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RESUMO

O glaucoma € uma das principais causas de cegueira irreversivel no mundo.
Recentemente, a biologia molecular permitiu identificar o primeiro gene associado ao
glaucoma primdrio de angulo aberto (GPAA): o gene TIGR/MYOC. Virios estudos em
diferentes populacdes relataram altera¢des na seqii€éncia do gene TIGR/MYOC em 3% a
5% dos pacientes com GPAA. Este estudo tem como objetivo determinar a freqii€ncia e
tipos de mutacdo no gene TIGR/MYOC em uma populacio brasileira de individuos com
glaucoma primario de angulo aberto do tipo juvenil (GPAA-J). Extraiu-se DNA gendmico
a partir de sangue periférico de 28 pacientes com GPAA-J. Posteriormente, realizou-se
PCR e SSCP para identificar possiveis mutagdes no gene TIGR/MYOC, as quais foram
confirmadas por meio de andlise de seqiienciamento. Avaliaram-se também aspectos
clinicos de pacientes com ou sem alteracdo na seqii€éncia deste gene. Dos 28 individuos
com GPAA-J, 10 (35,71%) apresentaram mutacdo no gene TIGR/MYOC. Um paciente
(3,57%) apresentou a mutacdo Pro370Leu, outro paciente (3,57%) portou a mutacio
GIn368STOP e oito pacientes (28,57%) exibiram a mutagdo Cys433Arg, descrita pela
primeira vez. Por meio da andlise de haplétipos, observou-se que pacientes portadores da
mutacdo Cys433Arg provinham de um ancestral comum. Os individuos com GPAA-J
portadores da mutacdo Cys433Arg apresentaram pressoes intra-oculares médias iniciais
mais elevadas do que individuos com GPAA-J sem muta¢des no gene TIGR/MYOC (OD,
P = 0,0044 e OE, P = 0,0034). Ao avaliar o heredograma de familia com GPAA-J, a
mutacio Cys433Arg apresentou uma penetrancia de 0% nos individuos menores do que 10
anos de idade, de 40% entre 11 e 30 anos, 75% na faixa etéria de 31 e 40 anos e alcangou

100% nos pacientes acima de 40 anos.
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1. Definicdo de Glaucoma

O termo glaucoma engloba uma série de moléstias oculares que tém como
caracteristica comum a escavagao progressiva do disco dptico com correspondente perda de
campo visual (LESKE, 1983; SHIELDS, RITCH, KRUPIN, 1996; QUIGLEY & VITALE
1997). O principal fator de risco associado ao desenvolvimento de glaucoma € a pressdao

intra-ocular (PIO) (QUIGLEY, 1993).

2. Classificacao do Glaucoma

O glaucoma pode ser classificado segundo a sua etiologia, o aspecto anatdomico do
seio camerular e a idade de seu aparecimento.

Quando os mecanismos de ag¢do para o desenvolvimento do glaucoma sio
conhecidos e envolvem condi¢des oculares ou sistémicas que resultem em elevagdo da PIO,
o glaucoma € denominado secundério. O termo primdrio se restringe aos glaucomas onde o
mecanismo responsavel pelo aumento da PIO nao esté estabelecido (LESKE, 1983).

O seio camerular compreende uma série de estruturas que inclui desde a {ris
periférica até a linha de Schwalbe. A observacdo destas estruturas através da gonioscopia
permite classificar o seio camerular em aberto, estreito ou fechado (FELMAN, 1998). Os
glaucomas, portanto, podem também ser denominados segundo o aspecto anatdmico do
seio camerular em: 1) angulo estreito ou 2) angulo aberto (LESKE, 1983).

Finalmente, o glaucoma primdrio de angulo aberto (GPAA) pode ser classificado de
acordo com a idade de seu aparecimento em juvenil (GPAA-J), quando se manifesta em
individuos entre 10 e 35 anos de idade e do tipo adulto (GPAA-A), quando o dano
glaucomatoso ¢é detectado mais tardiamente (JOHNSON et al, 1996). O GPAA-J

normalmente apresenta niveis pressoricos elevados, predominio de miopia e necessidade
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freqiiente de tratamento cirdrgico (JHONSON et al, 1993; WIGGS et al, 1995). Entretanto,
esta divisdo em idade muitas vezes se mostra artificial, devido a sobreposi¢do destes
subtipos de GPAA (GPAA-J e GPAA-A) em uma mesma familia (STOILOVA et al, 1996;

WIGGS et al, 1996; SARFARAZI et al, 1998; WIRTZ et al, 1999).

3. Epidemiologia do Glaucoma Primério de Angulo Aberto

Estimou-se para o ano 2000, a existéncia de cerca de 66,8 milhdes de glaucomatosos no
mundo (1,08%), sendo 33 milhdes do tipo primdrio de angulo aberto. Desta populagdo,
calcula-se que 6,6 milhdes de individuos apresentem cegueira bilateral, o que representaria
a segunda maior causa de cegueira no mundo (QUIGLEY, 1996). Outros autores sugeriram
que as probabilidades de desenvolvimento de cegueira unilateral e bilateral (acuidade visual
menor do que 20/200 e/ou campo visual com 20° de constricdo ou menos) por pacientes
com GPAA no decorrer de 15 anos seriam de 27% e 9%, respectivamente
(HATTENHAUER et al, 1998). No Brasil, GULLO et al (1995) 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 é maior nos individuos
da raca negra (SOMMER et al, 1991), na faixa etdria acima de 60 anos (PERKINS, 1978),
e nos paises em desenvolvimento (THYLEFORS, 1995).

Além do impacto na qualidade de vida, a perda da fun¢do visual tem um custo elevado para
a sociedade. SMITH & SMITH (1996) constataram a perda de um quarto a um sexto do

produto interno bruto per capita no Reino Unido devido a cegueira. O custo de um

30



individuo cego nos EUA € de aproximadamente U$ 12000,00 anuais, o que representa
cerca de 0,3% do or¢camento federal americano (JAVITT, 1995).

A prevaléncia do GPAA varia conforme a etnia, a faixa etéria e a localizacao geogréfica da
populacdo estudada (BENGTSSON, 1981; MASON et al, 1989; SHIOSE et al, 1991;
TIELSCH et al, 1991; KLEIN et al, 1992; COFFEY et al, 1993; DIELEMANS et al, 1994;
LESKE et al, 1994; MICHELL et al, 1996). A prevaléncia de GPAA observada em
caucasianos acima de 40 anos situa-se entre 0,8% e 3,0% (BENGTSSON, 1981; TIELSCH
et al, 1991; KLEIN et al, 1992; COFFEY et al, 1993; DIELEMANS et al, 1994; LESKE et
al, 1994; MICHELL et al, 1996), entre 4,74% e 8,8% em individuos da raca negra acima de
30 anos (MASON et al, 1989; TIELSCH et al, 1991; LESKE et al, 1994) e na populacao

japonesa acima de 40 anos observou-se uma preveléncia de 2,6% (SHIOSE et al 1991).

3.1. Antecedente Familiar: Sua Importancia como Fator de Risco para o Glaucoma
Primaério de f&ngulo Aberto

Além da PIO (DAVID, LIVINGSTON, LUNTZ, 1977, ARMALY et al, 1980;
HOVDING & AESVED, 1986; LESKE et al, 1995), da raca (WILSON et al, 1987;
TIELSCH et al, 1991; WORMALD et al, 1994; . QUIGLEY & VITALE, 1997), da idade
(ARMALY et al, 1980; SHIOSE et al, 1991; LESKE et al, 1994) e da miopia (MITCHELL
et al, 1999; WU, NEMESURE, LESKE, 2000;), a histéria familiar € outro fator de risco
associado ao GPAA. Vdrias abordagens tém sido utilizadas para investigar tal associagdo,
incluindo a avaliagdo de parentes de pacientes com GPAA, estudos do tipo caso-controle,

estudos observacionais de prevaléncia e estudos de avaliacdo de gémeos.
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Em meados do século XX, vdrios autores determinaram que a freqiiéncia de
antecedente familiar (presenca de glaucoma em outro membro da familia) em séries de
pacientes com glaucoma variava de 5,65% a 13,75% (BELL, 1932; BIRO, 1939; POSNER
& SCHLOOSMAN, 1949; BIRO, 1951; KELLERMAN & POSNER, 1955).

Em 1939, BIRO identificou 43 (5,65%) pacientes glaucomatosos com antecedente
familiar positivo para a moléstia entre 761 pacientes avaliados no periodo de 1931 a 1936.
POSNER & SCHLOSSMAN (1949) avaliaram 371 pacientes com glaucoma primdrio e
constataram que 51 (13,75%) dos pacientes apresentavam um ou mais familiares
acometidos por glaucoma. Posteriormente, BIRO (1951) apresentou uma nova série de
pacientes com glaucoma (sem incluir casos de glaucoma associados a buftalmo) composta
por 125 individuos, dos quais 16 (12,80%) apresentaram antecedente familiar. Em 1955,
KELLERMAN & POSNER avaliaram 192 familiares de 27 pacientes com histéria familiar
para glaucoma, provenientes de um grupo de 199 individuos com GPAA (porcentagem
com antecedente familiar positivo = 13,57%). Destes, oito (4,17%) foram diagnosticados
com GPAA e 11 (5,73%) foram considerados hipertensos oculares (com PIOs acima de 21
mmHg sem lesdo glaucomatosa evidente).

PERKINS (1974) avaliou 190 parentes (filhos e irméaos) de individuos com GPAA,
encontrando uma prevaléncia de 5,26% de glaucoma entre os familiares, porcentagem que
se elevava para 7,62% considerando-se somente os individuos acima de 40 anos.
LEIGHTON (1976) encontrou entre os parentes de primeiro grau de 58 pacientes com
GPAA que apresentavam histéria familiar positiva para a moléstia, a prevaléncia de 1,42%
de GPAA, contra 0,5% do grupo controle da mesma idade (média de 40 anos). MILLER
(1978) avaliou 650 familiares (primeiro grau de parentesco) de pacientes britdnicos com

GPAA durante um periodo de 14 anos. O autor obteve uma incidéncia de GPAA e
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hipertensdo ocular de 0,75% e 3,9% entre os individuos menores do que 40 anos e de 4,6%
e 15,5% entre os familiares com mais de 40 anos de idade, respectivamente.

ROSENTHAL & PERKINS (1985) avaliaram 101 individuos com histéria familiar
positiva para GPAA durante um periodo que variou de 10 a 12 anos e concluiram que o
risco relativo de aumento da PIO nesses individuos era trés a quatro vezes maior do que na
populacdo geral e que 9% evoluiram para GPAA. Tal nimero representa aproximadamente
10 vezes a prevaléncia de GPAA na populacdo geral de etnia semelhante (HOLLOWS &
GRAHAM, 1966) e trés vezes a prevaléncia encontrada por PERKINS (1973) em pacientes
com hipertensdo ocular seguidos por sete anos. NGUYEN, RAJA, TRABOULSI et al
(2000) avaliaram 86 parentes de 15 familias com mais de um membro acometido por
GPAA do tipo adulto (GPAA-A). Neste estudo, o individuo era considerado acometido
(com diagnéstico de GPAA) se preenchesse pelo menos dois dos seguintes critérios: PIO
maior do que 21 mmHg, defeito glaucomatoso de campo visual, ou alteracio de nervo
optico compativel com glaucoma. O individuo era considerado suspeito se apresentasse
apenas um dos critérios acima preenchido e ndo acometido quando os trés parametros eram
normais. Entre os 86 individuos avaliados, 26 (30,2%) apresentaram diagndstico de GPAA
e 23 (26,3 %) foram considerados suspeitos. O grupo de maior risco para apresentar GPAA
foi o de irmdos de individuos afetados (64,7%). Estudo mais recente conduzido por LESKE
et al (2001) avaliou 207 familias de 230 pacientes com GPAA (total = 1056 familiares). Os
autores observaram que 29% dos pacientes apresentavam um familiar acometido por
GPAA e que 10% tinham dois ou mais parentes acometidos. Entre os familiares de
pacientes com GPAA, 10% apresentavam GPAA e 19% eram suspeitos para a moléstia.

Estudos do tipo caso-controle em diferentes grupos populacionais (caucasdides,

negros e orientais) constataram que o antecedente familiar para o glaucoma era um dos
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fatores de risco associados a moléstia. O risco relativo observado nestes estudos variou de
3,08 a 18,00 (WILSON et al, 1987; UHM & SHIN, 1992; CHARLIAT, JOLLY,
BLANCHARD, 1994; LESKE, WARHEIT-ROBERTS, WU, 1996; KAIMBO, BUNTINX,
MISSOTTEN, 2001).

O estudo populacional de Baltimore (TIELSCH et al, 1994) determinou que histéria
familiar positiva para GPAA era um importante fator de risco para o desenvolvimento
deste. Dezesseis porcento (26/161) dos pacientes com GPAA referiram antecedente
familiar positiva para glaucoma, enquanto o mesmo ocorreu em 7,21 % (371/5147) dos
individuos do grupo controle. O risco relativo para desenvolvimento de GPAA em
individuos com histéria familiar positiva para glaucoma (corrigido para idade e raga) foi de
2,85. A associacdo foi mais significativa entre irmdos, que apresentavam risco relativo
corrigido de 3,69 e menor para os filhos, que mostravam risco relativo de 1,12.

LESKE et al (1995) estudaram a populacdao de Barbados para determinar possiveis
fatores de risco para a instalagdo do GPAA. Os autores obtiveram um risco relativo de 2,43
para os individuos com histdria familiar de glaucoma comparado a populacdo normal sem
antecedente. Este risco foi maior nos individuos de sexo masculino, alcangando o valor de
7,88. WU & LESKE (1997) avaliaram a mesma populacdo e encontraram associagao
significativa entre PIOs mais elevadas e histéria familiar positiva, tanto em individuos do
sexo masculino como do sexo feminino.

O estudo populacional de Rotterdam (WOLFS et al, 1998) determinou que a
prevaléncia de glaucoma era de 10,4% nos irmaos de pacientes com GPAA, e 0,7 % nos
irmaos de individuos do grupo controle. O risco de desenvolvimento de GPAA aos 80 anos
foi de 22, 0 % nos irmdos de pacientes acometidos pela doenga e de 2,3% no grupo controle

(risco relativo de 9,2). MICHELL, CUMMING, MACKEY (1999) avaliaram a importancia
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da histéria familiar positiva para o glaucoma na populacio investigada no Blue Mountain
Eye Study. Dos 323 individuos com histéria familiar positiva, 18 (5,57%) apresentavam
glaucoma e 32 (9,90%) hipertensao ocular. Considerando as 3331 pessoas sem antecedente
familiar para o glaucoma, 90 (0,27%) apresentavam a moléstia e 128 (3,84%) apresentaram
diagndstico de hipertensao ocular.

Em estudo envolvendo populagdes de gémeos monozigéticos e gémeos dizigdticos
(KALENAK & PAYDAR, 1995) observou que a média de variacdo da PIO entre os pares
de gémeos monozigdticos era menor que a média de variacdo da PIO entre os pares de
gémeos dizigéticos, sugerindo que fatores hereditdrios podem estar envolvidos na
determinacdo da PIO. Em concordancia com estes achados estdo as observacdes de
ARMALY (1965), que, avaliando 2394 individuos da populacdo geral, constatou PIOs
maiores no grupo de individuos com histéria familiar positiva para o glaucoma. BECKER,
KOLKER, ROTH (1960) observaram, também, que os niveis de PIO eram maiores e a
drenagem de humor aquoso era menor entre os parentes de pacientes glaucomatosos
comparados a populacdo sem glaucoma. TEIKARI et al (1987a) avaliaram dois pares de
gémeos monozigdticos quanto a ocorréncia de GPAA. No primeiro par (idade = 69 anos),
ambos os irmaos apresentavam GPAA, enquanto no segundo (idade = 57 anos) havia um
individuo com diagnoéstico definitivo de GPAA e outro com PIO elevada sem lesdo de
nervo optico ou defeito de campo visual. O estudo populacional de gémeos com GPAA na
Finlandia avaliou a concordancia de diagndstico entre gémeos monozigéticos e dizigdticos.
Este estudo usou dados epidemioldgicos governamentais sobre pares de gémeos e pacientes
que tinham assisténcia ao tratamento pelo estado. A maior concordancia de diagndstico de
GPAA envolvendo pares monozigdticos indica que fatores genéticos tém seu papel no

desenvolvimento da moléstia (TEIKARI, 1987b).
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Avaliou-se uma possivel relacdo entre historia familiar de glaucoma e maior risco
na progressao do dano glaucomatoso (KASS et al, 1980; WILSON et al, 1982; QUIGLEY
et al 1994). Alguns estudos constataram tal associacdo, como o de KASS et al (1980),
envolvendo pacientes com diagndsttico de hipertensao ocular e o de WILSON et al (1982),
avaliando a progressdo do dano glaucomatoso em 57 pacientes com GPAA. Entretanto,
QUIGLEY et al (1994) identificaram os seguintes fatores de risco associados a progressao
do dano glaucomatoso entre individuos com hipertensao ocular: idade, valores elevados de
PIO e aspectos anatomicos do nervo ptico.

Os estudos supracitados sugerem que a presenca de antecedente familiar estd
associada com um maior risco de desenvolvimento do GPAA e, possivelmente, com maior

risco de progressdao da moléstia.

4. Oftalmologia e Genética
4.1. Introducao
A Genética € a ciéncia da diversidade bioldgica. Nos ultimos 45 anos, a genética
humana evoluiu da diversidade fenotipica até chegar a variacio do DNA propriamente dito.
A genética médica é um ramo da genética humana que estuda a relacao entre a diversidade
bioldgica em humanos, satide e doenca. Dedica-se a investigacdo de doencas que acometem
pacientes e seus familiares, seu diagndstico, prevencgao e tratamento (MCKUSICK, 1992).
A evolucdo da genética médica permitiu determinar que as doencas podem
apresentar um padrdo monogénico de hereditariedade, que incluem os tipos autossomico
dominante (AD), autossdmico recessivo (AR), ligado ao sexo (ligado ao X) e mitocondrial;
ou apesentar um padrdo complexo de hereditariedade, que envolve mais de um gene e

possiveis fatores ambientais na determinagdo etioldgica da moléstia (heranca poligénica
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multifatorial). No padrao AD de heranca, a presenca de um alelo alterado (uma das versoes
alternativas de um gene que pode ocupar um determinado locus) é suficiente para a
manifestacdo do fenétipo, ao passo que no padrdo AR, existe a necessidade dos dois alelos
estarem modificados para o desenvolvimento da moléstia. Na heranca mitocondrial, a
transmissdo genética da-se através do DNA mitocondrial, presente somente nas células
germinativas femininas, de modo que nenhum homem afetado transmite a doenca
(THOMPSON & THOMPSON, 1993a).

A determinacdo exata do padrdo de heranca € dificultado pela variabilidade da
penetrancia e expressividade da doenca. Penetrdncia é um conceito que se refere a
expressdo de um gendtipo mutante normalmente, 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 fenétipo correspondente. Por exemplo,
se uma condicao se expressar em 100% dos individuos que possuam o alelo responsavel,
este alelo apresentaria uma penetrancia de 100%, ao passo que, se esta mesma condi¢do
estiver presente em 70% das pessoas portadoras do alelo mutante, isto corresponderia a
uma penetrancia de 70% para este alelo. Expressividade corresponde ao grau de severidade
de uma moléstia associada a uma alteracdo genética. Se uma condi¢do apresentar uma
expressividade varidvel, o fenétipo (manifestacdo clinica) determinado por esta alteracdo
genética variard em grau de intensidade (leve a intenso), mas sempre presente entre 0s
individuos que possuirem o gendtipo correspondente (MUSSARELLA, 1992; DAMII &
ALLINGHAM, 1997).

