPAA. Esta
variante, presente em regido de splicing, provavelmente esta afetando a formacdo do RNA
mensageiro (MRNA). Adicionalmente, 26 alteragdes que levam a mudanca de aminoacidos

foram encontradas em 70 pacientes com GPAA.

1.1.8— Associacio entre polimorfismos nos genes ILIA, ILIB e TNFA na

suscetibilidade ao glaucoma

Polimorfismos localizados no cluster da IL1, mais especificamente os SNPs
da [ILIA (-889C/T, 1s1800587:C>T, +4845G/T, 1s17561G>T), ILIB (-31C/T,
rs1143627:T>C, -511C/T, rs16944C>T e +3954C/T, rs1143634:C>T) e na regido
promotora do gene TNFA (-238G/A, 1s361525:G>A e -308G/A, rs1800629G>A) tém sido

investigados em relagdo ao seu papel na suscetibilidade ao GPAA. Estas variantes alélicas,
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principalmente, as localizadas nas regides promotoras dos genes, tendem a modificar sua
expressao, levando a um aumento ou diminui¢cdo da proteina em questdo. Ha poucos
estudos, em diferentes populagdes, que mostraram resultados dispares em relagdo a
presenca destes polimorfismos e o maior risco de GPAA (Fan et al., 2010; Lin et al., 2003a,
2003b; Mookherjee et al., 2010; Mossbock et al., 2006; Ray and Mookherjee, 2009; Wang

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

1.1.8.1 - Os genes ILIA e ILIB

As citocinas inflamatdrias s3o potenciais alvos de interesse, uma vez que as
evidéncias indicam que elas t€ém um importante papel na patogénese do glaucoma e podem
regular a sobrevivéncia ou morte das CGRs (Tezel and Wax, 2004). Estas também ja foram

estudadas como genes modificadores ou de suscetibilidade ao glaucoma.

O desenvolvimento do glaucoma envolve alteragoes teciduais tanto da MT como no
disco optico e retina. A MT tem papel importante na regulagdo da PIO e de fato foram
observadas alteragdes morfologicas e funcionais em pacientes glaucomatosos, assim como
nas células ganglionares da retina e células da glia, incluindo astrdcitos, microglia e
oligodendrdcitos. Varios mecanismos sdo propostos para explicar a perda das CGRs no
glaucoma. Entre eles esta o aumento da PIO que levaria ao estresse mecanico das fibras
nervosas (conjunto de axdénios das CGR) com deprivacdo de fatores neurotroficos,
alteracdes da qualidade e da quantidade do fluxo sanguineo no disco dptico e na camada de

fibras nervosas da retina, degeneracdo secundaria por toxicidade ao glutamato, estresse
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oxidativo, disfungdo mitocondrial, altera¢des das células da glia e autoimunidade (Ray and

Mookherjee, 2009). Tantas alteragdes envolvem a participagdo de multiplos genes.

A IL1 tem sido amplamente implicada em respostas protetoras € na patogénese do
glaucoma nesses tecidos (Wang et al., 2006, 2001, 2003). O cluster da IL.1 compreende as
IL1-a (gene IL14) (OMIM 147760), IL1-B (gene IL1B) (OMIM 147720) e o antagonista do
receptor de IL1 (gene /LIRN) (OMIM 147679). Os genes que as codificam localizam-se no
cromossomo 2q14.2, compreendendo uma regido de 430 Kb (Nicklin et al., 1994). Na
Figura 4 observam-se a organiza¢do do cluster da IL1 e a localizagdo dos principais

polimorfismos investigados na literatura.

SNP -511C/T
SNP -889C/T SNP +4845G/T SNP-31C/T  SNP +3954C/T

Vo W

IL1-A 18 IL1-RN

Figura 4. Organizagdo do cluster da IL1 e localiza¢do dos polimorfismos nos genes ILI/A4, ILIB e
ILIRN. As regides promotoras dos genes ¢ as regides codificantes estdo marcadas em cinza e preto,

respectivamente. Modificado de Mookherjee et al., 2010.

Wang e colaboradores em 2001 observaram uma resposta de estresse especifica da
via de escoamento do humor aquoso. Demonstrou-se que a molécula de adesdo endothelial
leucocyte adhesion molecule ou ELAM-1, um marcador de placa aterosclerdtica na
vasculatura, estava presente nas células da MT nas vias de escoamento de olhos com
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glaucomas de diferentes etiologias. Determinou-se que a expressio da ELAM-1 ¢
controlada por um feedback autdcrino da interleucina IL1 através do fator de transcri¢ao
NF-kappaB. O grupo demonstrou que a ativagao desta via de sinalizagdo protege as células
da MT contra o estresse oxidativo (Hall et al., 2004; Kee and Seo, 1997; Wang et al.,

2001).

Por outro lado, sugerem-se que exista um componente autoimune na patofisiologia
da lesdo observada no disco optico no GPAA, que poderia incluir citocinas como a IL1,
envolvidas na resposta imune. Em modelos experimentais de glaucoma a IL1 é induzida
localmente e promove lesdo do nervo dptico, via aumento da sintese da metaloproteinase de
matriz 9 ou MMP-9. Observou-se que a IL1 também estava envolvida no aumento de
geragdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS) e na sintese de 6xido nitrico, implicadas
nas lesdes das CGRs, levando a neurodegeneragao (Mookherjee et al., 2010; Wang et al.,

2006).

Ha ainda a similaridade do glaucoma com a Doenga de Alzheimer (DA) em relagao
a neurodegeneracdo. Shaftel e colaboradores demonstraram que a IL1 leva ao
desenvolvimento de depositos beta-amildides em pacientes portadores de DA. Essas placas
também sdo observadas nas CGRs de camundongos utilizados como modelo experimental
de glaucoma. Tanto a DA como o glaucoma apresentam degeneracdo neuronal semelhante.
Pacientes com DA apresentam alto nivel de degeneragdo axonal do nervo optico ¢ lesdo de
células da retina, especialmente as ganglionares (Hinton et al., 1986; Mookherjee et al.,

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

O fator de necrose tumoral alfa ou TNF-a ¢ uma outra citocina que tem sido
avaliada em relacdo a fisiopatologia do glaucoma. Esta ¢ uma citocina pré-inflamatoria que
encontra-se superexpressa em varias desordens neurodegenerativas, que incluem a doenca
de Alzheimer e em astrocitos, microglia, oligodendrdcitos € nervo Optico de pacientes
glaucomatosos. Esta proteina é codificada pelo gene de mesmo nome, localizado no
cromossomo 6p21.3, dentro de uma regido altamente polimorfica do complexo de
histocompatibilidade maior de classe III (OMIM 191160) (Figura 5). O TNF-o exerce suas
fungdes bioldgicas por meio da interagdo com dois receptores de membrana: os receptores
de TNF-a tipo 1 (TNFR1 ou p55) e o tipo 2 (TNF-R2 ou p75), apresentando respostas

completamente diferentes com o mesmo ligante (Figura 6).
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Figura 5. Localizagdo dos polimorfismos no gene 7NFA, inserido no complexo de
histocompatibilidade de classe III. A regifo promotoras do gene estd detalhada acima, mostrando os

SNPs mais comuns ja descritos neste gene. Modificado de: Al-Gayyar and Elsherbiny, 2013.
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Apoptose Protecgao

Figura 6. Representacdo esquematica do mecanismo de agdo do TNF-a e suas vias de
transdugdo de sinal, a partir da ligagdo ao receptor TNFR1, levando a apoptose, ¢ ao receptor

TNFR2, determinando neuroprote¢do em CGRs. Modificado de: Al-Gayyar and Elsherbiny, 2013.