A oftalmologia e a genética estdo historicamente associadas desde o inicio do século
XX. Em 1911, WILSON deduziu que a deficiéncia da visao de cores estava localizada no

cromossomo X. Em 1947, observou-se a ligagdo no padrio de transmissao hereditéria entre
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duas moléstias (hemofilia e deficiéncia de visao de cores) (DAMJI & ALLINGHAM,
1997). Em 1963, identificou-se a primeira moléstia humana ligada a um autossomo:
catarata pulverulenta com grupo sangiiineo Duffy no cromosomo 1 (DAMII &
ALLINGHAM, 1997). A primeira doenca humana a mostrar padrdo de heranca digénico,
em que hd necessidade de mutacdo em dois genes para a manifestacdo da moléstia,
corresponde a um tipo de retinose pigmentar descrita por KAJIWARA, BERSON, DRIJA
(1994).

Recentemente, com o desenvolvimento da biologia molecular, varios pesquisadores
tém procurado identificar genes associados aos mais diversos tipos de moléstias humanas.
Assim, um grande ndmero de afeccdes oculares ja tem seu locus (posi¢do no cromossomo)
e gene determinados através do mapeamento genético e da andlise de ligacao [Tabela 1].

E por meio da andlise de ligacdo genética que um gene, cuja funcio é desconhecida,
pode ser identificado e localizado no genoma. Dois genes ou um marcador e um gene sao
considerados ligados quando sdo transmitidos juntos de uma geracdo a outra sem a
ocorréncia de eventos de recombinagdo genética entre eles. Isto mostra que ambos estdo no
mesmo cromossomo a uma distancia fisicamente proxima. A andlise de ligacdo, portanto,
calcula a probabilidade (L) de determinados marcadores cromossdmicos herdados estarem
associados (ligados) a uma determinada moléstia. Assim, define-se L como a razdo entre a
probabilidade de ligacdo e a probabilidade de ndo ligacdo entre os marcadores e a moléstia
em estudo. Por conveniéncia, as probabilidades computadas sdo expressas em logaritimos
de base 10 desta proporcao, denominados LOD scores. Por convengdo, valores de LOD
score maiores que ou iguais a 3,00 (equivalentes a uma chance superior a 1000 : 1 a favor

da ligacdo) sugerem ligacdo definitiva entre o marcador e a moléstia em estudo, ao passo
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que valores de LOD score proximos a — 2,00 sdo suficientes para afastar esta possibilidade
(THOMPSON & THOMPSON, 1993b; ZHANG et al, 1995).

A tabela 1 lista uma série de doengas oculares, com os respectivos padrdes de
transmissao, loci e genes. Vdrias destas moléstias ja t€ém definido o gene responsavel por

seu desenvolvimento, enquanto em outras identificou-se somente o locus.
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Tabela 1. Algumas afeccdes oculares e seus respectivos loci e genes.

Afecgdo Ocular Padrao de Locus Gene Referéncia
Transmissio
Retinose Pigmentar AD 3q21-24 RHO INGLEHEARN et al (1992)
Retinose pigmentar AD 6p21.1cen. RDS WELEBER et al, (1993)
Retinose pigmentar AD CRX SOHOCKI et al (1998)
Retinose pigmentar AD 14q11 NRL BESSANT et al (1999)
Retinose pigmentar AD 8ql1-13 RP1 PIERCE et al (1999)
Retinose pigmentar AR 4p16.3 PDE6B DANCIGER et al (1995)
Retinose pigmentar AR 6p21.3 TULP1 NORTH et al (1997)
Retinose pigmentar AR 1p31 RPE65 MORIMURA et al (1998)
Retinose pigmentar AR 5q31.2-34 PDE6A HUANG et al (1995)
Retinose pigmentar ligado ao X Xp2l1.1 RPGR MEINDL et al (1996)
Retinose pigmentar ligado ao X X113 RP2 SCHWAHN et al (1998)
Retinoblastoma AD 13q14 RB1 FRIEND et al (1986)
Stargardt Fundus Flavimaculatus AR 1p13-p21 ABCR ALLIKMETS et al (1997)
Distrofia macular de Stargardt 2 AD 13q34 NI ZHANG et al (1994)
Distrofia macular de Stargardt 3 AD 6qll-ql4 NI STONE et al (1994)
Doenca de Best AD 11q13 Bestrophin PETRUKHIN et al (1998)
Neuropatia 6ptica de Leber mitocondrial ND4 HOWELL (1990)
Amaurose congénita de Leber AR 17p13.3 GUCY2D PERRAULT et al (1996)
Neuropatia 6ptica dominante AD 3q28 e 18q NI VOTRUBA et al (1998)
DCGGI1, DCRB, DCL1, DCA AD 5q31 BIGH3 MUNIER et al (1997)
Distrofia corneana de Meesmann AD 12qe 17q K3 e K12 IRVINE et al (1997)
Distrofia corneana polimérfica posterior AD 20q11 NI HEON et al (1995a)
Distrofia corneana macular AR 16q22 NI VANCE et al (1996)
Catarata congénita (cerulean) AD 22 B crystalin LITT et al (1997)
Catarata zonular pulvurulenta AD 1q connexin50 SHIELS et al (1998)
Catarata congénita AD 21q22.3 o crystalin LITT et al (1998)
Catarata congénita AD 10925 PITX3 SEMINA et al (1998)
Catarata juvenil puntacta progressiva AD 2q33-q35 vD-crystalin STEPHAN et al (1999)
Catarata zonular pulvurulenta AD 13q connexin46 MACKHAY et al (1999)
Catarata juvenil AD 3q21-q22 BFSP2 CONLEY et al (2000)
Catarata congénita lamelar AD 12q14 MIP BARRETT et al (1988)

DCGG1: distrofia corneana granular Groenouw tipo 1, DCRB: distrofia corneana Reis-Biicklers, DCL1: distrofia
corneana latice tipo 1, DCA: distrofia corneana de Avelino, NI: ndo identificado, Locus: nimero e bandeamento do
gene, q: braco longo do cromossomo, p: brago curto do cromosomo



Do ponto de vista de sadde publica, existem dados sugerindo que doengas oculares
com padrdo de hereditariedade monogenético representam causas importantes de cegueira.
Estudo avaliando causas de cegueira em uma populacdo especifica no Canada
(Newfoundland e Labrador, 1981 - 1984) (GREEN, BEAR, JOHNSON, 1986) através da
revisdo de prontudrios obtidos junto ao Canadian National Institute of the Blind, observou
que moléstias oculares com padrao de hereditariedade monogenético constituiam a
principal causa de cegueira nesta populacdo (24,30 % - 253/1041). Ao analisar a duracio da
cegueira das diversas moléstias, os autores observaram que as doencas causadas por
alteracdo em um Unico gene causavam cegueira de maior duracdo (21 anos), seguidos pelo
glaucoma (10 anos), degeneracdo macular relacionada com a idade (cinco anos) e
retinopatia diabética (cinco anos). Os autores sugeriram que a freqiiéncia elevada de
cegueira causada por alteracdo monogenética poderia estar superestimada devido a possivel
subnotificacdo dos casos de cegueira causados por degeneracdo macular relacionada a
idade, diabetes e glaucoma, uma vez que o registro destas doencas ndo € obrigatério. Além
disto, estes valores podem ainda ser elevados por tratar-se de uma populacio especifica,
com pouca miscigenacgao.

A incidéncia de doencas oculares obtidas junto a um centro de aconselhamento
genético foi de 135 casos em 10.484 pacientes avaliados em cinco anos. Destes 135 casos,
61 eram criangas acometidas por doenga oculares, 30 queriam aconselhamento pré-nupcial
e 44 eram gestantes para diagndstico pré-natal. As moléstias mais freqiientemente
encontradas foram: retinose pigmentar (n =16), catarata congénita (n = 14), luxacdo de
cristalino (n = 12), miopia (n = 13), doencas metabdlicas associadas com déficit visual (n =
10), microftalmia (n = 9), estrabismo (n = 8), retinoblastoma (n = 7) e glaucoma congénito

(n =6) (ELCIOGLU, ELCIOGLU, FUHRMANN, 1995).
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4.2. Glaucoma e Genética
4.2.1. Classificacao

A classificacdo proposta pela Organizacio Mundial do Genoma Humano designa
para os genes associados ao glaucoma a sigla “GLC” (RAYMOND, 1997). Os nimeros
“17, “2” e “3” que seguem a sigla geral para os glaucomas representam angulo aberto,
angulo estreito e glaucoma congénito, respectivamente. Finalmente, as letras “A”, “B”, “C”
e assim por diante, indicam o primeiro e os subsequentes loci identificados para
determinado tipo de glaucoma (RAYMOND, 1997). Assim, o primeiro locus identificado
em associacdo com GPAA recebeu o nome GLC1A, enquanto o primeiro locus relacionado

para o glaucoma congénito foi denominado GLC3A.

4.2.2. Glaucoma Congénito Primario
4.2.2.1. Padrao de Heranca

O glaucoma congénito primario (GCP) geralmente desenvolve-se nos primeiros
anos de vida com um quadro clinico classico caracterizado por epifora, blefaroespasmo,
fotofobia e buftalmo (DELUISE & ANDERSON, 1983). A eleva¢do da PIO ocorre devido
a mal formacgdo do seio camerular impedindo o escoamento adequado do humor aquoso. A
incidéncia do GCP véria de acordo com a populacdo estudada de 1:2.500 a 1:22.000
nascimentos (GENCIK, GENCIKOVA, FERAK, 1982; GENCIK, 1989; WAGNER,
1993). O GCP, que acomete ambos os olhos em 75% dos casos, apresenta componente
hereditario em aproximadamente 10%, predominando o padrdo AR de transmissao
(DELUISE & ANDERSON, 1983; FRANCOIS, 1980) sobre os padroes AD e multifatorial

(MERIN & MORIN, 1972; BRIARD et al, 1976).
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BRIARD et al (1976) estudaram 10 familias com GCP, das quais duas com trés
geracdes e uma com quatro geragoes acometidas, sugerindo padrao AD de heranca. MERIN
& MORIN (1972) avaliaram 64 familias de pacientes acometidos por GCP. Nove das 64
familias apresentaram mais de um membro com GCP; em trés destas, observou-se um dos
pais afetados e em quatro havia somente irmdos acometidos. Nas duas familias restantes,
constatou-se a presenca de GCP em dois pares de gémeos monozigéticos. O baixo nimero
de irmaos acometidos neste estudo fez com que os autores sugerissem o padrdo poligénico
multifatorial de transmissdo hereditaria para o GCP. Por outro lado, FRANCOIS (1980)
sugeriu que o padrdao AR era o principal tipo de heranca no GCP. Segundo FRANCOIS
(1980), os casos com perfil AD seriam, em realidade, casos de pseudodominancia,
enquanto os GCP com padrido aparentemente poligénico de hereditariedade seriam casos
com heranca AR com penetrancia varidvel. Estas observagdes apoiaram-se na existéncia de
alta concordancia entre os gémeos monozigéticos e auséncia de concordancia para os

gémeos dizigoticos.

4.2.2.2. Biologia Molecular

Em 1995, SARFARAZI et al avaliaram 17 familias provenientes da Turquia que
apresentavam de dois a nove membros afetados com GCP bilateral. Observou-se nesses
heredogramas, padrio AR de heranca, reforcado pela existéncia de casamento
consangiiineo em 10 das 17 familias. Através da estratégia de clonagem posicional, os
autores identificaram o primeiro locus (GLC3A) para o GCP no braco curto do
cromossomo 2 (2p21), compartilhado por 11 familias (LOD score de 11,50). A transmissao
do GCP nas seis familias restantes nao estava associada a este locus, indicando que o GCP

tem um componente heterogéneo, ou seja, mais de um gene deve estar envolvido na
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determinacdo da moléstia. Estudo subsequente demostrou que o locus GLC3A era
responsavel por cerca de 85 a 90 % dos GCPs com histéria familiar positiva (SARFARAZI,
1997).

Posteriormente, o mesmo grupo de autores identificou em cinco familias de origem
turca o gene CYPIB1 como o gene relacionado ao GCP ligado ao locus GLC3A.
Identificaram-se trés diferentes mutagdes em homozigose que acarretavam o deslocamento
na leitura da sequéncia do gene CYP1B1, o que poderia resultar em alelos funcionalmente
nulos (STOILOV, AKARSU, SARFARAZI, 1997). Outras mutacdes de ponto em regides
altamente conservadas do gene CYPI1B1 jd foram relatadas em diferentes grupos
populacionais (BEJJANI et al, 1998; STOILOV et al, 1998; PLASILOVA et al, 1999),
incluindo a populacdo brasileira (STOILOV et al, 2001). O gene CYPI1B1, composto por
trés exons totalizando 1629 pares de bases (pb), codifica a proteina P4501B1, pertencente a
familia do citocromo P450 e envolvida no metabolismo do oxigénio, dcido aracddnico e na
génese de esterdides (SARFARAZI, 1997). Entretanto, o papel da proteina P4501B1 na
etiologia do GCP ndo estd totalmente esclarecido (SARFARAZI, 1997).

Outro locus (GLC3B) no cromossomo 1 (1p36) foi descrito recentemente,
envolvendo quatro de oito familias com GCP nado ligadas ao locus GLC3A, o que

demonstra no minimo a presenca de trés loci associados ao GCP (AKARSU et al, 1996).
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4.2.3. Glaucomas Associados a Mal Formacao do Segmento Anterior (Glaucomas de
Desenvolvimento)

Os glaucomas de desenvolvimento ocorrem devido a mal formacdo dos tecidos
mesenquimais (estroma iriano, angulo {rido-corneano, endotélio e estroma da cdrnea),

associados ou nao a alteragdes de tecidos ectodémicos (cristalino) (DIAS, 1998).

4.2.3.1. Aniridia e Anomalia de Peters

A aniridia € uma das anomalias do desenvolvimento ocular que podem cursar com
glaucoma. O glaucoma na aniridia pode manifestar-se até a terceira década de vida
dependendo do mecanismo responsdvel pela reducao do escoamento do humor aquoso, que
pode ser devido a mal formacao do seio camerular (inicio mais precoce do glaucoma) ou a
obstru¢do do mesmo por sinéquias estabelecidas pelo coto da {iris (inicio mais tardio)
(MINTZ-HITTNER, 1996). A aniridia pode ser herdada na forma AD ou aparecer
esporadicamente. Em 1991, a aniridia foi associada a altera¢cdes no gene PAX6 (TON et al,
1991), localizado no cromossomo 11p13. O gene PAX6 tem uma seqii€ncia codificadora de
2,7 kilobase (kb) e parece ser o principal gene no controle do desenvolvimento ocular no
reino animal (TOMAREYV et al, 1997). A anomalia de Peters, caracterizada por opacidade
corneana central com desarranjo do segmento anterior do globo ocular (iris, seio camerular,
camara anterior e algumas vezes do cristalino), é outra moléstia associada a altera¢des no
gene PAX6 (FRIEDMAN & WALTER, 1999) e que pode evoluir para o glaucoma em 50 a

70 % dos casos (SCHOTTENSTEIN, 1996).
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4.2.3.2. Axenfeld-Rieger e Iridogoniodisgenesia

A anomalia de Axenfeld-Rieger, descrita primeiramente por AXENFELD em 1920
e depois por RIEGER em 1934, apresenta manifestacdes oculares que incluem hipoplasia
da iris, embriotoxon posterior com traves irianas a ele aderidos. Esta ultima caracteristica
distingue a anomalia de Axenfeld-Rieger da iridogoniodisgenesia, outra entidade que cursa
com desenvolvimento anormal do segmento anterior do globo ocular e glaucoma. Quando
tais distirbios oculares sdo acompanhados por alteracdes sist€émicas como hipodontia,
hipoplasia maxilar, hipertelorismo entre outras, damos o nome de sindrome de Axenfeld-
Rieger e sindrome da iridogoniodisgenesia, respectivamente (MEARS et al, 1996;
FRIEDMAN & WALTER, 1999). O mecanismo de aumento da PIO nestas entidades &
secundério ao desenvolvimento incompleto da malha trabecular e a insercdo alta do tecido
uveal. O glaucoma se manifesta durante a infancia ou em adultos jovens em cerca de 50%
dos casos, dependendo da extensdo das alteracdes no sistema de drenagem do humor
aquoso (SHIELDS, 1996).

Apesar das caracteristicas oculares em comum e do mesmo padrio AD de
transmissdo, os genes mapeados envolvidos nestas entidades estdo localizados em loci
diferentes (FRIEDMAN & WALTER, 1999). Um deles, descrito por MEARS et al (1996)
e confirmado por GRAFF et al (1997) em individuos com iridogoniodisgenesia, esta
mapeado no cromossomo 6p25, numa regido de extensdo equivalente a 6 cM. Este locus foi
posteriormente denominado IRID1. MEARS et al (1998) estudaram cinco familias com
iridogoniodisgenesia ligadas ao locus 6p25 (IRID1) e 16 pacientes ndo relacionados
apresentando outras disgenesias do segmento anterior e glaucoma. Nos pacientes com
anomalia de Axenfeld-Rieger, os autores identificaram mutacdes no gene FKHL7 (locus

6p25), pertencente a familia forkhead/winged-helix, que participa na embriogénese de

46



vertebrados e invertebrados (KAUFMANN & KNOCHEL, 1996). Tais achados foram
ratificados por NISHIMURA et al (1998).

Os loci associados a sindrome de Axenfeld-Rieger (RIEG1) e a sindrome de
iridogoniodisgenesia (IRID2) estdo localizados no cromossomo 4q25 (MURRAY et al,
1992: HEON et al, 1995b; DATSON et al, 1996; WALTER et al, 1996). Mutagdes no gene
PITX2 (locus 4g25) foram identificadas em pacientes com a sindrome de Axenfeld-Rieger
(SEMINA et al, 1996) e em duas familias com sindrome de iridogoniodisgenesia
(ALWARD et al, 1998a; KULAK et al, 1998). O gene PITX2 codifica uma proteina de 217
aminodcidos de extensdo, que parece atuar no processo de transcri¢do ao ligar-se ao DNA
(BEEBE, 1994), assim como na determinacdo da assimetria corporal entre os vertebrados
(PIEDRA et al, 1998; YOSHIOKA et al, 1998). PHILIPS et al (1996), ao avaliarem uma
familia com onze individuos afetados, descreveram um segundo locus para a sindrome de
Axenfeld-Rieger (RIEG2) no cromossomo 13q14 (extensdo = 26 cM).

Em resumo, tanto a sindrome de Axenfeld-Rieger como sindrome de
iridogoniodisgenesia sdo afecgdes alélicas (localizadas no mesmo gene). O mesmo nao se
pode dizer em relacdo as anomalias de Axenfeld-Rieger e iridogoniodisgenesia. Embora
ambas compartilhem o mesmo locus (6p25), mutacdes no gene FKHL7 foram identificadas
apenas entre os individuos com anomalia de Axenfeld-Rieger (FRIEDMAN & WALTER,

1999).

47



4.2.4. Glaucomas Secundarios
4.2.4.1. Glaucoma Pigmentar

O glaucoma pigmentar € associado a sindrome de dispersdo pigmentar,
caracterizada por atrito entre os feixes zonulares e o epitélio pigmentar da iris, que leva a
dispersdo de granulos de pigmento e posterior acimulo destes nas estruturas do segmento
anterior do globo ocular (RITCH, 1997). Nestes pacientes, a face posterior da fris
freqiientemente se mostra deslocada posteriormente, o que facilita o contato entre estas
estruturas (CAMPBELL, 1979; KAMPIK et al, 1981). A triade de diagndstico classica
compreende a pigmentacdo do endotélio corneano, transiluminacdo da {ris periférica e
pigmentagdo densa da malha trabecular (RITCH, 1997). O glaucoma pigmentar &
caracterizado pela ocorréncia de dispersdo pigmentar e aumento da PIO, que
potencialmente pode desencadear dano glaucomatoso ao nervo Optico. Acomete
preferencialmente individuos miopes do sexo masculino durante a terceira e quarta décadas
de vida (RICHTER, RICHARDSON, GRANT, 1986). ANDERSEN et al (1997) estudaram
quatro familias de origem iraniana com sindrome de dispersdo pigmentar (total de 28
individuos afetados) e demostraram que o gene responsdvel estd localizado no locus 7q35-
q36, em uma regido de 10 cM. Um segundo locus foi subsequentemente identificado no

cromossomo 18 (18q11-q21) (ANDERSEN et al, 1998).

4.2.4.2. Glaucoma Cortisonico

Define-se como glaucoma cortisonico um glaucoma de dngulo aberto desencadeado
pelo uso de corticoesterdides topicos ou sistémicos (SKUTA & MORGAN, 1996),
provavelmente em decorréncia de alteracds morfoldgicas e funcionais das células

trabeculares e da matriz extracelular circundante (KIMURA & HONDA, 1982;
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WORDINGER & CLARK, 1999). O aumento da PIO secundario ao uso de
corticoesterdides € dependente da poténcia, dose, duracdo do tratamento, via de
administracdo e susceptibilidade individual a cortisona (CLARK, 1995).

Em 1965, ARMALY avaliou 80 individuos normais submetidos a instilacdo tépica
de dexametasona 0,1% durante um periodo de quatro semanas. O autor constatou trés
niveis de resposta pressorica a cortisona: o primeiro incluiu individuos que apresentaram
aumento da PIO de até 5 mmHg (66,2%), o segundo mostrou elevacdo da PIO entre 6 e 15
mmHg (28,8%) e o terceiro incluiu individuos onde a elevagdo da PIO foi superior a 15
mmHg (5%). BECKER (1965) observou que 30% dos individuos normais (15/50)
apresentaram PIOs maiores do que 20 mmHg apds o uso da betametasona durante seis
semanas. Este valor alcancou 98% (49/50) entre individuos suspeitos para o glaucoma e
100% no grupo de pacientes com GPAA.

Baseado no aumento da PIO relacionada ao uso da cortisona, BECKER (1965)
sugeriu que o padrdo de transmissao do GPAA fosse AR, onde o gendtipo gg (recessivo)
estaria associado ao GPAA, e o gendtipo ng (heterozigose) representaria os portadores do
gene glaucomatoso. ARMALY (1965), descreveu trés gendtipos para a resposta pressorica
a cortisona: P"P“ (PL = alelo de resposta diminuida a cortisona), ptpH (resposta
intermedidria) e PYP" (P" = alelo de resposta aumentada a cortisona). A possivel
associagdo entre o aumento da PIO em resposta aos corticoesteréides e o componente
genético do GPAA nio foi comprovada por estudos envolvendo gémeos, onde detectou-se
uma concordancia abaixo da esperada para o teste da cortisona (SCHWARTZ et al, 1973a;
SCHWARTZ et al, 1973b). Apesar disto, individuos altamente responsiveis a cortisona
estdo sob maior risco de desenvolver o GPAA (KITAZAWA & HORIE ,1981; LEWIS et

al, 1988).

49



KITAZAWA & HORIE (1981) avaliaram um grupo de 22 individuos normais que
apresentaram aumento importante da PIO com o uso prolongado de cortisona tdpica (quatro
vezes ao dia por quatro semanas) durante um periodo de 10 anos e constataram que cinco
destes individuos evoluiram como hipertensos oculares (PIO maior do que 21 mmHg ), dos
quais dois mostraram sinais precoces de dano glaucomatoso ao disco 6ptico. Os autores
concluiram que este grupo de pacientes estaria sob risco maior de desenvolver a moléstia.
O mesmo foi observado por LEWIS et al (1988) ao estudarem 788 individuos submetidos
ao teste da cortisona por um periodo minimo de cinco anos. Do grupo de individuos (n =
276) que responderam ao uso da cortisona com PIOs maiores do que 31 mmHg, 13%
desenvolveram GPAA. Esta porcentagem reduziu-se para 3,4% entre os 261 individuos que
apresentaram aumento da PIO entre 20 e 31 mmHg e foi de 0% no grupo de 251 individuos
que ndo responderam a cortisona. Outro estudo constatou que o uso da cortisona oral em
pacientes idosos estava associado a um maior risco de desenvolvimento de GPAA e

hipertensao ocular (risco relativo de 1,41) (GARBE et al, 1997).

4.2.4.3. Glaucoma Pseudoexfoliativo

O glaucoma pseudoexfoliativo € outra forma de glaucoma secundério de angulo
aberto que desenvolve-se tardiamente (na sexta e sétima décadas de vida), como
complicacio da sindrome de pseudoexfoliacio (NAUMANN, SCHLOTZER-
SCHREHARDT, KUCLE, 1998). A sindrome pseudoexfoliativa consiste na presenca de
material amiléide-fibrilar proveniente da matriz extracelular, que se acumula em estruturas
do segmento anterior do globo ocular bem como em tecidos extra-oculares (NAUMANN et
al, 1998). A presenca deste material na malha trabecular ocasiona uma disfun¢do do

sistema de drenagem do humor aquoso, que culmina com a elevagdo da PIO e dano
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glaucomatoso ao disco optico (NAUMANN et al, 1998). Dois loci associados a sindrome
de pseudoexfoliacio e ao glaucoma pseudoexfoliativo foram descritos, avaliando-se
familias de origens britanica e canadense: o primeiro deles no braco curto do cromossomo 2
(2p16) com padrao de heranca AD (WIGGS et al, 1998a) e o outro sugerindo padrdao de
heranca mitocondrial (DAMIJI et al, 1998). No entanto, os genes associados a estas

condi¢des ndo foram identificados.

4.2.5. Glaucoma Primario de Angulo Estreito

O glaucoma primdrio de angulo estreito (GPAE), é uma forma de glaucoma que
cursa com PIO elevada devido ao bloqueio cronico ou agudo do seio camerular através de
aderéncias entre este e a iris periférica (RITCH & LOWE, 1996). Assim como o GPAA,
exitem fatores de risco associado ao GPAE tais como idade, sexo, raga, camara anterior
rasa e catarata avancada (SPAETH, 1995). Todos estes fatores favorecem a instalacao do
bloqueio pupilar relativo, que impede o livre fluxo de humor aquoso através da pupila até
seu escoamento pelo seio camerular (RITCH & LOWE, 1996). O antecedente familiar
positivo inclui-se como um dos fatores de risco para desenvolvimento da moléstia
(SPAETH, 1995; RITCH & LOWE, 1996).

KELLERMAN & POSNER (1955) avaliaram 48 olhos de familiares de pacientes
com GPAE. Os autores constataram que 25% (12/48) dos olhos apresentavam angulo
oclusivel, sugerindo a presenca de um componente genético na determinacdo das
caracteristicas anatdomicas do seio camerular (angulo estreito). Corroborando com esta
observacdo, PERKINS (1974) avaliou 67 familiares de pacientes com GPAE e encontrou
quatro individuos acometidos (5,97%), todos pertencentes ao sexo feminino, trés dos quais

apresentavam idade superior a 60 anos.
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Apesar dos padroes AD (MILLER, 1970) e AR (WEEKERS, GOUNGARD-RION,
GOUNGARD, 1955) ja terem sido descritos para o GPAE, admite-se o padrdo poligénico
multifatorial como o mais aceito para este tipo de glaucoma (TEIKARI, 1988; NETLAND
WIGGS, DREYER, 1993). No entanto, até o presente momento, nenhum locus foi

identificado para o GPAE.

4.2.6. Glaucoma Primirio de Angulo Aberto
4.2.6.1. Padrao de Heranca

A possibilidade da prédisposicdo genética para o glaucoma foi descrita pela
primeira vez por BENEDICT que, em 1842, relatou a ocorréncia da moléstia em duas
irmas. Desde entdo, varias familias com glaucoma tém sido descritas na literatura.
Salientamos que a classificacdo dos glaucomas no inicio século XX difere da atual,
dificultando a comparacdo entre os diversos heredogramas estudados. Em boa parte das
publicacdes do inicio do século, o termo glaucoma cronico simples era utilizado
preferencialmente em relagdo ao termo GPAA (SCHMIDT-RIMPLER, 1908).

HARLAN (1885) descreveu uma familia com membros acometidos por glaucoma
em cinco geragdes consecutivas, com inicio da moléstia ocorrendo preferencialmente entre
os 10 e 20 anos de idade. Em 1914, CALHOUN descreveu uma familia de trés geracoes,
com diagndstico de glaucoma cronico simples em nove individuos com menos de 30 anos
de idade, onde todos necessitaram de procedimento cirdrgico para o controle da moléstia.
Outro heredograma, descrito por BERG (1932), e que incluia sete geracdes, revelou a
presenca de 22 pacientes com glaucoma simples em um total de 54 individuos. Nesta
familia, determinou-se que o padrdo de transmissdo era AD e que o inicio do glaucoma

ocorria ao redor da terceira década de vida. O padrao de heranga AD também foi observado
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por ZORAB (1932), que descreveu uma familia de trés geragdes com glaucoma cronico
simples. Dos 22 membros desta familia, sete apresentaram glaucoma, dos quais quatro
desenvolveram a moléstia com mais de 40 anos de idade. Este autor foi o primeiro a sugerir
que, ao se observarem dois membros de uma familia com glaucoma, deve-se examinar
cuidadosamente os demais membros para se obter um diagndstico precoce da moléstia.

No inicio da década de 30, BELL (1932) estudou 3021 casos de glaucoma primaério,
incluindo 279 casos de glaucoma familiar. A distribuicdo por sexo apresentava discreto
predominio do sexo masculino no grupo familiar (54% versus 46%). Em relacdo a idade de
aparecimento, os glaucomas familiares surgiam cerca de 20 anos mais cedo e 52% ocorriam
antes dos 30 anos de idade, contra 3,6% da série geral (2742 pacientes). BIRO (1939)
avaliou 761 pacientes com glaucoma de um total de 9666 individuos que passaram por
exame oftalmolégico (7,76%). Dos 761 pacientes, 43 (5,65%) apresentaram histdria
familiar positiva para o glaucoma. Estes 43 pacientes pertenciam a 36 familias, que foram
divididas em: cinco familias com glaucoma presente apenas entre irmdos (sugerindo
transmissao AR), 27 familias com glaucoma presente em duas geracdes e quatro familias
com glaucoma presente em trés geracdes. A idade de aparecimento da moléstia situava-se
ao redor de 50-60 anos no grupo onde o glaucoma manifestava-se em duas geracdes e
diminuia nas quatro familias com trés geracdes consecutivas da moléstia (sugerindo padrdao
AD). Em 1940, STOCKES publicou uma série de cinco heredogramas de glaucoma
primario, com instala¢ao variando desde a adolescéncia até a idade adulta e com padrao AD
de hereditariedade.

O primeiro estudo a incluir a avaliagdo do seio camerular por meio da gonioscopia
em uma familia com glaucoma cronico simples foi realizado por ALLEN & ACKERMAN

(1942). Nesta familia, o padrdo de heranca era AD, com a razdo entre afetados e nao
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afetados proxima a 50 %. A média da idade ao diagndstico foi de 11,6 anos, e os niveis de
PIO variaram entre 30 e 40 mmHg.

POSNER & SCHLOSSMAN (1949) avaliaram 373 casos de glaucoma primaério,
dos quais 51 (13,5%) apresentaram histéria familiar da moléstia. Estes individuos
pertenciam a 30 diferentes familias com um ou mais parentes afetados. Com excecdo de um
heredograma que apresentava padrdo de transmissdo hereditdria AR, os demais eram do
tipo AD, com penetrincia calculada entre as familias com no minimo dois membros
afetados de 74 a 80%. Os autores sugeriram que casos de glaucoma esporddico pudessem
incluir um componente genético AR, garantido pela presenca de alelos relativamente
freqiientes na populagcdo geral. WAARDENBURG (1950) reforcou esta teoria ao descrever
uma familia com glaucoma e padrdo de transmissdo hereditdria AR, além de familias de
pacientes com glaucoma esporddico e pais consangiiineos. Outro estudo realizado por
BIRO (1951) avaliou o padrio hereditirio de 125 pacientes com glaucoma. O autor
observou 16 pacientes (12,8%) com histéria familiar pertencentes a 10 heredogramas, dos
quais seis apresentaram padrdo AD e quatro padrdo AR. Apesar de sugerir precaucao diante
de suas conclusdes devido ao pequeno nimero de pacientes avaliados, BIRO propds que o
padrao de transmissdo AR fosse mais freqiiente que o anteriormente observado na
literatura.

SVEINSSON (1959) avaliando na Groelandia 1544 pacientes glaucomatosos,
encontrou em 724 casos (46,8%) um componente familiar, incluindo padrdes de
hereditariedade do tipo AD, AR e até mesmo ligado ao sexo. Uma familia com 1261
membros distribuidos em seis geracdes foi descrita por COTE et al (1968). Dos 1261
membros, 112 foram avaliados, dos quais 56 (50%) apresentaram glaucoma crdnico

simples. A andlise do heredograma revelou tratar-se de padao AD de hereditariedade. SHIN
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et al (1977), observaram histéria familiar positiva para glaucoma em 50% dos individuos
(75/150) com GPAA, e em 43% (38/88) dos hipertensos oculares. O antecedente materno
para o glaucoma estava presente em 27% (41/150) e o antecedente paterno em 4% (6/150),
enquanto 3% apresentavam antecedentes paterno e materno e 16% (24/150) possuiam
irmdos e parentes de primeiro grau entre os pacientes com GPAA. Os individuos com
hipertensdo ocular apresentavam equilibrio entre o lado materno e paterno de transmissao
hereditdria (17% em ambos). Baseado em seus achados, os autores sugeriram a
possibilidade de fator citoplasmatico maternal na transmissdo e patogénese do glaucoma.

A determinac¢do do padrio de hereditariedade através do estudo de familias € muitas
vezes comprometido devido ao pequeno ndmero de geracdes avaliadas. CROMBIE &
CULLEN (1964) observaram que, em uma condi¢do como o glaucoma, com prevaléncia
relativamente alta na populacdo, a presenca de duas geracOes sucessivas afetadas pela
moléstia ndo € suficiente para estabelecer o padrao dominante, uma vez que isto pode
ocorrer devido a unido entre um individuo afetado com cardter recessivo em homozigose e
outro ndo afetado, mas portador do alelo em heterozigose, caracterizando o que se
denomina pseudo-dominancia.

Até o presente momento, todos os estudos citados referem-se a glaucomas onde a
PIO ¢ elevada. SANDVIG (1961) estudou de forma minuciosa, incluindo fotografias da
papila, campos visuais e avaliagdo neurolégica, uma familia com glaucoma de pressio
normal e observou um padrdo AD de hereditariedade (quatro geracdes) com a moléstia
manifestando-se entre os 20 e 35 anos de idade. Outra familia com mesmo diagndstico foi
avaliada por BENNETT et al (1989), incluindo seis geracdes com perfil AD de

hereditariedade e idade de manifestagdo da moléstia ao redor da terceira e quarta décadas.
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Apesar de vdrios trabalhos na literatura sugerirem que o GPAA seja herdado
segundo padrdes de herangca mendeliana, a grande maioria dos pacientes ndo apresenta este
padrdo de transmissdao hereditiria (ADAM, 1997). Estudos com pares de gémeos
dizigéticos e monozigdticos avaliando o componente genético para o GPAA sugerem a
ocorréncia de padrdo poligénico multifatorial para a moléstia (TEIKARI, 1987, 1990). Esta
teoria ja havia sido postulada por ARMALY (1967a, 1967b, 1968) e JAY & PATERSON
(1970) e poderia justificar a baixa prevaléncia da moléstia de 2,5% a 13,5% entre os

parentes de pacientes com GPAA (NETLAND et al, 1993).

4.2.6.2. Biologia Molecular

Em 1993, SHEFFIELD et al estudaram, por meio de andlise de ligacdo, uma familia
de cinco geracdes que apresentava GPAA-J, na tentativa de identificar o gene associado a
esta forma de glaucoma. Mais de 90 marcadores do tipo microssatélites (short tandem
repeat polymorphisms) foram avaliados neste heredograma antes da determinacdo da
ligacdo de marcadores com o braco longo do cromossomo 1. Posteriormente, a andlise de
ligacdo mais restrita, englobando um nimero maior de membros da familia e usando 33
marcadores do cromossomo 1, demonstrou ligacao significativa com oito deles (LOD score
variando de 3,1 a 6,5) e indicou que o locus para aquela forma de glaucoma estava
localizado em uma regido com aproximadamente 20 cM entre os marcadores D1S191 e
DI1S194. Portanto, o primeiro locus para o GPAA foi identificado no braco longo do
cromossomo 1 (1g21-g23), posteriormente denominado GLC1A.

No ano seguinte, RICHARDS et al (1994) estudaram uma familia caucasiana com
31 membros, dos quais 16 apresentavam GPAA-J. Através de andlise de ligacao, observou-

se que o glaucoma nesta familia estava associado de maneira estatisticamente significativa
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com o cromossomo 1q em seis marcadores, sendo o maior LOD score (8,38) alcancado
pelo marcador D1S210. A andlise dos haplétipos recombinantes sugeriu uma regidao de 14
cM entre os marcadores D1S194 e D1S218 no locus 1g21-q31. Trés heredogramas de
origem irlandesa e inglesa com GPAA-J (n = 36) foram avaliados por WIGGS et al (1994).
Por meio da andlise de ligacdo, obteve-se uma associacdo do glaucoma com o locus 1q21-
q31, compreendendo um intervalo de 12 cM entre os marcadores D1S196 e D1S212. Em
outra familia com GPAA-J (38 individuos / 21 afetados) de origem dinamarquesa,
observou-se a ligacdo da moléstia com o locus 1g21-q31, sendo o maior LOD score (6,67)
obtido no marcador D1S210 (GRAFF et al, 1995).

MORISSETTE et al (1995) avaliaram uma grande familia franco-canadense, que
compreendia mais de 1261 individuos distribuidos em sete geracdes, onde o fundador do
sexo masculino tornou-se cego aos 50 anos. Um dos ramos da familia era composto por
128 membros de quatro geracdes mais recentes. Realizou-se o diagndstico de glaucoma na
maioria dos pacientes entre 25 e 35 anos de idade, o que justificou que fossem considerados
como tendo GPAA-J. No entanto, quatro individuos manifestaram glaucoma apds os 40
anos de idade, o que os classificaria como GPAA-A. Tanto os pacientes com GPAA-J
como os pacientes com GPAA-A estavam ligados de forma significativa a seis marcadores
da regiao 1923-g25, com um LOD score maximo de 6,62 para o marcador M278YES.
Eventos de recombina¢do confinaram a regido associada a moléstia a um intervalo de 9 ctM
entre os marcadores D1S445 e D1S416/D1S480. Os autores demonstraram que o gene
associado ao locus GLC1A era responsavel tanto pelo GPAA-J como pelo GPAA-A e que,
nesta familia, a separacdo por faixa etdria destas duas entidades era artificial. Outra familia
de origem francesa composta por 82 membros com GPAA associada ao gene GLCIA

também mostrou uma variagdo na idade de diagnéstico que ultrapassava o limite dos 40
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anos de idade (MEYER et al, 1996). Nesta familia, o diagndstico da moléstia foi realizado
entre 11 e 51 anos de idade. Uma outra familia caucaséide proveniente dos EUA com
GPAA associado ao locus GLC1A e avaliada por JOHNSON et al (1996) mostrou um
fenétipo mais homogéneo, com faixa etdria de diagnodstico variando entre 16 e 46 anos de
idade. A andlise dos hapldtipos recombinantes permitiu restringir um pouco mais o
intervalo do locus GLC1A para 8 cM. Os autores sugeriram que diferencas de expressao
entre familias com GPAA associado ao locus GLCIA devido a heterogenecidade alélica
ainda estavam por ser determinadas. Em outra palavras, uma vez identificado o gene,
diferentes mutagcdes possivelmente resultariam em variacdes no quadro clinico do
glaucoma.