Foi observado que tanto o RNAm como os niveis proteicos do TNF-a e receptor de
TNF-a estdo aumentados na retina, cabe¢a do discoo dOptico e humor aquoso de olhos
glaucomatosos quando comparados a olhos normais, sendo sugerido, portanto, que a morte
celular mediada pelo TNF-a seja um fator que contribui para a neurodegeneracdo no
glaucoma (Tezel et al., 2001; Xin et al., 2013; Yan et al., 2000; Yuan and Neufeld, 2000,

2001). Além disso, um estudo com cultura de células mostrou que células ganglionares
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expostas a pressao hidrostatica elevada ou estimulo isquémico secreta quantidades
aumentadas de TNF-a, levando posteriormente a apoptose destas CGRs co-cultivadas. Este
efeito foi atenuado por anticorpos contra TNF-a (Tezel and Wax, 2000), fato confirmado
em alguns estudos in vivo. Entretanto, outro estudo demonstrou protecdo mediada pelo
TNF-a ap6és axotomia, via TNF-R1 e através do receptor TNF-R2 em um modelo de
aumento de PIO. Finalmente, o TNF-a ndo induz a morte das CGRs em uma cultura mista
com outras c¢lulas da retina, enquanto que em uma cultura pura com CGRs houve
claramente apoptose das células com o mesmo estimulo (Fuchs et al., 2005). Isto mostra
que o mecanismo que define morte ou sobrevivéncia das CGRs ¢ complexo e estudos

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

O polimorfismo do gene TNFA na posicdo -308 ¢ caracterizado por uma
substituicdo de G para A (—308G/A, rs1800629), o que poderia aumentar a transcri¢ao
deste gene em 6 a 7 vezes (Xin et al., 2013). Outros polimorfismos tém sido estudados
como o —238G/A (rs361525), —863C/A (rs645836), ¢ —857C/T (r s1799724), porém com

resultados inconsistentes (Xin et al., 2013).

1.2 — Justificativa

Conforme mencionado anteriormente, o glaucoma ¢ considerado a segunda
maior causa de cegueira mundial, ficando atras apenas da catarata e, a primeira causa de
cegueira irreversivel. Portanto, o conhecimento de possiveis variantes de suscetibilidade
nos genes IL1A, ILIB e TNFA auxiliariam na condugdo de diagnosticos mais precoces € no

conhecimento da fisiopatologia da lesdo glaucomatosa. Finalmente, avaliar na populacao
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brasileira o papel de polimorfismos nesses genes como fator de risco para o0 GPAA tem sua
importancia, devido ao fato de existirem poucos estudos e com resultados conflitantes, além

da auséncia de dados na populacao brasileira.
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2.0BJETIVOS

O objetivo deste estudo foi avaliar a distribuicdo da frequéncia dos polimorfismos
nos genes IL1A (-889C/T, +4845G/A), ILIB (-31C/T, -511C/T, +3953C/T) e TNFA (-

308G/A, -238G/A) em pacientes com GPAA e individuos controle na populagdo brasileira.
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3.CASUISTICA E METODOS

3.1 CASUISTICA

3.1.1 — Pacientes

Trata-se de um estudo caso-controle, envolvendo 401 individuos, divididos em
dois grupos: 214 pacientes com GPAA, atendidos no Ambulatério de Glaucoma, do
Hospital de Clinicas da UNICAMP e 187 pacientes avaliados no Servigo de Oftalmologia
Geral (SOG), perfazendo o grupo controle.

Os pacientes selecionados para o estudo foram informados sobre os objetivos e
métodos da pesquisa, podendo ou ndo aceitar participar da mesma, sem constrangimento ou
modificacdo de sua assisténcia médica. O protocolo de pesquisa seguiu 0s principios
enunciados na Declaragdo de Helsinque. Todos os participantes do estudo assinaram termo
de consentimento livre e esclarecido, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP (Anexo 1).

3.1.2 — Grupo caso - Critérios de Inclusio

Os seguintes critérios permitiram a inclusdo dos pacientes com glaucoma no
estudo:

» Angulo aberto no exame de gonioscopia, definido como observagio de pelo menos
270 graus, sem indentacdo, da MT pigmentada, com pigmentacdo da MT até grau 2;
* Lesdo caracteristica de disco Optico, definida como a presenca de pelo menos dois
dos seguintes critérios: razdo escavagdo/disco >0,6, perda localizada da rima neural,
hemorragia de disco Optico ou assimetria da razdo escavagao/disco >0,2 entre os

dois olhos;
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3.1.3-

estudo:

3.14 -

Presenga de pelo menos dois exames de campo visual confiaveis revelando perda
glaucomatosa caracteristica, definida pelos critérios propostos por Hodapp-Parrish-
Anderson (Hodapp et al., 1993): agrupamento de trés ou mais pontos nao periféricos
no grafico do Pattern Deviation, todos deprimidos a p < 5%, com pelo menos um
ponto a p < 1% ou pior, Glaucoma Hemifield Test Outside Normal Limits e
corrected pattern standard deviation (CPSD) ocorrendo em menos de 5% dos
exames perimétricos normais;

Os valores de PIO ndo foram considerados nos critérios de inclusdo, pois os

pacientes estavam em uso de medicacdo anti-glaucomatosa.

Grupo caso - Critérios de Exclusio

Os pacientes que apresentaram as seguintes caracteristicas foram excluidos do

Pacientes que apresentaram alteragdes de segmento anterior compativeis com
glaucomas secundarios (ou de desenvolvimento) e/ou alteragdes de disco optico e
campo visual que mimetizassem lesdes glaucomatosas;

Pacientes com glaucoma primario de angulo fechado;

AfeccOes oculares ou sistémicas de carater inflamatério ou auto-imune, incluindo

uveite, olho seco grave, diabetes, doengas reumatologicas;

Grupo Controle — Critérios de inclusao
Individuos acima de 50 anos de idade;
Razao escavagdo/disco menor ou igual a 0,6 em ambos os olhos;

PIOs menores do que 16 mmHg em ambos os olhos.
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3.1.5 — Grupo Controle — Critérios de exclusao
* Historia familiar de glaucoma;
* Historia familiar de cegueira;
* Afecgdes oculares ou sistémicas de carater inflamatorio ou auto-imune incluindo

uveite, olho seco grave, diabetes, doengas reumatologicas.

3.2-METODOS
3.2.1 — Exame Oftalmoldgico

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

exame oftalmologico abaixo:

* Avaliagdo da acuidade visual corrigida, medida com a tabela de optotipos de
Snellen;

* Biomicroscopia do segmento anterior realizada em lampada de fenda Haag-Streit,
modelo 900 (Haag Streit, Berna, Suica);

* Tonometria de aplanagdo com tondmetro calibrado de Goldmann (modelo R-500 —
Haag Streit, Berna Suica);

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

* Biomicroscopia de fundo de olho (retina, com a lente 2.2 (Volk Optical Inc.,
Mentor, E.U.A.) e disco optico com a lente asférica Volk + 78 dioptrias ( Volk
Optical Inc., Mentor, E.U.A) ap6s midriase obtida com a instilagdo de 1 gota de
tropicamida 1%;

* Perimetria computadorizada branco no branco relizada no perimetro Humphrey

Field Analyzer II, modelo 750, software versao A-10 (Zeiss Humphrey Systems,
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California, E.U.A) estratégia 24.2 SITA Standard. Os individuos receberam
orientagdes prévias de como proceder durante a realizagdo do exame.
* Além do exame oftalmologico, foram coletados dados sobre sexo ¢ idade de

ambos 0s grupos.

3.2.2 — Obtencao das amostras de sangue e extracio de DNA

Foram obtidos 5 a 10 ml de sangue periférico da veia antecubital de todos os
participantes, colocados em frasco estéril contendo EDTA 10% como anticoagulante. As
amostras de DNA foram extraidas utilizando a metodologia de fenol/cloroférmio
(Sambrook et al., 1989), lise das células com proteinase K (Invitrogen, Calrsbad, CA,

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

3.2.3 — Reacio em Cadeia da Polimerase (PCR)

As regides que contém os polimorfismos /L/A4 (-889C/T e +4845G/T), ILIB (-
31C/T, -511C/T, IL1B +3953C/T) e TNFA (-308G/A, -238G/A) foram amplificadas com a
utilizag¢ao de primers escolhidos a partir das sequéncias dos genes (OMIM 147760, OMIM
147720 e OMIM 191160, respectivamente). A PCR foi realizada utilizando-se os seguintes
reagentes: 0,7 pl de cada iniciador na concentracdo de 20 pmoles, 5 pl do tampao da
enzima 10X (Tris-HCI 20 mM (pH 8,4), KC1 50 mM, gelatina 0,01%), 2,0 ul de MgCI2 50
mM, 1 pl da mistura de nucleotidios 10X (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) e 2 unidades de Taq
DNA polimerase (InvitrogenTMeLife Technologies, Carlsbad, CA, USA), somados a 0,5
png de DNA gendmico. As amostras foram amplificadas por meio de aparelho ciclador de

temperatura sob condi¢des padronizadas de acordo com a Tabela 2.
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Ao final da reacdo, 5 uL do produto da PCR foram misturados a 1 pL do tampdo de
corrida 10X “Blue Juice*Gel Loading Buffer” (InvitrogenTMeLife Technologies, Carlsbad,
CA, USA), submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de
etideo e visualizados sob iluminagao ultra-violeta (UV). Os fragmentos amplificados foram
comparados ao marcador de peso molecular “1Kb DNA Ladder” (InvitrogenTM-Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) e, para a realizacdo da reagdo de seqiienciamento, a
concentracdo do DNA da amostra purificada foi estimada a partir da comparagdo com a
intensidade da banda do marcador de peso ¢ massa molecular “Low DNA Mass Ladder”
(InvitrogenTMeLife Technologies, Carlsbad, CA, USA). As imagens foram digitalizadas

por meio de equipamento para captura de imagens.
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Tabela 2: Sequéncias de oligonucleotideos utilizados como “primers” na rea¢do em cadeia

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

Gene  Polimorfismo Sequéncias Tamanho TA (°C)

IL1B +3954 C/T S 5- TGTTCTTAGCCACCCCACTC -3° 239pb 63°C
AS 5'- AGCGTGCAGTTCAGTGATCG -3’

-511 C/T S 5’- GAGCTTATCTCCAGGGTTGC - 3’ 309pb 63°C
AS 5'- TGGGACAAAGTGGAAGACAC - 3’

-31C/T S 5’- GAGCTTATCTCCAGGGTTGC -3’ 410pb 63°C
AS 5" TGAAGAGAATCCCAGAGCAG -3’

ILIA +4845 G/T S 5’- TCTGCTGACTGGGTGATTTC -3’ 379pb 63°C
AS 5- CATCCTCCCCTCCTTTCATT -3’

-889 C/T S 5’- ATGGGGGCTTCACTATGTTG -3’ 418pb 63°C
AS 5- GACACACCTTGGGCATATCC -3°

TNFA -308 G/A S 5’- GCCCCTCCCAGTTCTAGTTC - 37 319bp 63°C
AS 5°- TCATCTGGAGGAAGCGGTAG -3’

-238 G/A S 5’- GCCCCTCCCAGTTCTAGTTC - 37 319bp 63°C
AS 5'- TCATCTGGAGGAAGCGGTAG - 37

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

3.2.4 — Sequenciamento Automatico

Para a reagdo de sequenciamento, adicionou-se a cada pogo da placa especifica
para o sequenciador (96 — well ultraplate, Natural, Sorenson "™, Sollentuna, Sweden) 1,0 pl
do produto da PCR e 1,0 pl do “primer” sense ou anti-sense a ser utilizado na concentragao
de 5 pmol, completando-se o volume final de 20,0 ul em cada pogo da placa com 18,0 ul da
mistura, que se segue: 1350,0 ul de agua deionizada estéril, 400,0 ul de tampao de

sequenciamento 5X e 50,0 ul de Big Dye (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
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As placas foram levadas ao termociclador sob as seguintes condigdes: ciclo
unico de 1 minuto e 30 segundos a 96°C, seguido por 24 ciclos de 15 segundos a 96°C, 15
segundos a 50°C e 4 minutos a 60°C. Apos essa reagdo, as amostras foram purificadas a fim

de eliminar nucleotideos ndo incorporados (Anexo 4).

As amostras foram ressuspensas em 10,0 ul de Formamida Hi-Di (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), desnaturadas por 5 minutos a 96°C, colocadas
imediatamente no gelo e submetidas a eletroforese no sequenciador automatico “ABI

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

Foi realizado o alinhamento da sequéncia de aminoacidos para confirmagio da
regido gendmica analisada; as sequéncias foram submetidas a buscas por similaridade,

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

3.2.5 — Analise Estatistica

Realizou-se a coleta e analise dos dados epidemiologicos, clinicos, diagnosticos e
moleculares dos pacientes. Foi feita a comparacdo da frequéncia dos polimorfismos nos
genes ILIA, ILIB ¢ TNFA entre os grupos de pacientes com GPAA e controle. Para
variaveis quantitativas foi utilizado o teste ¢ de Student nao pareado ou Mann-whitney
(dependendo da distribuigdo, se gaussiana ou ndo, respectivamente) e para variaveis
qualitativas, o teste qui-quadrado ou o teste exato de Fisher. Os valores de p foram
corrigidos para testes multiplos pelo método de Bonferroni. Foram considerados
significativos valores de p < 0,05. O equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado para todos

os polimorfismos na amostra avaliada.Os blocos haplotipicos foram estimados segundo
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protocolo padrdo do programa Haploview, versao 4.2, baseado na definicdo de bloco

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

4.1 — Pacientes

Um total de 214 pacientes nao-relacionados portadores de GPAA e 187 individuos
saudaveis foram recrutados para o estudo. As caracteristicas clinicas e demograficas dos
individuos incluidos no estudo encontram-se na Tabela 3. Nao encontramos diferengas
estatisticas com relagdo a idade e género entre os grupos estudados. Como esperado, a P1IO

media e a razdo escavagao-disco foram significativamente maiores no grupo caso.

Tabela 3: Carateristicas clinicas e demograficas dos individuos do estudo

GPAA Controles P-valor

Género (M/F)% (47,6/52,4) (42,5/57,5) 0,314
Idade (média + DP) 66,46+12,80 67,41+8,97 0,422
Pressao Intraocular
(olho com glaucoma
mais avanc¢ado)

Faixa 12-60 mmHg 9-16 mmHg

Média +DP 24,39+8,17 12,19+1,65 <0,001*
Razao escavacao-disco
vertical

Faixa 0,5-1,0 0,1-0,6

Média +DP 0,87+0,12 0,31+0,13 <0,001%*

M=masculino; F=feminino; DP=desvio padrio; *valores significativos = p<0,05;
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4.2 — Distribuicao dos alelos e genétipos

As distribuigdes de alelos e gendtipos para os sete polimorfismos sdo mostrados na
Tabela 4 (/L1A4), na Tabela 5 (ILI1B) e na Tabela 7 (TNFA). A distribui¢ao dos gendtipos
estava de acordo com equilibrio de Hardy-Weinberg em todos os grupos para todos os

polimorfismos.