Sete heredogramas incluindo descendentes de irlandeses, britanicos e alemaes e uma
familia origindria do Pacifico Sul foram avaliados por WIGGS et al (1995). Cinco destas
familias apresentavam GPAA-J associado ao locus GLC1A e compartilhavam semelhangas
fenotipicas. Um dos heredogramas ndo ligado a regido 1q21-q31 apresentava individuos
com inicio do glaucoma mais precoce e com PIOs mais baixas. O outro heredograma nao
associado ao locus GLCIA era fenotipicamente semelhante as cinco familias ligadas,
excluindo-se o fato de seus componentes pertencerem a raca negra. Familias de origem
hispanica com GPAA-J também apesentaram ligacio com o locus GLC1A (WUDUNN,
PARRISH, INANA, 1996; LICHTER et al, 1997).

BREZIN et al (1997) avaliaram 60 pacientes (45 com GPAA e 15 com hipertensao
ocular) pertencentes a oito familias francesas. Das oito familias avaliadas, quatro
apresentaram ligacdo com o locus GLCI1A, duas ndo revelaram associagdo com este locus e
duas apresentaram dados inconclusivos. As familias que mostraram associagdo com o locus

GLCI1A apresentaram glaucoma mais severo.
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BELMOUDEN et al (1997), avaliando novos hapl6tipos recombinantes, reduziram
a regido do locus GLC1A para 3 cM entre os marcadores D1S452/NGA1/D1S210 e NGAS.
Através da construcdo de cromossomo artificial de levedura contendo a regido selecionada
pela recombinacdo de hapldtipos, os autores excluiram uma série de genes localizados
proximos a esta regido e abriram a possibilidade de, com o uso da clonagem posicional,
identificar-se o gene associado ao locus GLCIA.

Finalmente, em 1997, STONE et al identificaram o gene associado ao locus
GLCI1A. Inicialmente, observando recombinacdes entre marcadores altamente polimoérficos
e os fenotipos de glaucoma em dois heredogramas com GPAA-J, os autores lograram
confinar em 3 cM a regido responsavel no cromossomo 1q (entre os marcadores D1S3665 e
D1S3664). Esta regido foi posteriormente restrita ao intervalo entre os marcadores
D1S1619 a D1S3664 através da avaliagdo de haplétipos compartilhados. Cinco genes
candidatos contidos no intervalo de recombinacdo foram determinados através de
mapeamento usando cromossomos artificiais de levedura e sequence tagged site. Dois
destes genes, selectin E (SELE) (GenBank accession number M24736) e selectin L (SELL)
(GenBank accession number M25280) foram excluidos, pois estavam fora do intervalo
constituido pelos haplétipos compartilhados. Dos trés genes restantes (TXGP1 - GenBank
accession number MD90224, APTILGl1 e TIGR (trabecular meshwork-induced
glucocorticoid response) - GenBank accession number R95491), dois (APT1LGI e TIGR)
foram selecionados para o rastreamento de mutacdes em familias de pacientes com GPAA-
J [Figura 1]. Nao foram observadas variacdes na seqiiéncia do gene APT1LGI nestes
pacientes. Entretanto, mutacdes no gene TIGR foram detectadas em cinco das oito familias
com GPAA-J. Duas mutacdes de ponto foram identificadas: a substitui¢io de uma tirosina

por uma histidina no codon 430 (Tyr430His) e a troca de uma glicina por uma valina no
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codon 357 (Gly357Val). Observou-se, também, uma mutacdo do tipo sem sentido, que

produz uma proteina de menor tamanho (GIn361Stop) em duas familias. Os autores

posteriormente realizaram um rastreamento de mutacdes no gene TIGR em quatro grupos

diferentes compostos por 227 pacientes com GPAA e histéria familiar positiva, 103

pacientes com GPAA sem historia familiar, 380 individuos da populacdo geral e 91

voluntdrios sem glaucoma. As freqiiéncias de mutacdes no gene TIGR foram de 4,4%,

2,9%, 0,3% e 0% nos respectivos grupos. Estes resultados sugeriam que a participagao,

embora pequena, de mutacdes no gene TIGR entre os pacientes com GPAA, era importante

devido a alta prevaléncia de GPAA na populacdo. Os autores concluiram ser a muta¢do no

gene GLC1A (TIGR) a causa mais freqiiente de cegueira com base molecular conhecida.
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Figura 1. Esquema da regido candidata associada ao GPAA-J (GLC1A) no cromossomo 1,
construida a partir de cromossomos artificiais de levedura (YAC), incluindo os genes
SELL, SELE, TIGR, APT1LG1 e TXGPI1. Os circulos cheios indicam a posi¢do dos
marcadores. A regido candidata encontra-se delimitada pelos marcadores D1S1619 e
D1S3664 e contém o gene TIGR (STONE et al, 1997).
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Desde entdo, estudos com diversas familias portadoras de GPAA tém sido
realizados na tentativa de identificar novos loci e genes para esta moléstia. Duas familias
(uma de origem grega) com GPAA e padrdo de hereditariedade AD ndo apresentaram
ligacdo com o locus GLCI1A, o que sugere a existéncia de, no minimo, dois loci para esta
doenca (AVRAMOPOULOS et al, 1996; RICHARDS et al, 1996).

STOILOVA et al (1996) analisaram um grupo de 17 familias caucasianas do Reino
Unido composto por 203 individuos, sendo que 90 apresentavam GPAA. O padrdo de
transmissdo hereditdria era do tipo AD, porém a idade de instalacio do glaucoma era
varidvel (20 a 68 anos) e as PIOs mais baixas (no médximo 30 mmHg), caracterizando,
assim, um fendtipo diferente daquele descrito para o GPAA-J. A andlise de ligacdo nestes
heredogramas identificou um novo locus (GLC1B) para o GPAA, situado no cromossomo
2 na regido 2cen-ql3 com intervalo de 11,2 cM, flanqueado pelos marcadores D2S2161 e
D2S176. Outro estudo publicado posteriormente ndo confirmou a ligacdo entre GPAA e a
regido 2cen-q31 (GLC1B) em 18 familias norte americanas (ALLINGHAM et al, 1998a).

Seguindo na busca por novos genes associados ao GPAA, WIRTZ et al (1997)
estudaram trés geracdes de uma familia norte americana caucasiana que apresentavam
GPAA com padrio de hereditariedade AD. O novo locus, denominado GLCIC,
apresentava extensao de 11,1 cM e localizava-se no brago longo do cromossomo 3 (3g21-
24) entre os marcadores D3S3637 e D3S1744.

Um quarto locus (GLC1D), localizado no cromossomo 8 (8q32 — 6,3 cM entre os
marcadores D8S1830 e D8S592), foi identificado em uma familia de 20 membros com 8
individuos afetados (TRIFAN et al, 1998).

SARFARAZI et al (1998), publicaram um estudo contendo um heredograma de trés

geracdes com padrio de transmissdo AD, composto por 46 membros, dos quais 15 afetados
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por GPAA. A regido associada ao glaucoma nesta familia encontrava-se no braco curto do
cromossomo 10 (10pl15-p14) e apresentava extensdo genética de 5 a 11 cM,
compreendendo os marcadores D10S585 e D10S1664 (5 cM) ou D10S1172 e D10S1664
(11 cM). As caracteristicas clinicas dos individuos incluiam aparecimento do glaucoma ao
redor dos 44 anos (variando entre 23 e 65 anos) e PIOs inferiores a 30 mmHg. Este foi o
quinto locus identificado para o GPAA, denominado GLCIE.

O dltimo locus identificado até o momento (GLCIF), foi obtido a partir da
avaliagdo de uma familia de 25 membros e 10 individuos afetados, cuja idade de
manifestacdo da doenga variava entre 25 e 70 anos e cujos valores pressoricos situavam-se
entre 22 e 38 mmHg (sem tratamento antiglaucomatoso). Este locus foi mapeado no
cromossomo 7 na regido 7q35-q36, compreendendo um intervalo de 5,3 cM entre os
marcadores D752442 e D7S483 (WIRTZ et al, 1999).

Apesar da descricao de seis loci (GLC1A — GLCI1F) associados ao GPAA, somente

o gene TIGR, associado ao locus GLC1A, foi identificado.

5. Gene TIGR/MYOC
5.1. Regiao Codificadora

O gene TIGR codifica uma proteina de peso molecular igual a 55 kDa, isolada pela
primeira vez por POLANSKY et al (1989), que observaram a produ¢do desta trés semanas
apds a exposicdo de cultura de células da malha trabecular a glicocorticéides. Em 1997,
KUBOTA et al isolaram um clone de cDNA humano proveniente de uma biblioteca de
tecido retiniano que codificava uma proteina de 55 kDa. O gene responsdvel por esta
proteina foi denominado Myocilin (MYOC) devido a sua semelhanga com a miosina na

seqiiéncia codificadora. Esta proteina foi localizada no cilio de conexdo das células
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fotorreceptoras. Posteriormente, constatou-se que os genes TIGR e MYOC compartilhavam
a mesma seqiiéncia, o que fez com que o gene associado ao locus GLC1A passasse a ser
denominado TIGR/MYOC.

KUBOTA et al (1997,1998) e NGUYEN et al (1998) decifraram a estrutura e
propriedades do gene TIGR/MYOC através de clones obtidos a partir de cultura de células
da malha trabecular exposta a glicocorticéide durante 10 dias. A andlise estrutural do
cDNA do gene TIGR/MYOC realizada por estes autores compreendeu uma regido de
aproximadamente 20 kb, incluindo 3 exons com 606, 126 e 718 pb, respectivamente, duas
regides intronicas com 10 e 1,5 kb e uma regido promotora com 5 kb. O gene TIGR/MYOC
apresenta dois possiveis sitios de iniciacao de leitura (ATG) que codificam proteinas de 504
e 472 aminodcidos de extensdo, respectivamente. Estas proteinas apresentam sitios de
glicosilagdo ligados ao nitrogénio e ao oxigénio, sitios de ligacdo ao 4cido hialurénico e um

sitio de clivagem no exon 1 compreendendo os residuos 32-33 [Figura 2].

63



sinal de

... ex¥™ ex ¥#2 ex #3 ; Tood
inicio (202 aa) (42 aa) (260 aa) poliadenilaciao
. ]
(5kb) j t in #1 j ’ in#2/ a H

I’ \\ (>10 kb}) I’ (~1.5 kb) \

/ \ roq ‘\

lJ \ / [ \

7 \ / 1 7
7 Y / (4

! clivagem A

ag algy  ogzaa) 4

(a)[ﬁﬁﬁ -Jl‘il L

i
1 nao glicosilado
1

1 (170 aa) 55 kDa

(b) iT T

glicosilado
66 kDa

o [T T

Figura 2. Estrutura do gene TIGR/MYOC e possiveis mecanismos para a formacao de produtos.
Regido intronica, promotora e os trés exons do gene TIGR/MYOC (acima). Diferentes
traducdes do RNAm do gene TIGR/MYOC: a) quando o primeiro ATG € traduzido a
proteina apresenta 504 aa, b) a proteina traduzida a partir do sitio de clivagem do exon 1
apresenta 472 aa, c) proteina glicosilada (o contorno pontilhado indica a forma com 504
aa). A regido preenchida em cor preta corresponde ao dominio da olfactomedina e a
regido preenchida em cor azul corresponde ao ziper de leucina (Modificado a partir de
NGUYEN et al, 1998).

Uma caracteristica importante desta molécula € a presenca no exon 1 de ziper de
leucina e no exon 3 de uma regido codificadora homoéloga a olfactomedina [Figuras 2 e 4].
A regido codificadora do gene TIGR/MYOC apresenta dois dominios principais, um no
exon 1 na por¢do amino-terminal e outro no exon 3 na por¢ao carboxi-terminal. O primeiro
€ o dominio da miosina com 29,9% de identidade (seqiiéncia idéntica — 20/67 aa) com a
cadeia pesada da miosina do Dictyostelium discoideu e 32 aminodcidos adicionais
apresentando substituicdes conservativas, totalizando 77,6% (52/67) de homologia. Este

dominio contém o ziper de leucina (entre os aa 71 e 152) dividido em duas sub-regides (71-
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85 e 103-152). A cada sete posi¢des aparecem os residuos de leucina [Figura 3], que

podem ajudar na formacao de polimeros (estrutura enovelada).

Figura 3. Ziper de leucina, configuracdo helicoidal. Os residuos de arginina (R) e leucina (L) estdo
salientados. (SARFARAZI, 1997)

O segundo é o dominio da olfactomedina, localizado no exon 3 na regido carboxi-
terminal. Este dominio apresenta identidade de 31,3% (56/179 aminoécidos) com a
olfactomedina do sapo boi e outros 83 aminodcidos correspondendo a substitui¢des
conservativas, alcangcando uma homologia de 77,7% (KUBOTA et al, 1997) [Figuras 2 e
4]. A olfactomedina € uma proteina que estd presente na matriz extracelular do
neuroepitélio olfativo com capacidade de polimerizar-se através de pontes dissulfeto. Esta

caracteristica é decorrente da propriedade do aminodcido cisteina [Figura 2].
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Figura 4. Regides homdlogas & miosina (exon 1) e a olfactomedina (exon 3). A por¢do preenchida
corresponde a regido do ziper de leucina. (Modificado a partir de SARFARAZI, 1997).

Outros sitios identificados na estrutura do gene TIGR/MYOC sdo: fosforilagdo da
proteina quinase C nos residuos 256-258 (Thr-Leu-Arg), ligacdo de glicosaminoglicanas
nos residuos 238-241 (Ser-Gly-Glu-Gly), fosforilagio da proteina quinase II entre os
aminodcidos 377-380 (Thr-Asp-Ile-Asp) e o sitio para proteina quinase dependente do
AMPc nos residuos 422-425 com a Ser 425 como substratato da fosforilagdo (ROSZA et al,

1998).

5.2. Regiao Promotora

Identificou-se uma regido de 5 kb (a montante) como a regido promotora,
responsavel por modular o processo de transcri¢do do gene TIGR/MYOC (NGUYEN et al,
1998, ADAM et al, 1997) [Figura 2]. Observaram-se as seguintes seqii€éncias reguladoras
na regido promotora do gene TIGR/MYOC: a) sitios de iniciagdo a montante: TATA box
(entre 20 e 30 pb a montante do sitio de iniciacdo) e CAT box; b) elementos de resposta a
sinais hormonais tais como glicocorticéides, estrogénio, progesterona e tirdide; c)
elementos de resposta ao plasma, interferon e trés sitios de ligacdo em potencial para dcido
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retindico e vitamina D. Identificaram-se também elementos relacionados ao dano oxidativo,
ao a lesdes no DNA e a respostas ao calor e choque (POLANSKY et al, 1997; NGUYEN et
al, 1998). Seqiiéncias com fung¢do inibitdria foram identificadas como o elemento repressor
do plasma. KUBOTA et al (1998) sugeriram que os elementos de resposta a
glicocorticdides teriam caracteristicas inicas no gene TIGR/MYOC. Além disto, este grupo
de autores sugeriu que a presenga de repeticdes de dinucleotideos a frente destes elementos
de resposta a glicocorticéides poderiam influenciar a expressdo do gene TIGR/MYOC de
acordo com o numero de repeticdes encontradas, como ja foi especulado na regido
promotora do gene interleucina-10 (ESKDALE & GALLAGHER, 1995). Esta suposi¢iao
ajudaria a explicar a variagdo de sensibilidade das células da malha trabecular aos

esteroides.

5.3. Expressao

Ensaios com imunoprecipita¢do usando anticorpos anti-TIGR foram realizados para
avaliar se a proteina codificada pelo gene TIGR poderia apresentar-se em um meio de
células trabeculares expostas a dexametasona. Os autores (NGUYEN et al, 1998)
observaram a presenca de uma glicoproteina extracelular com 66 kDa de peso molecular
(forma predominante), além de duas proteinas préximas aos 55 kDa, representando as
formas nao glicosiladas de 504 e 472 aminodcidos. Além disto, identificou-se no interior
das células trabeculares tratadas com a dexametasona a forma de 55KDa em uma
quantidade menor. Os autores sugeriram que as diversas formas descritas da proteina
devem ser decorrentes de eventos ocorridos durante o processo de traducao e pds-tradugao
do gene TIGR, uma vez que uma Unica cdpia transcrita deste gene foi observada. No

mesmo estudo, constatou-se a formagao de complexos de alto peso molecular (acima de
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200 kDa), sugerindo que a proteina codificada pelo gene TIGR poderia existir na forma de
polimeros. Esta caracteristica seria possivel gracas a presenca do ziper de leucina e através
do residuo de cisteina na posi¢ao 433 no dominio da olfactomedina.

Estudos em olhos humanos utilizando diversos procedimentos em biologia
molecular incluindo andlises por Western blot (KARALI et al, 2000) e Northern blot
(SWIDERSKI et al, 2000), constataram que diversos tecidos oculares expressam o gene
TIGR/MYOC. No segmento anterior, observou-se a expressdao do gene TIGR/MYOC no
estroma corneano, no citoplasma de células endoteliais da cérnea, nas células epiteliais
anteriores do cristalino € no humor vitreo. Na iris, o gene TIGR/MYOC encontrou-se
expresso tanto no estroma como nas células dos misculos dilatador e esfincter da pupila.

No corpo ciliar, o gene TIGR/MYOC se mostrou expresso na musculatura lisa,
porém ndo no estroma (KARALI et al, 2000). O gene TIGR/MYOC também foi clonado a
partir de uma biblioteca de corpo ciliar humano (ORTEGO, ESCRIBANO, COCA-
PRADOS, 1997).

Na malha trabecular, o gene TIGR/MYOC mostrou-se expresso na regidao corneo-
escleral, uveal e justa-canalicular, porém ndo foi possivel determinar se a expressdao deste
ocorria no meio extracelular (KARALI et al, 2000), o que foi constatado posteriormente
com a ajuda da microscopia eletronica (UEDA et al, 2000).

Na retina, como ja foi citado anteriormente, o gene TIGR/MYOC foi clonado a
partir de uma biblioteca de tecido retiniano, estando expresso na regido do cilio conector
das células fotorreceptoras (KUBOTA et al, 1997), achado posteriormente confirmado
pelos trabalhos de KARALLI et al (2000) e SWIDERSKI et al (2000).

E importante salientar que estes dois dltimos estudos constataram a expressio do

gene TIGR/MYOC tanto nos astrécitos e axdnios do nervo Optico (KARALI et al, 2000)

68



como no tecido perivascular que circunda a artéria central da retina e na pia mater
(SWIDERSKI et al, 2000). Os autores inferiram que o gene TIGR/MYOC seria expresso
nio somente na malha trabecular, local onde ocorre a maior parte da drenagem do humor
aquoso, mas também no nervo optico, local do dano glaucomatoso. Em contraste, ADAM
et al (1997) ndo encontraram vestigio de RNAm do gene TIGR/MYOC no nervo éptico.

O gene TIGR/MYOC mostrou-se expresso na musculatura cardiaca, estriada, no
neuroepitélio olfatdrio e nas células ciliares da coclea (KUBOTA et al, 1997). ORTEGO, et
al (1997) observaram niveis detectaveis de expressao em musculo cardiaco e esquelético e
ndo detectdveis em tecido cerebral, placenta, pulmao, figado, rim e pancreas.

Em relacdo a regulacdo da expressdo do gene TIGR/MYOC, POLANSKY et al
(1997) avaliaram através da andlise por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) quantitativa
o aumento da concentragdo de RNAm do gene TIGR/MYOC em células trabeculares
expostas a diferentes agentes, incluindo a dexametasona, H,0,, acetato de
tetradecanoilforbol e choque térmico. Os autores observaram aumento da concentracdo de
RNAm em relacdo ao seu nivel basal apds exposicdo aos quatro agentes estudados. A
exposicdo a dexametasona resultou na maior concentracdo apds um periodo mais
prolongado (10 dias), sugerindo a participagdo ndo apenas de estimulos hormonais mas
também do estresse oxidativo na regulacdo da expressdo do produto do gene TIGR/MYOC.
Outro trabalho apresentado por TAMM et al (1999) relatou aumento da expressao do gene
TIGR/MYOC em cultura de células trabeculares apds estimulo mecanico e apds exposi¢ao
ao fator de crescimento (transforming growth factor) TGFP1. Entretanto, algumas
substancias como o fator de crescimento basico de fibroblastos (bFGF) e o hormonio da

tir6ide parecem reduzir a expressao do gene TIGR/MYOC em células trabeculares expostas
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a dexametasona (POLANSKY, FAUSS, ZIMMERMAN, 2000). Além disto, KIRSTEIN et
al (2000) observaram que proteinas associadas ao processo de transcricdo atuam facilitando
o acoplamento de RNA polimerase ao DNA, contribuindo para a transcricdio do gene
TIGR/MYOC em células trabeculares e astrdcitos.