4.2.1 - Gene IL1A

Nao houve diferencga estatisticamente significante entre pacientes glaucomatosos e
controles com relagdo aos polimorfismos -889C/T e +4845G/T do gene ILIA. Além disso,
na analise de haplotipos foi observado um D’=0,86 (medida de associagdo alélica) (Gabriel
et al., 2002) entre os polimorfismos -889C/T e +4845G/T, porém ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre casos e controles e nao houve formagdo de bloco

haplotipico (Figura 7).
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Tabela 4: Frequéncia genotipica e alélica dos polimorfismos da /L/A4 em uma amostra da

populacao brasileira

Gene Polimorfismo

GPAA Casos  Controles

(1,%) (n,%) OR (95%CI) p-valor
IL1A -889 C/'T
Genotipos
CC 58 (45,67) 72 (51.43) 1 REF
CT 58 (45.67) 58 (41,43) 1,023 (0,613-1,709) 0,398
TT 11 (8,66) 10 (7,14) 0,732 (0,291-1,844) 0,507
CC x (CT+TT) 69 (54,33) 68 (48,57) 0,794 (0,491-1,285) 0,347
Alelos
C 174 (68,50) 202 (72,14) 1 REF
T 80 (31,50) 78 (27,86) 0,840 (0,579-1,218) 0,358
IL1A +4845 G/T
Genotipos
GG 70 (57,38) 64 (56,14) 1 REF
GT 49 (40,16) 45 (39,47) 1,004 (0,593-1,703) 0,987
TT 3 (2,46) 5(4,39) 1,823 (0,419-7,935) 0,418
GG x (GT+TT) 52 (42,62) 50 (43,86) 1,052 (0,628-1,761) 0,848
Alelos
C 189 (77,46) 173 (75,88) 1 REF
T 55 (22,54) 55(24,12) 1,053 (0,678-1,636) 0,685

OR = “odds ratio” (razdo de chances); REF = referéncia; * valor significativo =p<0,05
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Figura 7. Representagdo do sequenciamento direto do polimorfismo -889C/T no gene

A G

---1--3---1---}
T ¢ A.T T
4

ILIA. Em A, a seta indica o alelo selvagem C, em homozigose, em B alelos C ¢ T em heterozigose e

em C o alelo T em homozigose.
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Figura 8. Representacdo do sequenciamento direto do polimorfismo +4845G/T no gene
ILIA. Em A, a seta indica o alelo selvagem G, em homozigose, em B alelos G e T em heterozigose

e em C o alelo T em homozigose.

4.2.2 —Gene ILIB

A combinagdo dos genétipos CC + CT do polimorfismo -31C/T do gene /LB foi
mais frequente em casos do que em controles, quando comparados com o gendtipo TT, que

foi mais frequente em controles (OR: 1,894; CI-95%: 1,239-2,91; p=0,003); o mesmo
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ocorre quando comparamos CC x TT (OR: 2,23; CI-95%:1,273-3,945; (p=0,005). A
significancia foi mantida também quando foi realizada a comparacao de alelos, com o alelo
C mais frequente entre casos do que em controles (OR: 1,546; CI-95%: 1,168-2,05;
p=0,002). O calculo de poder amostral “pos-hoc” para esta associagdo foi de 84,3%,
considerando um erro alfa de 0,05%. A significancia dos p-valores foi mantida apos

corregdo para multiplas comparagdes (correcao de Bonferroni).

Com relagdo ao polimorfismo -511C/T no gene /LIB observou-se que o alelo C foi
um fator de risco estatisticamente significante para o glaucoma (p=0,009; OR:1,49; CI-
95%: 1,121-1,983). Esta observagdo foi mantida com relacdo ao gendtipo quando foi
comparado o geno6tipo CC com o gendtipo TT (p=0,005; OR: 2,23; CI-95%: 1,273-3,945).
Esta significancia foi mantida apds a corre¢do por Bonferroni. A comparagdo entre os
geno6tipos do polimorfismo +3954C/T ndo mostrou diferenca estatistica entre casos e

controles.

Na analise haplotipica entre os polimorfismos estudados do gene /LB, observou-se
um desequilibrio de ligacdo entre os polimorfismos -511C/T e -31C/T (D’=0.97). A Figura
8 foi gerada pelo programa Haploview 4.2 (Barrett et al., 2005). O desequilibrio de ligagdo
(LD) foi estimado de acordo com protocolo padrdo e os blocos haplotipicos definidos como
proposto por Gabriel et al., 2002. O haplotipo T/C (-31/-511) foi mais frequente em
controles, ¢ o hapldtipo C/T (-31/-511) em pacientes com GPAA. Esta associagdo entre
haplotipos e glaucoma foi estatisticamente significante (p-valor = 0.011 e 0.018,
respectivamente). Existe também um valor de D" de 0.66 entre os polimorfismos -511C/T e
+3954C/T e um D’=0.65 entre os polimorfismos -31C/T and +3954C/T, mas ndo foi

observado bloco haplotipico (Tabela 6).
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Tabela 5: Frequéncia genotipica e alélica dos polimorfismos do gene /LB em uma amostra

da populacdo brasileira de individuos glaucomatosos e saudaveis.

Casos Controles
Gene Polimorfismo GPAA (n.%) OR (95%CI) p-valor
(n. %)
ILIB 31 T/C
Genétipos
TT 54 (25,23) 73 (39,04) 1 REF
CT 107 (50) 82 (43.85) 1,761 (1,118-2,784) 0,014*
CC 53 (24,77) 32 (17,11) 2,23 (1,273-3,945)  0,005*f
CC+CT 160 (74,76) 114 (60,96) 1,894 (1,239-2,91)  0,003*}
Alelos
T 215 (50,23) 228 (60,96) 1 REF
C 213 (49,76) 146 (39,04) 1,546 (1,168-2,05) 0,002*}
ILI1B 511 C/T
Genétipos
CC 59 (27,96) 73 (39,67) 1 REF
CT 106 (50,24) 85 (46,20) 1,541 (0,986-2,415) 0,056
TT 46 (21,80) 26 (14,13) 2,181 (1,21-3,976)  0,009*}
CT+TT 152 (72,04) 111 (82,32) 1,692 (1,11-2,586)  0,014*
Alelos
C 224 (53,08) 231 (62,77) 1 REF
T 198 (46,92) 137 (37,23) 1,49 (1,121-1,983)  0,006*+
ILI1B +3954 C/'T
Genétipos
CC 83 (66,94) 93 (66,43) 1 REF
CT 37 (29,84) 41 (29,28) 0,840 (0,579-1,218) 0,967
TT 4 (3,22) 6 (4,29) 1,339 (0,365-4,908) 0,659
CT+TT 41 (33,06) 47 (33,57) 1,023 (0,613-1,709) 0,931
Alelos
C 203 (81,85) 227 (81,07) 1 REF
T 45 (18,15) 53 (18,93) 1,053 (0,678-1,636) 0,8173

OR = “odds ratio” (razdo de chances); REF = referéncia; *p<0,05; fp-valor significativo

apos ajuste para multiplas comparagdes (Bonferroni)
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Figura 9. Representagdo do sequenciamento direto do polimorfismo -31C/T no gene /LIB.
Em A, a seta indica o alelo selvagem C, em homozigose, em B alelos C e T em heterozigose ¢ em C

o alelo T em homozigose.
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Figura 10. Representacdo do sequenciamento direto do polimorfismo -511C/T no gene
ILIB. Em A, a seta indica o alelo selvagem C, em homozigose, em B alelos C e T em heterozigose e

em C o alelo T em homozigose.
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Figura 11. Representagdo do sequenciamento direto do polimorfismo +3954C/T no gene
ILIB. Em A, a seta indica o alelo selvagem C, em homozigose, em B alelos C e T em heterozigose e

em C o alelo T em homozigose.
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Tabela 6: FreqUencia de haplétipos do gene /L 1B com valores de qui-quadrado e p-valor

31 T/C 511C/T Frequéncia Frequéncia Qui-quadrado  p-valor
(casos) (controles)
T C 0,493 0,600 6,47 0,011*
C T 0,468 0,370 5,55 0,019*
C C 0,035 0,023 0,80 0,371
T T 0,004 0,008 0,39 0,534

* valor significativo = p<0,05
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Figura 12: Estrutura haplotipica dos polimorfismos nos genes /L/A4 e ILIB. A imagem foi

gerada pelo programa Haploview 4.2.
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4.2.3 — Gene TNFA

Nao houve diferenca estatisticamente significante entre pacientes glaucomatosos e

controles com relag@o aos polimorfismos -308G/A e -238G/A do gene TNFA.

Tabela 7: Frequéncia genotipica e alélica dos polimorfismos do gene TNFA em uma

amostra da populagdo brasileira de pacientes glaucomatosos e individuos saudaveis.

Gene Polimorfismo Casos GPAA  Controles

(1,%) (n,%) OR (95%CI) p-valor
TNFA -238 G/A
Genotipos
GG 170 (89,01) 153 (91,07) 1 REF
GA 20 (10,47) 15 (8,93) 0,834 (0,412-1,685) 0,612
AA 1(0,52) -(0) - -
GA+AA 21 (10,99) 15 (8,93) 0,794 (0,395-1,594) 0,516
Alelos
G 360 (68,50)  321(72,14) 1 REF
A 22 (31,50) 15 (27,86) 0,765 (0,390- 1,499) 0,434
TNFA -308 G/A
Genotipos
GG 154 (81,48)  134(79,76) 1 REF
GA 31 (16,40) 32 (19,05) 1,186 (0,688-2,047) 0,539
AA 4(2,12) 2(1,19) 0,576 (0,051-4,089) 0,576
GA+AA 35(18,52) 34 (20,24) 1,116 (0,660-1,899) 0,681
Alelos
G 339 (89,68) 300 (89,29) 1 REF
A 39 (10,32) 36(10,71) 1,053 (0,678-1,636) 0,685

OR = “odds ratio” (razdo de chances); REF = referéncia; * valor significativo = p<0,05;
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Figura 13. Representacdo do sequenciamento direto do polimorfismo .-238G/A no gene
TNFA.Em A, a seta indica o alelo selvagem G, em homozigose, em B alelos G ¢ A em heterozigose

e em C o alelo A em homozigose.

67



GCAT GG GG ACG

v

GCAT G AG G ACG

v

GC AT G AG G AC G

¢90

Figura 14. Representacdo do sequenciamento direto do polimorfismo .-308G/A no gene
TNFA.Em A, a seta indica o alelo selvagem G, em homozigose, em B alelos G ¢ A em heterozigose

e em C o alelo A em homozigose.
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5. DISCUSSAO

No glaucoma, as alteragdes teciduais oculares ocorrem na malha trabecular, no
nervo Optico e retina. (Wang et al.,, 2001) Ha evidéncias de que o sistema imune
desempenhe um papel importante na patogenia da degeneracdo do nervo oOptico. No
entanto, ¢ importante que haja um balango entre as vantagens da imunidade protetora e do
risco de indugdo de uma doenca neurodegenerativa autoimune, visto que o efeito da

imunoregulag@o pode ser tanto neuroprotetor como neurodestrutivo (Tezel and Wax, 2004).

Sabe-se que a inflamagdo cronica tem uma funcdo importante no inicio e/ou
progressdo de varias doencas relacionadas coma idade, incluindo aterosclerose, doenga de
Alzheimer, osteoartrite e cancer (Arend, 2002). O envelhecimento ¢ um fenémeno
complexo associado com um declinio gradual da fungdo celular e fisioldgica, capacidade
reduzida de responder ao estresse e aumento da probabilidade de desenvolver doencas
degenerativas, como glaucoma. (Beckman and Ames, 1998) De fato, a idade é um
importante fator de risco para o desenvolvimento do glaucoma. As alteragdes relacionadas
com a idade aceleram sob influéncia do estresse oxidativo e com a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), criando um microambiente pro-inflamatério (Ren et al.,

2009).

Além disso, a MT de doadores glaucomatosos mostram um aumento na expressao
de um marcador bem estabelecido de senescéncia celular, a SA-beta-galactosidase (SA-B-
gal) (Liton et al., 2005), assim como a “up-regulation” de varias proteinas associadas com a
resposta inflamatoria, em concordancia com o processo denominado “inflammaging”. (Li et

al., 2007; Liton et al., 2005; Olivieri et al., 2013; Wang et al., 2001). Foi descrito um
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“fenotipo secretorio associado a senescéncia” (SASP), caracterizado pela producgdo de
citocinas inflamatdrias por células senescentes, tais como IL-6, IL-8, aff ¢ a IL-1a (Coppé

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

O conhecimento sobre a fungdo intracelular da IL-1a ndo é clara, mas existe uma
sequéncia de sinalizagdo nuclear que permite sua ligacdo na sequéncia de DNA e
consequentemente estimula a regulacdo do crescimento celular e a proliferagdo, inducdo da

senescéncia e a secregdo de citocinas inflamatorias (Werman et al., 2004).

A importancia do estudo de polimorfismos de suscetibilidade em doencas
neurodegenerativas pode ser exemplificada pela correlacao entre o polimorfismo -889C/T e
doengas cronicas e degenerativas como a doenca de Alzheimer, o que justificaria a sua

avaliacdo em pacientes com glaucoma (Du et al., 2000; Payao et al., 2012).

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

o alelo -889T pode ser um fator de risco para o desenvolvimento do glaucoma (Wang et al.,
2006) e que o alelo T esta associado com um aumento na producdo de IL-1 o (Dominici et
al., 2002). Outros estudos, incluindo o nosso, ndo confirmam a associagdo entre o alelo -
889T e o glaucoma (How et al., 2007; Wang et al., 2007b). Estudos anteriores mostraram
um forte desequilibrio de ligagdo entre os polimorfismos -899C/T e +4845G/T na IL-1 «
(Jouvenne et al., 1999). Neste estudo foi observado um D*=0,86, porém sem a formacao de
bloco haplotipico. Além disso, ndo foi encontrada diferenga entra casos de GPAA e
controles tanto na analise de haplotipos quanto na de polimorfismos, o que, provavelmente,

se deve a caracteristicas genéticas proprias da amostra da populagdo brasileira estudada.
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Com relagdo aos polimorfismos da IL-1 3, as variantes -31C/T e -511C/T foram