O gene TIGR/MYOC encontra-se expresso na malha trabecular em olhos normais e
glaucomatosos (GPAA, GPAE e glaucoma secunddrio a corticoesterdides) segundo o
trabalno de TAKAHASHI et al (2000). LUTJEN-DRECOLL et al (1998) avaliaram a
expressdo da proteina codificada pelo gene TIGR/MYOC através de andlise por
imunohistoquimica e anticorpos policlonais e fluorescentes e observaram um aumento da
fluorescéncia em olhos glaucomatosos (GPAA, glaucoma de pressdo normal e glaucoma
pseudoexfoliativo) quando comparados a olhos normais pareados por idade. Outro estudo
descreveu reducdo da secrecdo da proteina TIGR/MYOC na malha trabecular e no humor
aquoso em olhos com GPAA associado a mutagdes no gene GLCIA (JACOBSON et al,
2001).

MERTTS et al (1999) avaliaram a localizagdo intracelular da proteina codificada
pelo gene TIGR/MYOC através de andlise por delecdes da por¢ao amino-terminal do gene,
e relacionaram a regido compreendida do aminodcido 15 ao aminodcido 138 no exon 1,
como responsdvel pela associa¢io da proteina com os microttibulos celulares.

Outro estudo (UEDA et al, 2000) avaliando a localizacdo da proteina codificada
pelo gene TIGR/MYOC através de andlise por Western blot, microscopia eletrdnica e
andlise quantitativa por Immunogold labelling, identificou a presenca desta nas mais
diferentes organelas celulares e mesmo no meio extracelular, em cultura de células e tecido

trabecular humano exposto e ndo exposto a dexametasona. A organela onde foi constatada a
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maior concentracdo da proteina foi a mitocondria, seguido pelas vesiculas citoplasmaticas,
filamentos de actina, filamento intermediario e citosol.

O’BRIEN, REN, WANG (2000), avaliando células endoteliais do canal de
Schlemm expostas a dexametasona, constataram a presenca da proteina codificada pelo
gene TIGR/MYOC no complexo de Golgi. Analisando a estrutura genOmica, os autores
observaram que o gene TIGR/MYOC compartilha regides de homologia com proteinas
associadas ao complexo de Golgi tanto na por¢cdo amino-terminal como no dominio da

olfactomedina nas posi¢des 298 (FEYDL), 369 (FPYS) e 451 (FAYD).

5.4. Rastreamento de Mutacoes

Uma vez constatado que alteragdes na estrutura do gene TIGR/MYOC estdo
associadas ao GPAA, vdrios estudos t€ém sido realizados para avaliar a presenca destas
alteracdes na seqiiéncia de aminodcidos no gene TIGR/MYOC em pacientes com GPAA.
Estes trabalhos englobam populacdes de varias origens, tais como norte-americana,
européia e asidtica, na tentativa de avaliar a prevaléncia de mutacdes e determinar as
alteracoes na seqiiéncia do gene TIGR/MYOC. Niao existem, no entanto, estudos que
investiguem a freqii€éncia e o tipo de mutacdes no gene TIGR/MYOC em pacientes com

GPAA-J na América Latina.
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6. Objetivos

Este estudo tem como objetivos:

1. Determinar a freqiiéncia e os tipos de mutacdes encontradas no gene TIGR/MYOC em

uma populacdo brasileira de pacientes com GPAA-J.

2. Comparar o perfil clinico entre os pacientes com alteracdo na seqiiéncia do gene

TIGR/MYOC e os pacientes sem mutacao.

3. Determinar se individuos com a mesma mutacdo no gene TIGR/MYOC tém origem a

partir de um ancestral comum.

4. Avaliar a segregacdo e a penetrancia de mutacdes no gene TIGR/MYOC nao descritas

previamente na literatura.
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II - PACIENTES E METODOS
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1. Pacientes

Foram avaliados pacientes com diagnéstico de GPAA-J atendidos consecutivamente

no Setor de Glaucoma da Disciplina de Oftalmologia do Hospital das Clinicas da

UNICAMP durante o periodo de julho de1997 a dezembro de 1999.

1.1. Critérios de Inclusao

1y

2)

3)

4)

5)

Os critérios usados para definir GPAA-J foram:
Dano glaucomatoso do disco 6ptico caracterizado por pelo menos duas das seguintes
alteracdes: escavacdo maior que ou igual a 0,7, perda localizada de rima nervosa e
assimetria de escava¢do maior que 0,3.
Perda de campo visual correspondente as alteracdes do disco Optico, e que preenchiam
os critérios d¢ ANDERSON (COSTA, 1995): a) trés pontos adjacentes ndo periféricos
com p < 5%, sendo que um deles com p < 1% pertencentes ao grafico de probabilidades
do pattern deviation; b) corrected pattern standard deviation com p < 5% e c)
glaucoma hemifield test apresentando o resultado borderline ou outside normal limits.
Angulo aberto 4 gonioscopia.
PIO maior do que 21 mmHg em pelo menos duas medidas documentadas. Pacientes
com PIOs menores que 21 mmHg devido a tratamento clinico e/ou cirdrgico de
glaucoma foram incluidos no estudo desde que os outros critérios de inclusdo fossem
preenchidos.

Idade de diagndstico inferior a 40 anos.
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1.2. Critérios de Exclusiao

1) Parentesco com individuo j4 incluido no estudo.

2) Trauma ocular prévio.

3) Histodria de uso de corticdide tépico ou sistémico.

4) Presenca de alteragdes no segmento anterior que pudessem levar a aumento da PIO ou
que sugerissem diagnéstico de alguma outra forma de glaucoma secundério, congénito

ou de desenvolvimento.

1.3. Grupo Controle

Um grupo controle foi usado para determinar a freqiiéncia de novas mutagdes no
gene TIGR/MYOC na populagdo geral. Este grupo era composto de 100 recém-nascidos
(50 individuos de cor branca e 50 de cor negra), cujas amostras sangiiineas foram obtidas
no Hemocentro da UNICAMP no periodo de 1995 a 1997, fazendo parte de um banco de
DNA correspondente a populacdo geral. Os recém-nascidos eram normais, provenientes da
Central de Atendimento Integral a Mulher (CAISM) da UNICAMP e representam a

populacdo alvo de atendimento do Hospital das Clinicas da UNICAMP.

2. Métodos
2.1. Dados Demograficos

Foram coletados dados referentes ao histérico familiar para glaucoma, assim como
antecedentes de tratamento cirtirgico e/ou clinico de glaucoma. Avaliou-se a necessidade de
intervengdo cirdrgica para controle do glaucoma em dois momentos: na primeira e udltima
visita ao Setor de Glaucoma do Hospital das Clinicas da UNICAMP. Outros dados

demograficos como idade ao diagndstico, sexo e raga também foram obtidos por entrevista.
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2.2. Exame Oftalmolégico
A avaliagdo oftalmoldgica, foi realizada na primeira visita do paciente ao

Ambulatério de Oftalmologia do Hospital das Clinicas da UNICAMP e incluiu:

1) Medida da acuidade visual realizada sob ilumina¢do constante, utilizando a tabela de
Snellen colocada a 5 metros do paciente.

2) Medida do erro refracional em ambos os olhos (medido em dioptrias), seguido do
célculo do equivalente esférico. O equivalente esférico foi estimado a partir da divisao
pela metade do grau de astigmatismo em dioptrias (lentes cilindricas negativas), que foi
posteriormente somado ao grau esférico.

3) Biomicroscopia do segmento anterior realizada com lampada de fenda.

4) Estudo do seio camerular por meio de gonioscopia de identagdo.

5) Medida da PIO com tondmetro de aplanacdo de Goldmann.

6) Avaliacdo do disco Optico sob midriase, realizada em lampada de fenda com lente
asférica de 78 dioptrias.

7) Perimetria computadorizada em individuos com acuidade visual maior que ou igual a
20/400.

As medidas de PIO e acuidade visual foram obtidas do exame inicial do paciente no

ambulatério de oftalmologia da UNICAMP.

2.3. Biologia Molecular

2.3.1. Extracao de DNA

Coletaram-se 5 ml de sangue periférico da veia antecubital dos pacientes
glaucomatosos em frasco estéril, com EDTA 10% como anticoagulante. A extracdo de

DNA e as etapas seguintes a serem descritas foram realizadas no Laboratério de Biologia

Molecular do Hemocentro da UNICAMP. A amostra foi centrifugada a 2500 rpm por 15
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minutos. Apds o descarte do plasma, os eritrdcitos foram lisados com uma mistura das

solucdes de cloreto de amoénio (NH4Cl) 0,144 M (5 vezes o volume de células) e
bicarbonato de amonio (NH4HCO3) 0,01 M (0,5 vez o volume de células). Apds repouso a

temperatura ambiente por 15 minutos, o hemolisado foi centrifugado por 20 minutos a 2500
rpm, seguido de nova lise de hemdcias. O sobrenadante foi removido e o precipitado de
leucdcitos lisado com a utilizagdo do reagente DNAzol, segundo as instru¢des do fabricante
(Gibco/BRL, Gaithersburg, MD, EUA). A precipitagdo do acido nucleico foi obtida pela
adicdo de acetato de sédio 3 M pH 5,2 (10% do volume) e etanol absoluto — 20°C (3 vezes
0 volume).

O DNA foi solubilizado em dgua destilada estéril e teve sua concentracdo estimada
em espectrofotdmetro, através do valor da densidade dptica em comprimento de onda = 260

nm (SAMBROOK et al, 1989).

2.3.2. Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Confeccionaram-se seis pares de iniciadores para amplificar o exon 1 do gene
TIGR/MYOC (composto por 604 pb), um par para amplificar o exon 2 (126 pb) e cinco
pares de iniciadores para o exon 3 (782 pb). A PCR foi realizada utilizando-se os seguintes
reagentes: 20 pmoles de cada iniciador, tampao da enzima (Tris-HCl 20 mM (pH 8,4), KCl
50 mM) MgCl, 1.5 mM, gelatina 0,01%, mistura de nucleotidios (dATP, dCTP, dTTP,
dGTP) 0,2 mM, e 2 unidades de Taq DNA polimerase (GIBCO/BRL, Gaithersburg, MD,
EUA - exon 3) ou 2 unidades de Taq DNA polimerase (BIOTOOLS, Madrid, Espanha—
exons 1 e 2), com tampao contendo MgCl, somados a 0,5 pg de DNA gendmico. Para

todas as regides do exon 3, utilizou-se formamida 5% na reagcdo. Para os exons 1 e 2 ndo se
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utilizou a formamida, com exce¢do da regido 1 do primeiro exon. A regido 5 do exon 1 foi
amplificada adicionando-se a Tag DNA polimerase ao final da primeira desnaturacdo. O
volume final da rea¢do de PCR era de 50 pl, sendo que a seqiiéncia dos iniciadores, a
temperatura de anelamento e o tamanho do fragmento amplificado estdo descritos na tabela
II. As reacdes foram submetidas a 35 ciclos de desnaturagdo (94°C), anelamento
(temperatura varidvel segundo tabela II) e extensdo (72°C), todos 0s passos com um minuto
de duracdo, em aparelho ciclador de temperatura (MJ research, IMC Incorp, EUA). O
utimo ciclo (trigésimo quinto) teve a extensdo prolongada por 7 minutos. Finalmente, os
produtos da PCR foram separados por meio de eletroforese em gel de agarose 1,5 % corado
com brometo de etideo e examinados sob luz ultra violeta (UV) (SAIKI et al, 1988).

Tabela II. Sequéncia dos iniciadores, tamanho do fragmento amplificado e temperatura de anelamento
utilizados para o rastreamento de mutagdes nos 3 exons do gene TIGR/MYOC.

Exon/Regido Sequéncia Tamanho do Temperatura de
Fragmento (pb) Anelamento
1/1 S -5 GGCTGGCTCCCCAGTATATA 3’ 174 50°C
AS -5 ACAGCTGGCATCTCAGGC 3’
172 S -5 ACGTTGCTGCAGCTTTGG 3’ 196 64°C
AS -5 GATGACTGACATGGCCTGG 3’
1/3 S -5 AGTGGCCGATGCCAGTATAC 3’ 189 55°C
AS -5 CTGGTCCAAGGTCAATTGGT 3’
1/4 S -5 AGGCCATGTCAGTCATCCAT 3’ 214 57°C
AS -5 TCTCTGGTTTGGGTTTCCAG 3’
1/5 S -5 TGACCTTGGACCAGGCTG 3’ 200 62°C
AS -5 CCTGGCCAGATTCTCATTTT 3’
1/6 S - 5" TGGAGGAAGAGAAGAAGCGA 3’ 187 66°C
AS - 5° CTGCTGAACTCAGAGTCCCC 3’
2 S -5 AACATAGTCAATCCTTGGGCC 3’ 233 60°C
AS -5 TAAAGACCACGTGGGCACAA 3’
3/1 S -5 ATTATGGATTAAGTGGTGCTTCGT 3’ 353 55°C
AS -5 TCTTATGACAGTTCTGGACTCAGC3’
372 S -5 ATACTG CCTAGGCCACTGGA 3’ 190 55°C
AS - 5’CAATGTCCGTGTAGCCACC 3’
3/3 S -5 AAGATATGAGCTGAATACCGAGAC A 3’ 251 55°C
AS -5 CAGATGATGAAGGCATTGGC 3’
3/4 S -5 GAACTCGAACAAACCTGGGA 3’ 195 55°C
AS - 5° CATGCTGCTGTACTTATAGCGG 3’
3/5 S -5 CAAGACCCTGACCATCCCATTC 3’ 173 55°C

AS -5 TCTCCTTCTGCCATTGCCTGTAC 3’

S = sense, AS = antisense, pb = pares de bases
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2.3.3. Polimorfismo de Conformacao de Fita Simples de DNA (SSCP)

A andlise por SSCP de acordo com modificacdo do método de ORITA et al (1989)
foi realizada no aparelho “PhastSystem” (Pharmacia, Uppsala, Suécia). O produto da PCR
foi diluido 1: 1(vol : vol) com tampao de corrida (formamida 95%, EDTA 10 mmol/L pH
8,0 e azul de bromofenol 0.1%), desnaturado por 3 minutos e mantido em gelo até a
eletroforese em gel homogéneo de poliacrilamida 20% ou 12,5%, com tiras de agarose
usadas como tampao. As condi¢des de pré-corrida e aplicagdo das amostras de PCR das
regides que constituem o gene TIGR/MYOC, baseado nos dados de MOHABEER et al

(1991), foram:

Regioes 1/1, 1/3, 1/6, 3/2, 3/3, 3/4 e 3/5
1) pré corrida: 400 v, 10mA, 1,0 w, 15° C; 10 vh

2) aplicagdo: 25 v, 10 mA, 1,0 w, ISOC; 2 vh

Observacdo: para a regido 1/1 o valor da corrente foi de 5,0 mA.
Regido 1/2

1) pré corrida: 400 v, 5,0mA, 1,0 w, 4° C; 10 vh

2) aplicagdo: 25 v, 5,0mA, 1,0 w 40C; 2 vh

Regioes 1/4, 1/5 e 2

1) pré corrida: 400 v, 10mA, 1,0 w, 10° C; 10 vh

2) aplicagdo: 25 v, 10 mA, 1,0 w, IOOC; 2 vh

Regido 3/1

1) pré corrida: 400 v, 10mA, 1,0 w, 20° C; 10 vh

2) aplicagdo: 25 v, 10 mA, 1,0 w, 2OOC; 2 vh
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Para cada exon foram testadas diferentes condi¢des de temperatura, voltagem e
relacdo voltagem/hora na tentativa de se obter o melhor padrao de migracdo eletroforética
no SSCP.

As condi¢des de corrida para cada uma das regides que constituem o gene
TIGR/MYOC estdo descritas na tabela III.

As bandas de DNA foram visibilisadas por meio de coloracio pela prata envolvendo
lavagens consecutivas em &cido tricloroacético 20% (5 minutos, 20°C), glutaraldeido 5% (5
minutos, 50°C), dgua (2 lavagens de 30 segundos cada, 30°C), Na,COs3 2,5% e formaldeido
0,013% (4 minutos, 30°C), acido acético 5% (2 minutos, 50°C) e glicerol 13% (3 minutos,

50°C).

Tabela III. Condi¢Ges de corrida e concentracdo do gel de poliacrilamida para os 3 exons do gene

TIGR/MYOC
Exon/Regido Condigoes de Corrida concentracao do gel de
poliacrilamida

171 150v/5,0mA /1 w/15°C/ 150 vh 20%
172 150 v/ 5,0 mA /1,0w /4°C /250 vh 20%
1/3 150 v/ 10,0 mA / 1,0w / 15°C /250 vh 20%

1/4 150 v/ 10,0 mA /1,0 w /10°C / 250vh 20%

1/5 150 v/ 10,0 mA / 1,0w /10°C / 250 vh 20%

1/6 150 v/ 10 mA / 1,0w / 15°C /250 vh 20%

2 150 v/ 10,0 mA /1,0 w /10°C /250 vh 20%
3/1 340 v/ 10,0 mA /1,0 w/20°C /300 vh 20%
32 400 v/ 10,0 mA /1,0 w/ 15°C /350 vh 20%
3/3 400 v/ 10,0 mA /1,0 w/ 15°C /350 vh 12,5%
3/4 400 v/ 10,0 mA /1,0 w/ 15°C /350 vh 20%
3/5 150 v/ 10,0 mA /1,0 w/ 15°C /200 vh 20%

v = volt; mA = mili amper; w = watt; vh = volt-hora.
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2.3.4. Andlise por Seqiienciamento

2.3.4.1. Seqiienciamento Manual

Seqiienciaram-se amostras com mobilidade eletroforética anormal detectada pelo

SSCP utilizando-se o “kit” de sequenciamento “Thermo Sequenase Cycle Sequencing Kiz”

com 7—32P dATP (Amersham Life Science, Inc.-Cleveland, Ohio, EUA), de acordo com as

instrucdes do fabricante. Os iniciadores utilizados no seqiienciamento foram os mesmos da

reacao de PCR.

1.

2.

As etapas do sequenciamento estdo listadas a seguir:
O volume de 5 pl do produto da reagdo de PCR foi tratado com 1 pl de exonuclease I
(100 U/ul) e 1 ul de fosfatase alcalina de camardo (2 U/ul). A mistura foi incubada a
37°C por 15 minutos, seguidos de 15 minutos a 80°C, para a inativa¢do das enzimas.
Desse total, 2 ul foram utilizados para a reacdo de seqiienciamento, acrescentando-se
10,5 pl de dgua deionizada estéril, 2 pl de tampao para “Thermosequenase” (diluido 10
vezes), 1 pl do iniciador marcado previamente com 7°P-dATP e 2 ul da enzima
“Thermosequenase”, obtendo-se um volume total de 17,5 ul.
O volume de 5 pl da mistura acima foi adicionado aos tubos previamente identificados e
contendo 4 pl de cada uma das misturas de terminacdo (G, A, T e C). Acrescentou-se 1
gota de 6leo mineral e as amostras foram submetidas a uma nova reacdo de PCR,
utilizando-se a temperatura de anelamento do PCR original. Apés 30 ciclos, a reacdo foi
interrompida com a adi¢do de 4 ul de “stop solution” (formamida 95%, EDTA 20mM,
azul de bromofenol 0,05% e xileno cianol 0,05%).