associados com diversas condi¢des clinicas como céancer géstrico e de pulmao (Landvik et
al., 2009), periodontite (Archana et al., 2012) e doencas cardiovasculares (Iacoviello et al.,
2005). Estudos prévios mostraram resultados controversos para a associacdo entre o
polimorfismo -511C/T do gene IL1B e glaucoma (Wang et al.; 2007a, Lin et al., 2003,;
How et al., 2007; Markiewicz et al., 2013). Wang et al. compararam 245 individuos
chineses saudaveis com 231 pacientes com glaucoma de pressao normal (GPN) e ndo
observaram associacdo entre os polimorfismos -511C/T e +3954C/T e a doenga.
Similarmente, em uma amostra de populacao chinesa diferente, de 58 pacientes com GPAA
e 105 controles saudaveis, Lin et al. também demostraram auséncia de associagdo entre -
511C/T e glaucoma. Outro estudo realizado por How et al. confirmou estes resultados e
descreveu auséncia de associacdo entre -511 C/T, +3954C/T e GPAA. Diferente dos
estudos anteriores, Markiwiecz et al. encontrram uma associagdo entre a variante -511 C/T
e o risco de GPAA, o que estd de acordo com o nosso estudo. Foram estudados 255
pacientes com GPAA e 256 controles, numa populagdo caucasiana. (Markiewicz et al.,
2013) A auséncia de associagdo observada com o polimorfismo -511 C/T em estudos
prévios sugere que o numero incluido nestes estudos pode ndo ter sido suficiente para
determinar uma associacdo estatisticamente significante ou que a etnia pode ter
influenciado esta associagdo. Como previamente descrito por Rogus et al, a
homozigosidade CC do polimorfismo -511 C/T esta associada com atividade aumentada da

IL-1 8 em fluidos teciduais e aumento de producdo de IL-1 3 por células mononucleares

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

heterozigotos dependem de outros polimorfismos num contexto haplotipico para determinar
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altos niveis de IL-1 8. A correlagdo genotipo-fendtipo neste caso ndo estd bem

estabelecida.

O polimorfismo -31T/C mostrou uma diferenga estatisticamente significante entre o
fendtipo glaucomatoso e individuos saudaveis nesta amostra. A variagdo das caracteristicas
genéticas relacionadas a atividade da regido promotora pode ser complexa. Existem
multiplos sitios de ligagdo de fatores de transcrigdo, incluindo a C/EBP, o elemento
responsivo a0 cAPM, o fator nuclear kappa B e o Spi/PU.1 distribuidos na regido
regulatoria do gene /L1B (Auron and Webb, 1994). Entre os elementos regulatorios, o alelo
“C” do SNP -31C/T interrompe um “TATA” box, afetando a atividade de transcricdo do
promotor do gene ILIB, o que ocasiona uma ligacdo especifica de fatores de transcricdo de
acordo com o alelo presente (Chen et al., 2006). Esta variacao parece afetar a produgdo de
IL-1B; existem trabalhos que demonstram uma producdo aumentada de IL-1p na presenga
do alelo T do SNP -31C/T (EI-Omar et al., 2000; Landvik et al., 2009; Wen et al., 2006).
Este padrao de expressdo também ¢é observado para o SNP -511C/T, uma vez que ha um
forte desequilibrio de ligagdo em uma amostra na populagdo americana de etnia caucasiana
(ARIC - Atherosclerosis Risk in Communities study) entre os polimorfismos -31C/T e -
511C/T (Rogus et al., 2008; 1989). Portanto, a analise de um tnico polimorfismo ndo
parece representar da melhor forma a relagdo gendtipo-fendtipo e a atividade bioldgica da
IL-1 parece ser baseada mais em uma estrutura haplotipica que em uma variacdo de um

unico polimorfismo (Chen et al., 2006).

Outro polimorfismo que foi descrito por influenciar a produgdo da proteina IL-1
foi 0 +3954C/T (Santtila et al., 1998). O polimorfismo +3954C/T do gene /LIB é uma

variante sindnima que ndao muda a sequéncia de aminoacidos, mas pode, entretanto, levar a
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uma inativa¢ao do sitio original de processamento. O processamento alternativo resulta em
um codon de parada prematuro ou na perda de um exon, o que pode formar uma proteina
“truncada”, que provavelmente seria degradada ou funcionalmente inativa (Zhang et al.,
2012). A analise do SNP +3954C/T neste estudo ndo mostrou diferenga entre casos e
controles. Entretanto, considerando que o haplotipo -31TT/-511CC é um “haplétipo de
protecdo”, 51,3% dos individuos com o ‘“haplotipo de protecdo” tém o alelo T do
+3954C/T, comparados com 13% dos individuos com o “haplétipo de risco” (-31CC/-
511TT), mostrando uma tendéncia de protecao para o alelo T, embora esta comparagdo nio
alcance os valores de p significativos. Fini et al. observaram um efeito protetor do aleto T
do polimorfismo +3954C/T em pacientes com GPAA de etnia caucasiana, mas nao
demonstraram associagdo do polimorfismo -511C/T (Fini et al., 2005). Uma possivel
explicacdo ¢ de que a protecdo pode indiretamente representar a associagdo -31C/T, na
medida em que trabalhos anteriores ja mostraram um desequilibrio de ligagdo entre os
polimorfismos +3954C/T e -31C/T (lacoviello et al., 2005), embora ndo tenha sido
observado bloco haplotipico neste estudo. Uma investigagdo mais aprofundada é necessaria
para compreender como estes polimorfismos estdo correlacionados estruturalmente e como

eles podem influenciar a expressao de IL-1B.

Baseado em estudos prévios, este “hapldtipo de protegdo” esta correlacionado com
um aumento na expressao de IL-1B e a producdo elevada de IL-1 pelas células
glaucomatosas da MT podem levar a efeitos benéficos no glaucoma. A IL-1 € capaz de
aumentar o fluxo de escoamento do humor aquoso pela malha trabecular, e,
consequentemente, pode levar a reducao da PIO (Birke et al., 2011; Kee and Seo, 1997).
Também, a producao de metaloproteinases locais (MMPs) a jusante na via de transdugéo de

sinal induzida pela IL-1- pode diminuir a resisténcia a drenagem, reduzindo a PIO e
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protegendo contra o desenvolvimento do glaucoma (Kelley et al., 2007). De fato, quando
perfunde-se o segmento anterior humano em cultura com MMP-3, observa-se um aumento
no fluxo de escoamento, ¢ quando hé bloqueio da IL-1a este fluxo ¢ novamente reduzido,
evidenciando o papel importante da IL-1 no controle do fluxo de escoamento do humor
aquoso pela MT. (Bradley et al., 1998) Consequentemente, a reciclagem da matriz
extracelular, iniciado por uma ou mais MMPs, parece ser essencial para a manutengdo da
homeostase em niveis adequados de PIO. Birke et al. mostraram que a reducdo de PIO
provocada pela IL-1 ¢ contrabalanceada pelo TGF-B2, que esta elevado no humor aquoso
de pacientes glaucomatosos. (Birke et al., 2011; Inatani et al., 2001) O TGF-B2 aumenta a
sintese e secrecdo de proteinas de matriz extracellular, como fibronectina, elastina e
proteoglicanos, além de diminuir a sintese de enzimas proteoliticas que degradam estas

proteinas, causando redugdo do fluxo de escoamento (Picht et al., 2001).