A reacdo de marcacdo do iniciador foi realizada em um tubo Eppendorf, onde

adicionou-se 1,1 pul de dgua deionizada estéril, 0,6 pl de tampao para T4 quinase 10X, 0,5
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ul do iniciador (20 pmol), 1 ul de ¥?P-dATP (10,0 mCi/ml) e 3 ul de T4 polinucleotideo
quinase (10 U/ul). A reagdo foi incubada por 10 minutos a 37°C e por 5 minutos a 95°C.

O volume de 4ul do produto da reacdo de sequenciamento foi desnaturado a 94°C
por 2 minutos e aplicado em gel de poliacrilamida 6% em tampao Tris-Taurina-EDTA
(TTE) 0,8X e uréia 7 M, em placas de 33x40 cm, com gradiente de espessura de 0,25 a 0,75
mm. A eletroforese foi realizada a 75 W por 2 a 3 horas a 50°C, de acordo com o tamanho
do fragmento, utilizando-se como tampao de corrida TTE 0,8X (TTE € igual a Tris 89mM/
tampao taurina 15 mM/ EDTA 0,5 mM, pH 9,0; United States Biochemical).

Secou-se o gel a 80°C por 1 hora em aparelho Bio-Rad modelo 583 (Applied
Biosystems, Foster City CA, EUA) e procedeu-se a exposicao do mesmo em cassete com

filme de raio X, por 16 horas, a temperatura ambiente.

2.3.4.2. Seqiienciamento Automatico

Para o seqiienciamento automdtico foi utilizado o “Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit” (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). O
seqlienciamento automatizado foi realizado no aparelho ABI PRISM 310 (Genetic

Analyser, Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA).

2.3.4.2.1. Purificacdo do Produto da PCR
Os produtos da PCR que apresentaram mobilidade eletroforética alterada detectada
pelo SSCP foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com brometo

de etideo e posteriormente examinados sob luz UV. Os produtos amplificados foram
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purificados com o Kit da QIAGEN (“QIAquick PCR Purification Kit”) segundo o

protocolo descrito pelo fabricante.

2.3.4.2.2. Quantificacao do Produto Amplificado

Dois microlitros do material purificado foram aplicados em gel de agarose 1,5%
corado com brometo de etideo, submetidos a eletroforese e examinados sob luz UV. A
concentracdo de DNA da amostra purificada foi estimada a partir da comparacdo da
intensidade da banda do produto purificado com a intensidade da banda do marcador de

massa molecular Low Mass DNA Ladder (GIBCO-BRL, Gaithersburg, MD, EUA).

2.3.4.2.3. Reacao de Seqiienciamento

Foram utilizados de 15 a 45 ng do produto para uma reagdo de 10ul, contendo 3ul
de “Big Dye Terminator Ready Reaction” (ABI PRISM Big Dye terminator Cycle
Sequencing kit, Applied Biosystems Foster City CA, EUA) e 1,6 pmol de um dos
oligonucleotideos iniciadores (sense ou antisense) utilizados na PCR, sendo o volume final
completado com dgua destilada.

As condigdes da reacdo de sequenciamento foram as seguintes: desnaturagdo inicial
a 96°C por 1 minuto, seguida de 25 ciclos de 96°C por 10 segundos, 57°C por 5 segundos e
60°C por 4 minutos. As amostras foram em seguida submetidas a eletroforese no

sequenciador automdtico “ABI PRISM 310” e os cromatogramas analisados.
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2.3.5. Digestao com Enzima de Restricao

Com o objetivo de investigar se a nova alteracdo Cys433Arg na seqii€éncia do gene
TIGR/MYOC estaria presente na populacdo controle, realizou-se digestdao com a enzima de
restricdo Fok I nas amostras de 100 individuos pertencentes ao grupo controle. Utilizou-se
4U da enzima (4U/ul), 12,51 do produto da reagdo de PCR e 1,5ul do tampdo da enzima,
totalizando um volume final de 15ul. A reacdo foi incubada por 1 hora a 37°C e o produto
da digestdo aplicado em gel de agarose 3% corado com brometo de etideo e visibilisados

sob luz UV.

2.3.6. Analise de Haplédtipos

Para avaliar se individuos apresentando uma mesma mutacdo (Cys433Arg)
provinham de um ancestral comum ou se o fendmeno era secundario a eventos recorrentes,
realizou-se a andlise de haplétipos.

Foram submetidos a andlise de haplétipos pacientes e familias de pacientes que
apresentaram a mutacdo Cys433Arg. Quatro marcadores flanqueando o locus GLCIA
foram avaliados (NGA19, D1S1619, D1S2790, D1S210) através da PCR e eletroforese em
gel de poliacrilamida 6% desnaturante. Os reagentes utilizados na PCR para cada um dos
marcadores foram: 20 pmoles de cada iniciador correspondente aos marcadores estudados,
tampao da enzima (Tris-HCI 20 mM (pH 8,4), KC1 50 mM, MgCl,), gelatina 0,2%, mistura
de nucleotidios (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) 0,2 mM, e 2 unidades de Taq DNA
polimerase (BIOTOOLS, Madrid, Espanha) somados a 0,5 pug de DNA gendmico. Para os
marcadores D1S210 e D1S1619 utilizou-se formamida 5% na reacdo, enquanto que para o

marcador NGA19 empregou-se “dimethyl-sulphoxide” 10%. Para os marcadores D1S210 e
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D1S1619, foram realizados no termociclador 30 ciclos de 94° C por 30 segundos, 55° C por
um minuto e 15 segundos e 72° C por 15 segundos. Para o marcador D1S2790, realizou-se
a PCR com 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 58°C por um minuto e 72°C por um
minuto. O marcador NGA19 apresentou as seguintes condi¢des da PCR: 35 ciclos de 94°C

por 30 segundos, 59°C por 30 segundos e 72°C por um minuto.

3. Analise dos Heredogramas

3.1. Segregacao Concomitante

Os heredogramas de duas familias com a mutacdo Cys433Arg no gene
TIGR/MYOC foram descritos com o objetivo de avaliar a segregacdo concomitante desta
com o GPAA-J. A segregacdo concomitante é observada quando os individuos portadores
da mutacdo estdo também afetados pela moléstia, enquanto aqueles sem a mutacdo nao

apresentam a doenga.

3.2. Penetrancia
Avaliou-se a penetrancia da mutacdo Cys433Arg no gene TIGR/MYOC em uma
das familias com GPAA-J. A penetrancia corresponde a porcentagem de individuos

afetados que manifestaram a moléstia em um determinado periodo.

4. Analise dos dados
O rastreamento de alteracdes na seqiiéncia do gene TIGR/MYOC permitiu

determinar a freqiiéncia de mutagdes na populacdo avaliada com GPAA-J. Além disto,
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realizou-se um estudo comparativo que avaliou dados clinicos e demogrificos nos

pacientes portadores e ndo portadores de mutacao no gene TIGR/MYOC.

5. Analise Estatistica

Utilizou-se para varidveis quantitativas o teste T de Student ndo pareado. Para
varidveis qualitativas, realizou-se o teste % ou o teste de Fischer. Foram considerados
estatisticamente significantes valores de P inferiores a 0,05. Todos os dados foram

tabulados e analisados através do programa estatistico SPSS (versdo 6.3.1 standard, SPSS

Inc., EUA)

6. Aspectos Eticos
O estudo foi aprovado pela comissio de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP. Todos os pacientes com GPAA-J

assinaram termo de consentimento previamente a coleta de sangue.
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1. Dados Demograficos

Vinte e oito pacientes com GPAA-J foram avaliados. A média de idade dos
pacientes ao diagnéstico foi de 25,96 = 7,49 anos (variando de 10 a 39 anos). Cinco
pacientes (17,86%) foram diagnosticados com GPAA-J antes dos 20 anos, 12 (42,86%)
entre 20 e 29 anos e 11 (39,28%) acima de 29 anos. Quinze pacientes eram do sexo
masculino (53,57%), e 13 do sexo feminino (46,42%). Quanto a distribui¢ao de acordo com
o grupo étnico, 15 pacientes (53,57%) eram brancos, 12 eram negros (42,86%) e um era de
origem asidtica (3,57%). Dos 28 pacientes, 18 (64,28%) apresentavam histéria familiar

positiva para o glaucoma, sendo 11 de cor branca (11/15 — 73,33%) e sete de cor negra

(712 - 58,33%) (P = 0,95) [Tabela IV].

91



Tabela IV. Identificacdo, idade ao diagndstico, sexo, cor e antecedente familiar dos 28 individuos

com GPAA-J.

Identificacao Idade (anos) Sexo Cor Antecedente Familiar
1. AAS 39 Masculino Negra positivo
2. CBF 31 Masculino Negra positivo
3.CVD 22 Masculino Negra positivo
4. CSS 15 Feminino Branca positivo
5. DAJ 10 Masculino Negra negativo
6. DPB 32 Masculino Negra negativo
7. EMI 25 Masculino Branca negativo
8. EAS 25 Feminino Negra negativo
9. HGF 30 Feminino Branca negativo

10. IS 35 Feminino Branca positivo
11.JLU 30 Masculino Amarela negativo
12. JMN 31 Masculino Negra negativo
13.JGK 33 Feminino Branca positivo

14JL 24 Feminino Branca positivo
15.JCS 11 Masculino Branca negativo
16. LAB 36 Feminino Branca positivo
17. LGS 16 Feminino Negra positivo
18. MAN 25 Masculino Negra negativo
19. NGS 25 Masculino Branca positivo
20. OOL 29 Masculino Negra positivo
21. AS 29 Masculino Branca positivo
22. SAF 24 Feminino Branca positivo
23.SCP 19 Feminino Branca negativo
24. SCA 18 Feminino Branca positivo
25.TE 34 Feminino Negra positivo
26. VF 27 Feminino Branca positivo
27. MIN 20 Masculino Negra positivo
28.JAR 32 Masculino Branca positivo
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2. Exame Ocular

Vinte e cinco pacientes (89,28%) apresentaram glaucoma em ambos os olhos. Em
trés pacientes (10,71%), ndo se detectou alteracdo glaucomatosa no campo visual em um
dos olhos. As médias das PIOs iniciais foram 30,36 £ 12,70 mmHg no olho direito e 31,32
+ 13,63 mmHg no olho esquerdo. Em 14 dos 28 pacientes (50,00%), a PIO inicial foi maior
que ou igual a 30 mmHg em pelo menos um dos olhos. Nove olhos (16,07% - 9/56) de sete
pacientes apresentaram acuidade visual menor do que conta dedos (CD), 16 olhos (28,57%
- 16/56) de 13 pacientes apresentaram acuidade visual variando de CD a 0,3 e 31 olhos
(55,35% - 31/56) de 20 pacientes mostraram acuidade visual maior do que 0,3. As médias
dos equivalentes esféricos foram de —2,37 £ 5,28 dioptrias (variando de —26,00 a +3,00) no
olho direito e —2,79 £ 5,87 dioptrias (variando de — 28,00 a +0,50) no olho esquerdo.

Realizou-se o exame de campo visual em 45 olhos (80,36% - 45/56) de 25
pacientes. Em 11 olhos de oito pacientes, a perimetria computadorizada ndo foi realizada
devido a baixa acuidade visual. Ao serem examinados pela primeira vez no ambulatério do
Glaucoma da UNICAMP, trés pacientes (10,71%) ja haviam sido submetidos a
procedimento cirtrgico para controle da PIO. Apds seguimento médio de 54,31 + 28,13
meses, 22 (78,06%) individuos haviam sido submetidos a procedimento cirirgico para
controle pressorico, sendo que quatro pacientes o fizeram por mais de uma vez no mesmo
olho [Tabela V]. Dezoito pacientes (64,28%) com histéria familiar positiva para o
glaucoma apresentaram PIO média inicial de 32,94 + 14,21 mmHg no olho direito e 34,89
+ 14,92 mmHg no olho esquerdo enquanto os pacientes sem antecedente (n = 10),
apresentavam PIO média inicial de 25,70 £ 8,03 mmHg e 24,90 *+ 8,08 nos olhos direito e

esquerdo, respectivamente (P = 0,151 - olho direito e P = 0,030 — olho esquerdo).
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Tabela V. Identificacdo, PIO inicial, acuidade visual inicial, equivalente esférico, campo visual inicial
e nimero de cirurgias anti-glaucomatosas ao final do seguimento em cada olho dos 28
individuos com GPAA-J.

Identificacdo Olho PIO (mmHg) Acuidade Visual Equivalente esférico Campo Visual Niuimero de Cirurgias
1. AAS OD 37 1,0 plano alterado 2
OE 42 MM plano nao disponivel 1
2. CBF OD 36 CD -0,50 alterado 2
OE 32 0,8 -0,25 alterado 2
3.CVD OD 20 CD plano alterado 1
OE 20 0,2 plano alterado 1
4. CSS OD 32 0,2 plano alterado 1
OE 32 0,8 plano alterado 0
5. DAJ OD 24 09 +0,75 alterado 0
OE 24 09 +0,50 alterado 0
6. DPB OD 38 1,0 plano alterado 1
OE 40 PL plano ndo disponivel 0
7. EMI OD 30 1,0 -0,50 normal 1
OE 26 1,0 plano alterado 1
8. EAS OD 34 CD -26,00 nao disponivel 0
OE 34 CD -28,00 ndo disponivel 1
9. HGF OD 21 0,2 -0,50 alterado 0
OE 23 CD plano alterado 0
10. 1S OD 38 1,0 plano alterado 1
OE 38 1,0 plano alterado 1
11. JLU OD 12 0,9 -1,25 alterado 1
OE 12 0,9 -1,75 alterado 1
12. JMN OD 22 CD +3,00 alterado 1
OE 20 0,7 -6,25 alterado 0
13. JGK OD 28 0,8 -0,50 alterado 1
OE 18 0,9 -0,25 alterado 1
14 JL OD 20 0,2 -8,75 alterado 1
OE 24 0,4 -12,75 alterado 1
15.JCS OD 20 0,6 plano alterado 0
OE 18 0,5 plano alterado 0
16. LAB OD 24 MM -5,00 nao disponivel 3
OE 25 SPL -3,25 ndo disponivel 0
17. LGS OD 54 PL -2,50 ndo disponivel 0
OE 60 MM -1,50 nao disponivel 1
18. MAN OD 22 CD -1,75 alterado 0
OE 22 PL -1,00 ndo disponivel 0
19. NGS OD 54 0,1 -1,75 alterado 1
OE 49 1,0 -1,25 normal 1
20. OOL OD 44 0,6 -2,75 alterado 1
OE 56 0,1 2,75 alterado 1
21. AS OD 60 SPL -0,75 ndo disponivel 0
OE 60 0,2 -0,75 alterado 1
22. SAF OD 41 1,0 -1,50 alterado 1
OE 52 1,0 -0,50 alterado 1
23.SCP OD 34 1,0 -1,50 alterado 0
OE 30 1,0 -1,50 normal 0
24. SCA OD 07 0,2 -6,50 alterado 1
OE 28 0,5 -7,25 alterado 1
25.TE OD 28 1,0 -0,75 alterado 1
OE 28 1,0 -0,50 alterado 1
26. VF OD 24 1,0 plano alterado 0
OE 24 1,0 plano alterado 0
27. MIN OD 32 1,0 plano alterado 1
OE 28 1,0 plano alterado 1
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Identificacdo Olho PIO (mmHg) Acuidade Visual Equivalente esférico Campo Visual Numero de Cirurgias

28.JAR OD 14 MM -7,25 nao disponivel 1
OE 12 0,3 -9,00 alterado 2

Legenda: PIO = Pressdo Intraocular, OD = olho direito, OE = olho esquerdo, SPL = sem percepcao
luminosa, PL = percepc¢ao luminosa, MM = movimento de mdos, CD = conta dedos

3. Mutacoes no Gene TIGR/MYOC em Individuos com GPAA-J

Onze pacientes (39,28%) apresentaram alteracbes na seqiiéncia do gene
TIGR/MYOC. Dos individuos com alteracdo na seqiiéncia do gene, oito (28,57%) eram
portadores de uma mutacdo de ponto no nucleotideo localizado na posi¢ao 1362 (com
substituicdo em heterozigose de timina por citosina), na primeira base do codon 433 da
cadeia polipeptidica, levando a troca de cisteina por arginina (TGT para CGT -
Cys433Arg) [Figuras 5 e 6]. Os oito pacientes com a mutagdo Cys433Arg apresentaram
média de idade ao diagnéstico de 27,62 + 4,71 anos (variando de 20 a 35 anos). Cinco
pacientes (60%) pertenciam ao sexo masculino e trés (40%) ao sexo feminino. Em relacdo a
distribuicdo étnica destes pacientes, cinco (60%) eram brancos e trés (40%) eram negros.
Dos oito pacientes, sete (87,50%) apresentavam histéria familiar positiva para glaucoma.
As PIOs médias iniciais foram de 41,37 = 11,50 mmHg no olho direito e 43,37 = 13,06
mmHg no olho esquerdo. Um terco (31,25% - 5/16) dos olhos apresentavam acuidade
visual menor do que 0,4, dos quais, dois olhos (40% - 2/5), apresentavam visdo menor do
que movimento de maos (MM). Doze olhos de sete pacientes (75% - 12/16) haviam sido
submetidos a procedimento cirdrgico ao final do seguimento. Dois olhos (12,50% - 2/16),
nido haviam sido submetidos a procedimento cirdrgico devido a auséncia de percep¢ao

luminosa (SPL). Assim, somente um paciente (dois olhos) portador da mutacao Cys433Arg
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nao teve necessidade de ser submetido a procedimento cirtrgico para controle da PIO até o

momento [Tabela VI].
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Figura 5. A esquerda, SSCP realizado em gel de poliacrilamida 20% do produto da PCR da
regido 4, exon 3. Amostra controle (1) e amostras de individuos com GPAA-J (2 - IS,
3 —MAN e 4 - VF). As amostras 2 e 4 apresentam padrio de mobilidade eletroforética
alterada quando comparadas com o controle. A direita, seqiienciamento manual do
produto da PCR da regido 4 do exon 3 da amostra controle (A) e do paciente 4 (B),
mostrando no ultimo a alteracdo de T para C em heterozigose (indicada pela seta), a
qual resulta na troca do aminodcido cisténa por arginina (Cys433Arg).

40 50 40 50
TCAT CA T T T & C2A CCT T = TCAT CA T C M T G & A C CT TG

Figura 6. Seqiienciamento automdtico do produto da PCR da regido 3/4 (exon 3) do gene
TIGR/MYOC de individuo normal (a esquerda) e do paciente MIN (a direita) portador
da mutagdo no codon 433 (TGT—CGT, a direita, levando a substituicio de uma
cisteina por uma arginina). A seta indica o local onde ocorreu a mutagio em

heterozigose (Cys433Arg).
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Além desta mutacdo, identificou-se em um paciente (3,57%) a transicio em
heterozigose de citosina para timina na posi¢do 1174, correspondente ao codon 370 do exon
3, codificando leucina ao invés de prolina (CCG para CTG — Pro370Leu) [Figuras 7 e 8].
O paciente que apresentava tal mutacdo teve seu diagndstico confirmado aos 22 anos de
idade, era do sexo masculino, tinha cor negra e referia antecedente familiar de glaucoma.
Este paciente ja havia sido submetido a procedimento cirdrgico para controle da PIO
(trabeculectomia) em ambos os olhos quando atendido pela primeira vez no Setor de
Glaucoma do Hospital das Clinicas da UNICAMP e apresentava acuidade visual de conta

dedos e 0,2 nos olhos direito e esquerdo, respectivamente. [Tabela VI].
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Figura 7. A esquerda, SSCP realizado em gel de poliacrilamida 20% do produto da PCR da regido
2 do exon 3. Amostra controle (1) e amostras provenientes de individuos com GPAA-J
(2-CVD e 3 - HGF). A amostra 2 apresenta padrao de mobilidade eletroforética alterada
quando comparada com o controle. A direita, seqiienciamento manual do produto da
PCR da regido 2 do exon 3 da amostra controle (A) e do paciente 2 (B), mostrando no
dltimo a alteracdo de C para T em heterozigose (indicada pela seta), a qual leva a troca
do aminoécido prolina por leucina no codon 370 (Pro370Leu).