Outro efeito benéfico da IL-1 observado ¢ que esta citocina pode prevenir a morte
celular pela inibicao da resposta de apoptose através da via de transdugdo de sinal do NF-
kB, induzida pelo estresse oxidativo. (Wang et al., 2001). A resposta induzida pelo estresse
foi descrita por Wang et al., em que a IL-1 tem um papel central na produgdo da molécula
de adesdo endotélio-leucocito 1 (ELAM-1 ou E-selectina). Ela estd presente na via de
escoamento da MT de diversos tipos de glaucoma, identificada como primeiro marcador
molecular do glaucoma humano (Tomarev, 2001). O estresse oxidativo cumulativo € capaz
de desencadear uma resposta sustentada ao estresse, levando a producdo de EROs na
mitocondria, a indug@o de IL-1a, IL-1B e ELAM-1 e a ativagdo da via de ativacdo NF-xB
(Li et al., 2007). Ja demonstrou-se que a IL1-alfa pode ter papel na neuroprotecdo de
células da malha trabecular contra o estresse oxidativo e que esta pode fazer parte da

resposta autoimune na fisiopatologia da les@o observada no disco 6ptico no GPAA (Kee e
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Seo, 1997; Wang et al, 2006, Mookherjee et al, 2010). O real mecanismo que desequilibra o
sistema levando a doenca ¢ ainda desconhecido ¢ um maior esfor¢o deve ser realizado com

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

O TNF-alfa é uma citocina pré-inflamatéria com multiplas funcdes no sistema
imunolégico. Vdrios artigos fornecem evidéncias de que esta molécula esteja envolvida na
etiologia do glaucoma. Foram publicadas duas meta-andlises: A primeira em 2012 inclui 7
publicacdes englobando 1199 casos e 1189 controles e ndo mostra associacdo entre o
polimorfismo —308G/A (rs1800629) e o glaucoma (Yu and Yao, 2012). A meta-analise
publicada por Xin e colaboradores em 2013 compila 14 artigos que avaliaram os
polimorfismos —308G/A, —238G/A, —863C/A (1s645836), e —857C/T (rs1799724),
totalizando 1182 portadores de GPAA (neste casos de PIO elevada) e 3003 individuos
controle. Neste estudo, o polimorfismo -308 G/A estd significativamente associado com

risco de GPAA, sendo que os outros SNPs ndo mostraram associac¢do (Xin et al., 2013).

Ha uma diferenca entre esses dois artigos: Yu et al. ndo subdivide em grupos de
glaucoma de PIO elevada e GPN, diferentemente de Xin et al., que associa o polimorfismo
-308 G/A com glaucoma de PIO elevada, mas ndao com GPN. Isto pode indicar que, embora
ambos os tipos de glaucoma sejam classificados como GPAA, suas fisiopatologias podem
ser diferentes e associadas com variagdes genéticas distintas. Em nosso estudo ndo houve
associagao tanto do SNP -308 G/A quanto do —238G/A com o glaucoma, o que esta de
acordo com o estudo realizado por Mossbock et al., 2006, em uma populagdo caucasiana de
GPAA de PIO elevada, estudo incluido na meta-analise de Xin et al. A ndo ocorréncia de

associagdo pode ser decorrente do tamanho reduzido da amostra.

75



Este estudo foi realizado para investigar os polimorfismos nos genes ILIA, ILIB ¢
TNFA e sua relagdo com o glaucoma. Este trabalho € o primeiro, de acordo com o nosso
conhecimento, a mostrar a relacao entre glaucoma e o polimorfismo -31C/T do gene /LIB.
De acordo com esse estudo, os individuos homozigotos CC para o polimorfismo -31C/T e
TT para o polimorfismo -511 C/T no gene ILIB estdio sob maior risco para o
desenvolvimento do glaucoma. Foi demonstrado também que estes SNPs estdo em forte

desequilibrio de ligacao.
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6. CONCLUSOES

Nesta amostra estudada da populacao brasileira:

1. O alelo C do polimorfismo funcional -31C/T do gene ILIB esta significativamente

associado com o glaucoma.

2. O alelo T do polimorfismo funcional -511 C/T do gene /LB esta significativamente

associado com o glaucoma.

3. Existe um forte desequilibrio de ligagdo entre os polimorfismos -31 C/T e 0 -511 C/T do

gene ILIB.

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

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

308G/A e 0 -238 G/A do gene TNFA ndo mostraram associa¢do com o glaucoma.
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ANEXO' 1

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
< Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP
@ (0_19) 3521-8936
FAX (0_19) 3521-7187
% www.fcm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

Termo de consentimento livre e esclarecido = cep@fcm.unicamp.br

Vocé esta sendo convidado(a) para participar, como voluntario, em uma pesquisa. Apos ser
esclarecido(a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final
deste documento, que esta em duas vias. Uma delas ¢ sua e a outra do pesquisador responsavel. Em
caso de recusa vocé ndo sera penalizado(a) de forma alguma.

Informacdes sobre a pe§quisa: ) )

Titulo do projeto: ANALISE DAS PROTEINAS SOLUVEIS TGF-B2, IL-1B, TNFa e PDGF E
DE POLIMORFISMOS GENETICOS NOS GENES IL-1 p E TNF-a: MODULACAO DA
CICATRIZACAO EM PACIENTES PORTADORES DE GLAUCOMA PRIMARIO DE
ANGULO ABERTO SUBMETIDOS A TRABECULECTOMIA.

Pesquisador responsavel: Mariana Borges Oliveira
Telefone para contato: 019 3521-1135

O glaucoma ¢ uma das principais causas de visdo baixa em idosos em todo o mundo. Nos
ultimos anos, muitas alteragdes genéticas t€ém sido encontradas em pacientes com esta doenga. O
principal objetivo de estudar estas alteragdes ¢ para que no futuro seja possivel prevenir estas
doengas e evitar que idosos tenham problemas visuais por glaucoma.

Caso vocé concorde em participar desse estudo, os pesquisadores participantes fardo
perguntas a respeito dos seus antecedentes médicos e familiais. Para participar do estudo ¢
necessario colher uma amostra de 20 a 30 ml de sangue (o equivalente a duas colheres de sopa),
como ¢ feito em exames para anemia ou glicose. O exame é muito seguro ¢ fora o desconforto da
inje¢do ndo costuma causar efeitos colaterais. O sangue sera colhido apenas uma vez. O exame
oftalmolodgico realizado sera o de costume no ambulatorio, com registro fotografico da cirurgia de
glaucoma. A amostra de humor aquoso (liquido contido no interior do olho) sera colhida durante a
cirurgia de glaucoma com auxilio de uma seringa de insulina totalizando um volume aproximado de
0,1 ml, sem qualquer prejuizo para o resultado da cirurgia, sem efeito colateral resultante da coleta
ou desconforto causado pela injegdo previsiveis.

O participante do estudo ndo recebera qualquer valor em dinheiro. Os resultados serdo
publicados, mas sua identidade sera preservada.

O DNA, extraido a partir do sangue de cada paciente, serd preservado conforme o
Regimento do Laboratdrio de Genética Molecular Humana do CBMEG (UNICAMP) se o paciente
assim o consentir.

Consentimento

Eu, RG
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abaixo assinado, estou de acordo em participar do estudo proposto acima, como sujeito. Fui
devidamente informado(a) e esclarecido pelo pesquisador
sobre a pesquisa e os procedimentos nela envolvidos.
Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer instante, sem prejuizo em meu
acompanhamento ou tratamento. Declaro que recebi copia do presente Termo de Consentimento.
Fui informado que poderei autorizar que esse material genético seja guardado no Banco de Material
Bioldgico do Laboratério de Genética Molecular Humana CBMEG/UNICAMP. Caso este material
venha a ser util para outros estudos aprovados pelo Comité de Etica, estou ciente que serei
informado para que autorize ou ndo o uso da(s) amostra(s).

() Autorizo que a minha amostra de DNA seja utilizada durante o projeto em questdo e
armazenada para utilizacdo em projetos futuros por um periodo de até 5 anos, sabendo que os novos
projetos serdo submetidos a apreciagdo do CEP.