120 130 110 120
c s AC A GT TC CCGT AT T CTT c ¢ G ACAGTTCOCN GTATTCTT

Figura 8. Seqiienciamento automatico do produto da PCR da regido 2 do exon 3 do gene
TIGR/MYOC de individuo normal (a esquerda) e do paciente CVD (a direita), portador
da mutacdo no codon 370 (CCG—CTG), levando a substitui¢do de uma prolina por
uma leucina. A seta indica o local onde ocorreu a mutacdo em heterozigose
(Pro370Leu).

Outra mutacdo no gene TIGR/MYOC identificada em um paciente (3,57%) foi a
troca de glutamina por um codon de terminacdo na posi¢dao 1167 (codon 368) do exon 3
(CAG para TAG - GIn368STOP) [Figuras 9 e 10]. Este paciente apresentava 32 anos de
idade ao ser diagnosticado com GPAA-J, era do sexo masculino, de cor branca e
apresentava antecedente familiar para glaucoma. A acuidade visual era de MM e 0,3 nos
olhos direito e esquerdo. Ao ser examinado no Setor de Glaucoma da UNICAMP, este
individuo apresentava PIOs de 14 e 12 mmHg nos olhos direito e esquerdo, apds ter sido

submetido a procedimento cirdrgico para controle da PIO em ambos os olhos. [Tabela VI].

98



GATC GA TC g
. ~ ‘
o - c
F - ,‘; T
E - T
% - G
it A
- g - s \C/T
i A
* * G
G

3 -
- “w|

Figura 9. A esquerda, SSCP realizado em gel de poliacrilamida 20% do produto da PCR da regio
2 do exon 3. Amostra controle (1) e amostras provenientes de individuos com GPAA-J
(2 -LAB e 3 -JAR). A amostra 3 apresenta padrao de mobilidade eletroforética alterada
quando comparada com o controle. A direita, seqiienciamento manual do produto da
PCR da regido 2 do exon 3 da amostra controle (A) e do paciente 3 (B), mostrando no
ultimo a alterag@o de C para T em heterozigose (indicada pela seta), a qual leva a troca
do aminodcido glutamina por um codon de termina¢do (Gln368 STOP).

1z0

A C CAC & G AC A G T

130
T C T T & T A

120 130
TAC CAC GG ANA G T TCCOCGT A

Figura 10. Seqiienciamento automdtico do produto da PCR da regido 3/2 (exon 3) do gene
TIGR/MYOC de individuo normal (a esquerda) e do paciente JAR (a direita), portador
da mutagdo no codon 368 (CAG—TAG), levando a substitui¢do de uma glutamina por

um codon de terminacdo. A seta indica o local onde ocorreu a mutacdo em
heterozigose (GIn368STOP).
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Em outro paciente, observou-se um polimorfismo no exon 1, posi¢ao 430, havendo
a troca de citosina por timina (GGC para GGT - codon 122), ambas codificando o
aminodcido glicina [Figura 11]. Uma vez que ndo houve mudancga na seqiiéncia do gene
TIGR/MYOC, este individuo foi considerado como ndo apresentando mutacdo neste gene
[Tabela VI]. Considerando apenas as alteragdes na seqiiéncia do gene TIGR/MYOC que
resultaram na troca de aminodcidos, a freqiiéncia de mutagdes foi de 35,71% (10/28) nesta

populacdo de individuos com GPAA-J.

A 1 2 3 4 5

an =0 40 50

ACS C T EC S CAEC CCT G ACCS C GO AGC T GGG MNA CCCT G AG G C GG

\

Figura 11. A. SSCP realizado em gel de poliacrilamida 20% do produto da PCR da regido 5 do
exon 1. Amostra controle (1) e amostras provenientes de individuos com GPAA-J (2 —
CBF, 3 — AAS, 4 — DAJ e 5 - JLU). A amostra 2 apresenta padrio eletroforético
alterado quando comparada com o controle. B. Sequenciamento automatico do produto
da PCR da regido 1/5 (exon 1) do gene TIGR/MYOC de controle normal (a esquerda)
e do paciente CBF (a direita) portador do polimorfismo no codon 122 (GGC—GGT).
O aminodcido glicina ndo sofreu modificacdo. A seta indica o local onde ocorreu a
substituicdo em heterozigose.
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Tabela VI. Identificacio, idade ao diagnéstico, sexo, cor, antecedente ocular, PIO inicial dos olhos
direito e esquerdo, acuidade visual inicial de ambos os olhos e cirurgia
antiglaucomatosa de pacientes com GPAA-J e alteracdo na seqiiéncia do gene

TIGR/MYOC.
Identificagdo  Idade Sexo Cor Antecedente familiar PIO OD/OE  Acuidade Visual ~ Cirurgia ~ TIGR/MYOC
(anos) (mmHg) OD/OE Alt. Seq. Gene
DPB 32 masculino  negra negativo 38/40 1,0/PL sim Cys433Arg
IS 35 feminino  branca positivo 38/38 1,0/1,0 sim Cys433Arg
NGS 25 masculino  branca positivo 54/49 0,1/1,0 sim Cys433Arg
OOL 29 masculino  negra positivo 44/56 0,6/0,1 sim Cys433Arg
AS 29 masculino  branca positivo 60/60 SPL/0,2 sim Cys433Arg
SAF 24 feminino  branca positivo 41/52 1,0/1,0 sim Cys433Arg
VF 27 feminino  branca positivo 24/24 1,0/1,0 sim Cys433Arg
MIN 20 masculino  negra positivo 32/28 1,0/1,0 nio Cys433Arg
CVD 22 masculino  negra positivo 20/20 CD/0,2 sim Pro370Leu
JAR 32 masculino  branca positivo 14/12 MM/0,3 sim GIn368STOP
CBF 31 masculino  negra positivo 36/32 CD/1,0 sim Gly122Gly*

Legenda: PIO = Pressdo Intraocular, OD = olho direito, OE = olho esquerdo, SPL = sem percep¢ao
luminosa, PL = percep¢do luminosa, MM = movimento de maos, CD = conta dedos, * =
polimorfismo, Alt. Seq. Gene = alteracdo na seqiiéncia do gene

4. Individuos com GPAA-J sem Mutacao no Gene TIGR/MYOC

A populacdo de individuos com GPAA-J sem mutacdo no gene TIGR/MYOC
incluia 18 (64,28%) pacientes. A média de idade desta populagdo ao diagndstico era de
25,11 £ 8,64 anos. Oito pacientes (44,44%) pertenciam ao sexo masculino, enquanto 10
(55,55%) eram do sexo feminino. Nove (50%) eram brancos, oito (44,44%) eram negros e
havia um (5,55%) individuo de origem asidtica. Destes pacientes, nove (50%) referiam
histdria familiar positiva para o glaucoma. As médias das PIOs iniciais registradas foram de
26,94 + 10,49 mmHg no olho direito e de 27,67 = 10,62 mmHg no olho esquerdo. A
acuidade visual era maior do que 0,3 em 20 olhos (55,55%) de 13 pacientes, de CD a 0,3

em 10 olhos (27,78%) de oito pacientes e menor do que CD em seis olhos (16,67%) de
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quatro pacientes. Houve necessidade de realizar cirurgia para controle pressérico em 21
olhos (58,33%) de 13 pacientes. Trés olhos (8,33%) de diferentes pacientes ndo foram
submetidos a procedimento cirdrgico devido a baixa acuidade visual. Um terco dos olhos
de pacientes onde ndo foi constatada mutacdo no gene TIGR/MYOC nao teve indicagcdo

cirdrgica para controle pressorico do glaucoma [Tabela VII].

Tabela VII. Identificacdo, idade ao diagndstico, sexo, cor, antecedente ocular, PIO inicial dos olhos
direito e esquerdo, acuidade visual inicial de ambos os olhos e cirurgia
antiglaucomatosa de pacientes com GPAA-J e sem alteracdo na seqiiéncia do gene

TIGR/MYOC.
Identificagdo  Idade Sexo Cor Antecedente PIO OD/OE  Acuidade Visual Cirurgia
(anos) familiar (mmHg) OD/OE

AAS 39 masculino negra positivo 37/42 1,0/ MM sim
CSS 15 feminino branca positivo 32/32 0,2/0,8 sim
DAJ 10 masculino negra negativo 24/24 0,9/0,9 nao
EMI 25 masculino branca negativo 30/26 1,0/1,0 sim
EAS 25 feminino negra negativo 34/34 CD/CD sim
HGF 30 feminino branca negativo 21/23 0,2/CD nao
JLU 30 masculino amarela negativo 12/12 0,9/0,9 sim
JMN 31 masculino negra negativo 22/20 CD/0,7 sim
JGK 33 feminino branca positivo 28/18 0,8/0,9 sim
JL 24 feminino branca positivo 20/24 0,2/0,4 sim
JCS 11 masculino branca negativo 20/18 0,6/0,5 nao
LAB 36 feminino branca positivo 24/25 MM/SPL sim
LGS 16 feminino negra positivo 54/60 PL/MM sim
MAN 25 masculino negra negativo 22/22 CD/PL nao
SCP 19 feminino branca negativa 34/30 1,0/1,0 nao
SCA 18 feminino branca positivo 7128 0,2/0,5 sim
TE 34 feminino negra positivo 28/28 1,0/1,0 sim

Legenda: PIO = Pressdo Intraocular, OD = olho direito, OE = olho esquerdo, SPL = sem percepg¢do
luminosa, PL = percepcdo luminosa, MM = movimento de mdos, CD = conta dedos.
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5. Comparacio entre Individuos com GPAA-J Apresentando a Mutacio Cys433Arg e
Individuos com GPAA-J sem Mutacao no Gene TIGR/MYOC.

Quando comparou-se o grupo de pacientes com a mutagdo Cys433Arg com o grupo
de pacientes sem mutacdo no gene TIGR/MYOC, ndo houve diferencas estatisticamente
significantes em relacdo a média de idade ao diagndstico, sexo, raca, acuidade visual, e
necessidade de procedimento cirdrgico para controle pressorico. A PIO média inicial do
olho direito de individuos com a mutacdo Cys433Arg (41,37 = 11,56 mmHg) foi
significativamente maior que a PIO média inicial do olho direito de individuos sem a
mutacgdo no gene TIGR/MYOC (26,94 + 10,49 mmHg) (P = 0,004). A PIO média inicial do
olho esquerdo de individuos com a mutagdo Cys433Arg (43,37 = 13,06 mmHg) foi
significativamente maior que a PIO média inicial do olho esquerdo de individuos sem a
mutacgdo no gene TIGR/MYOC (27,67 £ 10,62 mmHg) (P = 0,003). O ntimero de pacientes
com antecedente familiar positivo e submetidos a procedimento cirdrgico para controle da
PIO no grupo de pacientes portador da mutagao Cys433Arg foi maior do que no grupo sem
mutacdo, mas esta diferenca ndo alcangou valor estatisticamente significante [tabela VIII].
Devido ao nimero reduzido de portadores das mutagdes Pro370Leu e GIn368STOP, ndo
realizamos comparacdes entre o perfil clinico desses pacientes e o grupo de pacientes com

GPAA-J sem mutagdo.
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Tabela VIII. Comparacdo dos dados clinicos e demograficos entre pacientes com a mutagdo
Cys433Arg e sem mutagdo no gene TIGR/MYOC.

Mutagdo Cys433Arg Sem Mutagdo P
(n=38) (n=18)
Idade (anos) 27,62 471 25,11 £ 8,64 0,45
Sexo m=5,f=3 m=38,f=10 0,67
Cor B=5N=3 B=5N=3,A=1 0,61
Antecedente familiar positivo = 7, negativo = 1 positivo = 9, negativo = 9 0,09
PIO - OD (mmHg) 41,37+ 11,56 26,94 £ 10,49 0,004*
PIO - OE (mmHg) 43,37+ 13,06 27,67 £10,62 0,003*
Acuidade visual SPL-MM =2 SPL-MM =6 0,66
OD/OE CD-03=3,>03=11 CD-0,3=10,>0,3=20
Procedimento cirdrgico Sim=7 Sim=13 0,62
Nao=1 Nao=5

Legenda: PIO = Pressdo Intraocular, OD = olho direito, OE = olho esquerdo, SPL = sem percep¢ao
luminosa, MM = movimento de maos, CD = conta dedos, m = masculino, f = feminino,
B =branca, N = negra, A = amarela, * = estatisticamente significante (P < 0,05)
6. Grupo Controle
A mutagdo Cys433Arg criou um novo sitio de restricdo durante o processo de
digestdo com a enzima de restri¢do Fok I. A presenca da mutacdo, no produto da PCR com
195pb (regido 4 do exon 3) origina quatro fragmentos (de 13, 33, 99 e 50 pb), enquanto nas
amostras de pacientes sem a mutagdo, trés fragmentos (de 13, 50 e 132pb) sdo formados
(Figura 12). Ap6s submeter as amostras de DNA do grupo controle a a¢do da enzima de

restricdo Fok I, ndo se constatou a presenca da mutacdo Cys433Arg no gene TIGR/MYOC

em nenhuma amostra.
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M =0 x174 Hae lll

Figura 12. Gel de agarose 3% representando a digestdo com a enzima de restricdio Fok I. M.
marcador de peso molecular. 1. Produto da PCR com 195 pb compreendendo os
aminodcidos 412 a 476 do gene TIGR/MYOC, sem digerir. 2. Amostra de um
paciente controle (representante da populagdo geral) com dois fragmentos. 3. Amostra
de um paciente com GPAA-J com a mutacdo em heterozigose, com trés fragmentos.
Os fragmentos de 13 pb e 33pb nido podem ser visibilizados no gel. A direita, quadro
com o nimero de pb de cada fragmento criado pela a¢do da enzima Fok I em um alelo

normal e alelo mutante.

7. Analise de Haplétipos

Por meio da anélise de haplétipos, constatou-se que todos os pacientes portadores da
mutagdo Cys433Arg provinham de um ancestral comum. Os pacientes portadores da
mutacdo Cys433Arg apresentaram os mesmos alelos (100%) dos marcadores D1S210,

D1S1619, D1S2790 e NGA19, fato ndo observado entre outros individuos com GPAA-J e

alelo normal

alelo mutante

132 99

50 50

33

13 13
195pb 195pb

familiares sem a mutacdo no gene TIGR/MYOC (Figura 13).
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D1S1619 D1S210
1 2 345 6 7 1 2 345 6 7

NGA19 D1S2790
1 2 345 6 7 12 345 6 7

Figura 13. Eletroforese em gel de poliacrilamida 6% do produto da amplificagdo da regido dos
marcadores D1S1619, D1S210, NGA19 e DI1S2790 que flanqueiam o gene
TIGR/MYOC. Amostras 1 e 2: controles. Amostras 3 a 7: individuos com GPAA-J
portadores da mutagdo Cys433Arg. As setas indicam as bandas correspondentes aos
alelos compartilhados pelos individuos portadores da mutagdo Cys433Arg.

Dois heredogramas de duas familias de pacientes com GPAA-J portadores da
mutagdo Cys433Arg mostraram segregacdo concomitante da moléstia, da mutacdo e do
haplétipo correspondente aos marcadores D1S210, D1S1619, D1S2790 e NGA19 (Figuras
14 e 15). Cada marcador apresenta vdrios padrdes determinados pelo nimero de repeticdes
de dinucleotideos, que € representada por um perfil distinto de corrida eletroforética. As
diferentes bandas correspondentes aos diferentes padrdes sdo designadas por nimeros (a

partir de 1) para cada marcador avaliado.
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D1S2790 5(6 41(6 4|16 416 4|(6
NGA19 212 1|2 1{|2 12 1|2
A
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1 2 3
412 4|4 43
2|3 1|2 2|3
516 46 6|3
212 1|2 2[4
v
1
412
. - individuo com glaucoma 2 i
(O - individuo sem glaucoma 213

|
[]
| - individuo falecido
[o]

- individuo suspeito de glaucoma

Figura 14. Heredograma I: Familia de um dos pacientes (VF) com GPAA-J, indicado pela seta,
compreendendo 4 geragdes (I a IV). Simbolos preenchidos indicam membros com
glaucoma e portadores da mutagdo Cys433Arg. O individuo II-3 € hipertenso ocular,
também portador da mutagdo Cys433Arg e ndo desenvolveu glaucoma. Quatro
marcadores (microssatélites) flanqueando o gene MYOC/TIGR foram usados para a
andlise de haplétipos. O haplétipo associado ao glaucoma nesta familia estd circundado
por moldura.
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1 2
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\
11 O

—_ N =N
B~ O W W
[NSIENI NS REN |
O W W
—_ N =N
O W W

. . - individuo com glaucoma
|:| O - individuo sem glaucoma

Figura 15: Heredograma II: Ramo da familia do paciente MIN com GPAA-J, compreendendo
duas geragdes. Simbolos preenchidos indicam membros com glaucoma e portadores
da mutagdo Cys433Arg. Quatro marcadores (microssatélites) flanqueando o gene
MYOC/TIGR foram usados para a andlise de haplétipos. O haplétipo associado ao
glaucoma nesta familia estéd circundado por moldura.

8. Heredograma

A familia do paciente MJN apresenta um heredograma com padrio AD de
transmissdo. Avaliando-se 44 membros de quatro geracdes desta familia, 15 (34%)
apresentavam a mutacdo Cys433Arg. Destes, 9 (60%) eram pacientes com diagndstico de
GPAA-J. Nenhum dos 29 individuos sem a mutacdo era portador da moléstia. A mutacdo

manifestava-se em heterozigose em 14 individuos e em homozigose em um individuo
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(Figura 16). O individuo portador da mutagdo em homozigose é uma crianca de cinco anos
que nao apresenta diagndstico de glaucoma até o momento.

Dos nove pacientes com GPAA, cinco haviam sido submetidos a procedimento
cirtirgico, incluindo os quatro pacientes acima dos 40 anos. A penetrancia da mutagdo nos
individuos menores que 10 anos de idade foi de 0% (0/2), na faixa etdria de 11 a 30 anos foi
de 40% (2/5), atingiu 75% (3/4) entre 31 e 40 anos e foi de 100% nos pacientes acima de 40
anos (4/4) (Figura 17). A mutacdo Cys433Arg no gene TIGR/MYOC apresentou

segregacdo concomitante neste heredograma.

70 B0 70 80
T C AT C AT CT G&GT G G C A CCTTG T C AT CAT CCGTG GCACCTTG

Figura 16. Sequenciamento automdtico do produto da PCR da regido 3/4 (exon 3) do gene
TIGR/MYOC do paciente HN. A esquerda controle normal e a direita paciente
portador da mutacdo no codon 433 (TGT—CGT), levando & substituicio de uma
cisteina por uma arginina. A seta indica o local onde ocorreu a mutacdo em

homozigose.
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18 31 29 21 14 19 10 12 12 9 13 10 IDADE(anos)
24 14 18 15 19 18 12 12 16 16 14 14 PIOmax
457
g
V-3 V4 V-5 V-6 V-7 Vg V-9 V-10 yqy V12 v-13 Ivais IV-IS V-16 V17 IV-18 IV-19 V20 vl [va22 .
NA IquA NA .I;IA NA NA NA gf\ 2‘»\ g'\ NA NA NA NA NA CONDICAO
8 2 4 19 2 5 7 5 6 9 13 S,
18 16 - 12 15 - 14 12 14 15 12 12 14 b gl)gll:i(anos)

= individuos heterozigotos para a mutagdo

G = glaucoma

NA = ndo afetado

PIO = pressdo intra-ocular (mmHg)

* = submetido a procedimento cirtirgico
= individuos ndo analisados ** = s0b uso de medicagdo

= individuos sem mutacdo

HE N
® 0 @

= individuo homozigoto para a mutagio

Figura 17. Heredograma III: Familia do paciente MIN (seta indicando MJN). Os individuos examinados dispdem de informacgéo
quanto a presenga ou ndo de glaucoma, idade, PIO, necessidade de tratamento cirtirgico e/ou clinico. Tal informagao
se encontra abaixo do respectivo simbolo.
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1. Glaucoma Primério de Angulo Aberto Juvenil - Dados Demograficos

O primeiro autor a descrever o GPAA-J foi NETTLESHIP (1888), que classificou
os glaucomas que surgiam nos primeiros anos de vida em: 1. buftalmo, 2. glaucoma
secunddrio a ceratite associado a sifilis congénita e 3. glaucoma primédrio em criangas e
adultos jovens. Posteriormente, LOHLEIN (1913) foi o primeiro a considerar como uma
entidade distinta o glaucoma que surgia antes dos 40 anos de idade e que diferia do
glaucoma congénito (buftalmo) e do glaucoma decorrente de distirbios de
desenvolvimento.