() Autorizo a utilizagdo da minha amostra de DNA apenas para a execucdo deste projeto, apos o
qual ela ndo permanecera armazenada.

Local e data:

Nome do paciente:

Nome e assinatura do responsavel legal:

PARTICIPACAO DE INDIVIDUOS CONTROLE

Eu estou ciente de que a minha participagdo no estudo intitulado “ANALISE DAS
PROTEINAS SOLUVEIS TGF-§2, IL-1p, TNFo ¢ PDGF E DE POLIMORFISMOS
GENETICOS NOS GENES IL-1 p E TNF-0: MODULACAO DA CICATRIZACAO EM
PACIENTES PORTADORES DE GLAUCOMA PRIMARIO DE ANGULO ABERTO
SUBMETIDOS A TRABECULECTOMIA.” sera como um individuo controle em testes de
biologia molecular.

Entendi que todas as informagdes constadas neste termo quanto a procedimentos, sigilo,
resultados e contatos para resultados (se eu desejar saber), serdo iguais aos demais individuos nao-
controles deste estudo. Fui informado também que poderei autorizar que o meu material genético
seja guardado no Banco de Material Bioldgico do Laboratério de Genética Molecular Humana
CBMEG/UNICAMP. Caso este material venha a ser util para outros estudos aprovados pelo Comité
de Etica, estou ciente que serei informado para que autorize ou nio o uso da (s) amostra (s).

Nome e RG do individuo controle

Assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal

Data

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR

91



Eu expliquei a o objetivo do estudo,
os procedimentos requeridos e os possiveis riscos que poderdo advir do estudo, usando o melhor do
meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma coépia desse formulario de consentimento ao
participante ou responsavel.

Nome e RG do pesquisador

Assinatura do pesquisador Data

Telefone para contato: 19-3521-1135 (Mariana Borges Oliveira)

Telefone do Comité de Etica em Pesquisa — FCM — UNICAMP para davidas éticas e/ou
reclamagdes: 19-3521-8936

Enderego: Rua Tessalia Vieira Camatgo, 126 — Caixa Postal 6111 12083, Campinas — SP; e-mail:
cep@fcm.unicamp.br
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ANEXO 2

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fcm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.htm]

CEP, 29/05/13. 3*VIA
(Grupo II)

PARECER CEP: N° 642/2009 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0518.0.146.000-09

I - IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ANALISE DAS PROTEINAS SOLUVEIS TGF-22, IL-1%, TNF+ E PDGF E
DE POLIMORFISMOS GENETICOS NOS GENES IL-1 ? E TNF-+: MODULACAO DA
CICATRIZACAO EM PACIENTES PORTADORES DE GLAUCOMA PRIMARIO DE
ANGULO ABERTO SUBMETIDOS A TRABECULECTOMIA”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Mariana Borges Oliveira

INSTITUICAO: Hospital das Clinicas/fUNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 13/07/2009

APRESENTAR RELATORIO EM: 19/08/10 (O formulério encontra-se no sie acima)

II - OBJETIVOS

Estudar a participagdo de citocinas inflamatérias e de regeneragdo no processo de
reparo/cicatrizagdo de pacientes submetidos a trabeculectomia por glaucoma de dngulo primario,
antes da cirurgia e em 3 momentos pos-cirurgicos relacionando com a resposta clinica do
procedimento. Ainda, avaliar a presenga dos polimorfismos do TNF-alfa e IL-1b nestes
pacientes, fazendo correlagdo com a resposta cirdrgica.

111 - SUMARIO

O projeto pretende analisar a presenga de citocinas inflamatérias envolvidas na
reparagfo/cicatrizagfo cirurgica. Isto serd feito através de dosagem sérica antes da cirugia e em 3
momentos pos-cirurgicos. Além disso, serd analisada a expressdo de IL-1b e PDGF, TGF-B e
TNF-alfa no humor aquoso, extraido em quantidade nfo prejudicial ao procedimento e ao
doente. As dosagens obtidas serdo relacionadas posteriormente ao resultado cirtrgico verificado
no pds-operatorio, bem como correlacionado com as dosagens séricas das citocinas. Serfio
avaliados também polimorfismos da IL-1b e TNF-alfa na resposta inflamatéria pré e pos
cirurgica. A amostra estd bem caracterizada, com critérios de inclus#o e exclus@io bem definidos,
obedecendo a parAmetros da literatura internacional.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES
Apds respostas as pendéncias, o projeto encontra-se adequadamente redigido e de acordo

com a Resolugdo CNS/MS 196/96 e suas complementares, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Comite de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessilia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas — SP cep@fcm.unicamp.br
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® www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das ResolugSes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O contetdo e as conclusdes aqui apresentados sio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e néo representam a opinifio da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apés analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano no previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modifica¢des ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também 4 mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugio CNS-MS 196/96.

VII- DATA DA REUNIAO

Homologado na VII Reunifio Ordinari 'ﬁd CEP/FCM, em 28 de julho de 2009.

Profu. Dra. Fitima Aplakecida
COORDENADORA DO COMITR\DE ETICA EM PESQUISA
FCM/UNICAMP

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936

Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187

13083-887 Campinas— SP cep@fem.unicamp.br
-2
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ANEXO 3

Extracdo de DNA a partir de sangue periférico

1* PARTE

1. O sangue devera ser coletado em EDTA ou ACD em tubos de vacunteiner em duas
aliquotas de 7-10mL.

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

3. Remover a por¢do sobrenadante, correspondente ao plasma, pipeta Pasteur (de
plastico descartavel). Em seguida, misturar as porgdes intermedidria e inferior,
correspondentes aos leucdcitos e as hemacias, respectivamente, com outra pipeta
Pasteur.

4. Transferir a mistura para um tubo falcon de 15mL. Adicionar tampao RSB 1X até
completar o volume final de 11mL. Misturar levemente com as maos.

5. Adicionar 60uL. de NONIDET — P40 (TRITON ou IGEFAL). Inverter e misturar.
Devera ficar translucido e de cor cereja contra luz.

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

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

8. Lisar os nacleos com 3mL de SDS (solucdo para sangue) e misturar gentilmente por
inversao repetidamente.

9. Adicionar proteinase K (numa concentracao final de 100uL/mL) aproximadamente

80uL e incubar por 2-3 horas a 37°C. Pode-se também deixar de um dia para o

outro.
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2" PARTE

1.

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

Centrifugar a 2500rpm por 10 minutos e remover a por¢ao inferior do tubo (fenol),
com pipeta Pasteur, tomando cuidado para ndo mistura-la a porg¢do superior do

centrifugado.

. Repetir os itens 1 e 2 usando cloroférmio saturado com fenol (1:1) , isto ¢, 1,5mL

de cloroférmio e 1,5mL de fenol.

Adicionar 3,0mL de alcool isoamilico-cloroférmio e misturar através de inversao
gentil do tubo.

Centrifugar a 2500rpm por 10 minutos e remover completamente a por¢ao inferior
do centrifugado.

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

Coletar 0 DNA com pipeta e ressuspendé-lo em 200-250uL de TE pH 8,0.
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ANEXO 4
Purificacido da reacio de sequenciamento

1. Adicionar 80 pl de etanol 80%;

2. Centrifugar a 4000 rpm por 45 minutos;

3. Descartar por inversao, colocar a placa invertida sobre papel toalha e secar as
bordas;

4. Adicionar 150 pl de etanol 70%;

5. Descartar novamente por inversao, colocar a placa ainda invertida sobre papel
toalha e secar as bordas;

6. Realizar “spin” invertido;

7. Deixar secar em local escuro, envolto em papel aluminio, por 2 horas.
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