O GPAA-J é uma entidade rara, com uma freqiiéncia entre os glaucomas de 1 para
150-500 casos (GOLDWYN et al, 1970; LEYDHECKER, 1979). A média de idade de
diagnéstico da nossa populacao de 28 pacientes com GPAA-J foi de 25,96 anos, variando
de 10 a 39 anos, sendo que a maioria (42,86%) desenvolveu glaucoma entre 20 e 29 anos.
A 1dade dos individuos com GPAA-J variou de 6 a 35 anos na série de casos de HAAG
(1915) e de 9 a 30 anos na série de LOHLEIN (1913). Enquanto neste tltimo estudo mais
de um terco dos individuos (38,80%) apresentava idade variando entre 15 e 20 anos,
GOLDWYN et al (1970) observaram que mais da metade dos pacientes por eles descritos
apresentaram glaucoma mais tardiamente, mas ainda assim antes dos 30 anos. Outros
estudos confirmaram que a faixa etdria em que individuos com GPAA-J sao diagnosticados
se situa em torno dos 8 a 45 anos de idade (LEYDHECKER, 1979; LOTUFO et al, 1989;
JONAS & BUDDE, 2000).

LOHLEIN (1913) observou discreto predominio do GPAA-J em individuos do sexo
masculino, o que também foi observado por GOLDWYN et al (1970) e LOTUFO et al
(1989). Outros autores constataram equilibrio na distribuicdo por sexo, como HAAG

(1915), LEYDHECKER (1979) ¢ JONAS & BUDDE (2000). O nosso estudo mostrou

113



distribuicdo homogénea por sexo, com 15 pacientes pertencentes ao sexo masculino
(53,57%) e 13 (46,42%) pacientes do sexo feminino.

Quanto 2 distribuicdo por raga, os estudos de LOHLEIN (1913), GOLDWYN et al
(1970), LEYDHECKER (1979) e JONAS & BUDDE (2000) incluiram apenas pacientes
brancos. LOTUFO et al (1989) observaram que, entre os 43 pacientes descritos, 20 (47%)
eram negros, 16 (37%) brancos e 7 (16%) hispanicos. Em nossa populacdo de pacientes, a
maioria era constituida por individuos brancos (53,57%) seguidos pelos pacientes da raca
negra (42,86%) e de origem asidtica (3,57%).

Histéria familiar de glaucoma estava presente em 42,80%, 40% e 37% dos
individuos avaliados por GOLDWYN et al (1970), LEYDHECKER (1979) e LOTUFO et
al (1989), respectivamente. Neste ultimo relato, os pacientes da raca negra apresentavam
uma propor¢do maior de antecedente familiar positivo (52%) do que os individuos de cor
branca (25%). Entre os pacientes avaliados em nosso estudo, 18 (64,28%) apresentaram
histéria familiar positiva para glaucoma. No entanto, apesar de observarmos uma maior
frequéncia de histéria familiar positiva entre individuos de cor branca (11/15 ou 73,33%)
do que em individuos de cor negra (7/12 ou 58,33%), esta diferenca ndo foi estatisticamente
significante (P = 0,95).

Considerando os valores de PIO entre os pacientes com GPAA-J, LEYDHECKER
(1979) constatou que nove de 15 (60%) pacientes de sua casuistica apresentavam PIO
acima de 30 mmHg, sendo que os niveis mais altos estavam entre aqueles com histéria
familiar positiva. A PIO média entre os pacientes com GPAA-J foi de 36,8 + 9,2 mmHg no
estudo de LOTUFO et al (1989) e mostrou-se freqiientemente acima dos 30 mmHg antes do

inicio da terapé€utica na série de pacientes publicada por JONAS & BUDDE (2000). Em
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concordancia com a literatura, o presente estudo constatou que a média da P10 foi de 30,36
+ 12,70 mm Hg no olho direito e 31,32 £ 13,63 mm Hg no olho esquerdo, apresentando-se
maior do que 30 mmHg em pelo menos um dos olhos de 14 dos 28 (50%) individuos
avaliados. Os valores médios da PIO obtidos em ambos os olhos eram maiores entre os
pacientes com antecedente familiar positivo (32,94 £ 14,21 mmHg — olho direito e 34,89 +
14,92 mmHg — olho esquerdo) comparados aos individuos sem antecedente familiar (25,70
t+ 8,03 mmHg - olho direito e 24,90 + 8,08 mmHg — olho esquerdo) (P = 0,151 — olho
direito e P = 0,030 — olho esquerdo).

Aproximadamente um ter¢co dos pacientes da nossa populagdo era composta por
individuos miopes, o que também foi observado por LOHLEIN (1913) e GOLDWYN et al
(1970). A maior porcentagem de individuos miopes (72,3%) foi observada na série de
LOTUFO et al (1989). Enquanto o presente estudo revelou que os equivalentes esféricos
médios na nossa populacao foram de — 2,37 + 5,28 dioptrias no olho direito e — 2,79 + 5,87
dioptrias no olho esquerdo, JONAS & BUDDE (2000) obtiveram entre seus 28 pacientes a
média de — 0,89 +/- 1,65 dioptrias (- 5,00 a 0,75). A predominancia de miopia no GPAA-J
observada em nosso estudo e nos demais contrasta com o averiguado para a populacio

geral e com GPAA do tipo adulto (MITCHELL et al, 1999).

2. Mutacoes no Gene TIGR/MYOC

Entre as diversas populagdes analisadas quanto a presenca de mutacdes no gene
TIGR/MYOC, a norte-americana foi a primeira a ser avaliada no estudo pioneiro de
STONE et al (1997). Neste estudo, os autores avaliaram oito familias com GPAA-J,

identificando alteracdes na seqiiéncia do gene TIGR/MYOC em cinco familias (62,50%).
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As mutacdes no gene TIGR/MYOC descritas por STONE et al (1997) incluiram:
Tyr437His, GIn368STOP e Gly364Val. A freqiiéncia de mutacdes observada por estes
autores foi artificialmente elevada devido a inclusdo de individuos pertencentes a quatro
familias previamente ligadas ao locus GLC1A. Em 1998, WIGGS(b) et al avaliaram 25
pacientes com GPAA-J e 127 pacientes com GPAA. Os autores obtiveram uma prevaléncia
de mutacdoes no gene TIGR/MYOC entre os pacientes com GPAA-J de 8% (2/25)
(Tyrd437His e Pro370leu) e entre os pacientes com GPAA-A de 3,93% (5/127). SHIMIZU
et al (2000), avaliando pacientes de origem norte-americana, sendo 25 com GPAA-J e 49
com GPAA-A, encontraram uma taxa de mutagdes no gene TIGR/MYOC de 36% (9/25) e
4,08% (2/49), respectivamente.

ALWARD et al (1998b) investigaram a presenca de alteracdes no gene
TIGR/MYOC em 716 pacientes com GPAA (ndo fazendo distingdo entre GPAA-J e
GPAA-A) e 596 individuos pertencentes a um grupo controle. Para que uma mutacao fosse
considerada associada ao glaucoma, os autores utilizaram os seguintes critérios: estar
presente em um ou mais pacientes glaucomatosos e em menos de 1% da populacdo geral,
levar a alteracdo da seqiiéncia de aminodcidos do gene TIGR/MYOC e estar ausente entre
os individuos sem glaucoma. Dezesseis mutacdes foram identificadas em 33 pacientes,
totalizando 4,6% da populacdo com GPAA, sendo que seis mutacdes foram observadas em
mais de um individuo.

Um estudo para avaliar a ocorréncia de alteragdes na seqiiéncia do gene
TIGR/MYOC entre pacientes espanh6dis com GPAA (n = 79) e um grupo representando a
populagdo geral (n = 90) revelou prevaléncias de 7,5% (8/79) e 2,22% (2/90),
respectivamente (VASQUES et al, 2000). Cem pacientes com GPAA do tipo esporadico e

duas familias com GPAA-J de descendéncia alema foram avaliadas para alteracdes na
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seqiiencia do gene TIGR/MYOC por MICHELS-RAUTENSTRAUSS et al (1998). Ambas
as familias com GPAA-J apresentaram mutacido (Pro370Leu e Gly367Arg). Entre os 100
pacientes com GPAA-A, indentificou-se o polimorfismo Tyr347Tyr em dois pacientes,
porém nenhuma mutacdo foi encontrada.

Alteragdes na seqiiencia do gene TIGR/MYOC na populagdo chinesa foram
descritas por LAM et al (2000). Entretanto, tais alteracdes ndo foram consideradas
associadas ao GPAA, uma vez que estavam presentes em 19% (17/91) dos pacientes com
GPAA e 26% (34/132) do grupo controle. Outro estudo (YOON et al, 1999) avaliando 45
pacientes coreanos com GPAA, identificou dois pacientes com mutacOes no gene
TIGR/MYOC: um paciente com GPAA-J (Argd6STOP em homozigose) e outro com
GPAA-A (Thr353Ile). SUZUKI et al (1997) realizaram um rastreamento de muta¢des no
gene TIGR/MYOC em 50 pacientes japoneses com GPAA e observaram duas alteragdes na
seqiiencia do gene (4%). Um paciente com GPAA-J apresentava a mutacao Pro370Leu e o
outro com GPAA mostrava a mutacdo Gly367Arg. Outro estudo avaliando uma populacao
de 140 pacientes japoneses com GPAA constatou a presenga de 10 variagdes na seqii€éncia
do gene TIGR/MYOC (KUBOTA et al, 2000). Destas, quatro foram consideradas
mutagdes, 0 que representa uma freqiiéncia nesta amostra de 2,85%.

Usando os mesmos critérios para definir mutacdo do estudo de ALWARD et al
(1998b), um rastreamento de mutagdes no gene TIGR/MYOC foi realizado em 1703
pacientes com GPAA (FINGERT et al, 1999) provenientes do estado de Iowa (EUA), Nova
York (EUA, pacientes negros), Japdo, Canadd e Austrdlia. Os autores identificaram um
total de 61 alteragdes da seqiiéncia do gene TIGR/MYOC, das quais 21 foram
consideradas como associadas ao glaucoma. As prevaléncias de mutagdes no gene

TIGR/MYOC foram de 4,26% (31/727) entre os norte-americanos caucasoides, 2,56%
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(8/312) entre os negros norte-americanos de Nova York, 2,80% (3/107) na populacao
japonesa, 2,99% (5/167) na populacdo canadense e 2,82% (11/390) entre os australianos.
Considerando-se a populacio como um todo, a freqiiéncia de mutacdes no gene
TIGR/MYOC foi de 3,4%.

VASCONCELLOS et al (1998) avaliaram uma populacdo brasileira de 52
individuos com GPAA-A e identificaram dois pacientes (3,85%) portadores de mutacdo no
gene TIGR/MYOC (GIn368STOP e Cys433Arg). Este nimero poderia ter sido maior, uma
vez que o rastreamento incluiu somente parte do exon 3. A freqiiéncia de mutagdes no gene
TIGR/MYOC observada em nossa populacdo de pacientes com GPAA-J foi de 35,71%
(10/28). A revisdo da literatura confirmou que este foi o primeiro estudo de rastreamento de
mutacdes no gene TIGR/MYOC realizado em pacientes glaucomatosos na América Latina.
Os tipos de mutacdo presentes em nossa populacdo de pacientes com GPAA-J foram:
Cys433Arg (8/28), Pro370Leu (1/28) e GIn368STOP (1/28). Além disso, identificou-se
uma alteracdo na seqiiéncia do gene TIGR/MYOC que ndo produzia troca de aminoécidos e
que, portanto, foi considerada como polimorfismo. Este polimorfismo, Gly122Gly, ja havia
sido descrito em outros estudos englobando as populacdes branca e negra norte americana e
australiana (AIWARD et al, 1998b; FIGERT et al, 1999).

A prevaléncia de mutacdes no gene TIGR/MYOC descrita neste grupo de pacientes
com GPAA-J (35,71%) foi semelhante a observada por SHIMIZU et al (2000). Contudo,
enquanto em nossa amostra foram identificados trés tipos de mutacdo (Cys433Arg,
Pro370Leu e GIn368STOP), SHIMIZU et al (2000) descreveram oito tipos de mutagdo no
gene TIGR/MYOC (Ile499Ser, Ile4d77Asn, Val426Phe, Thr377Met, Pro370Leu,
Glu323Lys, Arg272Gly e Gly252Arg). A alta prevaléncia de mutacdes no gene

TIGR/MYOC descrita nesta amostra deve-se, em parte, ao fato de termos incluido em
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nosso estudo apenas pacientes com GPAA-J, entidade onde mutacdes neste gene foram
inicialmente identificadas (STONE et al, 1997). Além disto, identificamos uma nova
alteracdo na seqii€éncia do gene localizada no exon 3 (Cys433Arg), até o momento descrita
somente na populacdo brasileira e que isoladamente representou 80% (8/10) do total de
mutacdes. O estudo de haplétipos, revelando que pacientes com a mutacdo Cys433Arg
eram provenientes de um ancestral comum, pode ter contribuido para explicar a maior
freqiiéncia de mutagdes no gene TIGR/MYOC em relagcdo a outras populagdes. Ao avaliar-
se a presenca desta mutacdo em um grupo controle de 100 individuos representando a
populacdo geral, da mesma regido e com a mesma distribui¢do étnica, ndo se identificou
nenhum portador desta. O fato da mutacdo Cys433Arg, apresentar segregacdo concomitante
com GPAA-J em dois heredogramas avaliados refor¢a a associacdo importante entre esta
mutagdo e a moléstia.

A maioria das alteracdes na seqiiéncia do gene TIGR/MYOC associadas ao GPAA
descritas até o momento encontram-se no exon 3 € no dominio da olfactomedina. A
olfactomedina € uma glicoproteina identificada por SNYDER et al (1991), localizada no
neuroepitélio olfatério de sapos e com peso molecular de 57 kDa. Trata-se da principal
glicoproteina secretada na matriz extracelular do neuroepitélio olfatério (BAL &
ANHOLT, 1993), apresentando regides altamente conservadas na regido carboxi-terminal,
incluindo residuos de cisteina essenciais na formacao de homopolimeros através de pontes
dissulfeto (YOKOE & ANHOLT, 1993; KARAVANICH & ANHOLTa, 1998;
KARAVANICH & ANHOLTDb, 1998). E interessante observar que esta proteina estd
presente desde os anelideos (caenorhabditis elegans), peixes, anfibios e mamiferos até os
seres humanos, mostrando que deve ter uma funcdo importante no metabolismo,

particularmente do sistema nervoso central (KARAVANICH & ANHOLT, 1998a;
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KARAVANICH & ANHOLT, 1998b). Nos seres humanos, existem até o presente
momento seis diferentes genes pertencentes a familia da olfactomedina. O gene
TIGR/MYOC € um dos componentes desta familia, que se completa com a hOIfA, expresso
no tecido cerebral, hOIfB, expresso no pancreas e prostata, hOIfC, expresso no cerebelo e
hOlfd, sintetizado no cdlon, intestino delgado e prostata (KULKARNI et al, 2000).

O gene TIGR/MYOC encontra-se expresso tanto no meio intracelular como no
extracelular (UEDA et al, 2000) de diversas estruturas oculares, particularmente no seio
camerular, incluindo a matriz extracelular, as células trabeculares e as células endoteliais do
canal de Schlemm (STAMER et al, 1998; KARALI et al, 2000; WANG & JOHNSON,
2000; UEDA et al, 2000). A glicoproteina codificada pelo gene TIGR/MYOC também foi
observada no humor aquoso de olhos submetidos a extracdo de catarata e cirurgia
antiglaucomatosa (RUSSELL et al, 2001). O mecanismo exato da participacdo deste gene
na homeostase do humor aquoso e conseqiientemente no controle da PIO ndo estd ainda
esclarecido (WORDINGER & CLARK, 1999; WANG & JOHNSON, 2000).
CABALLERO et al (1999) sugerem que mecanismos intra e extracelulares possam estar
envolvidos no distirbio da homeostase do humor aquoso induzido por alteragdes do gene
TIGR/MYOC.

Considerando as estruturas intracelulares, MERTTS et al (1999) observaram que
esta proteina estava associada ao citoesqueleto celular. O estudo de UEDA et al (2000)
constatou a presenga da proteina codificada pelo gene TIGR/MYOC nos filamentos
intermedidrios e fibras de actina, ambos componentes do citoesqueleto celular. Esta
estrutura intracelular t€m participacdo no formato da célula, na comunicagdo intracelular
entre diferentes organelas, no transporte de proteinas secretérias e na adesdo e migragdo das

células eucaridticas (MERTTS et al, 1999; UEDA et al, 2000). Modificacdes na estrutura

120



tercidria da proteina TIGR/MYOC decorrentes de mutacdes na seqiiéncia de seu gene
poderiam alterar a forma das células trabeculares e sua interacio com outras células,
interferindo com a homeostase do humor aquoso (MERTTS et al, 1999).

Além disto, estudo realizado por O’BRIEN et al (2000) observou a presenca da
proteina TIGR/MYOC no reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi. Os autores
argumentaram que possiveis alteragdes na estrutura proteica interfeririam com as fungdes
do complexo de Golgi, como transporte, armazenamento e secrecdo de proteinas. Tais
alteragdes poderiam diminuir a viabilidade das células trabeculares e resultar em redugdo
do nimero destas, fato bem documentado entre os pacientes com GPAA (ALVARADO,
MURPHY, JUSTER, 1984; MCMENAMIN, LEE, AITKEN, 1986).

Finalmente, ZIMMERMAN et al (1999) sugeriram que eventos poés-traducao
(adicdo de grupos de acucares, fosforilacdo, ajuste da estrutura tercidria da proteina e
associacdo de sub-unidades da proteina), que ocorrem no reticulo endoplasmatico, estariam
retardados nas proteinas que apresentam mutagdes de ponto no dominio da olfactomedina
do gene TIGR/MYOC. Mutagdes nesta regido poderiam influenciar a capacidade da
proteina codificada pelo gene TIGR/MYOC em alcancar ou interagir com seus sitios de
acdo intra e extracelulares (ZIMMERMAN et al, 1999).

Evidéncias em cultura de tecidos da malha trabecular (NGUYEN et al, 1998) e no
humor aquoso de bovinos, macacos e humanos (RUSSELL et al, 2001) mostraram que a
proteina codificada pelo gene TIGR/MYOC na sua forma extracelular pode também
apresentar-se como um polimero. Esta conformacao € possivel gragas a formacao de pontes
dissulfeto através do aminodcido cisteina localizado na posi¢do 433 do gene TIGR/MYOC
e pelo ziper de leucina localizado no exon 1 (NGUYEN et al, 1998). Mutacdes afetando o

dominio que inclui este residuo poderiam alterar a oligomerizacdo da proteina, interferindo
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na sua interacdo ao nivel da matriz extracelular e superficie celular, o que potencialmente
comprometeria o escoamento do humor aquoso pela malha trabecular (NGUYEN et al,
1998).

Entre os individuos avaliados neste estudo, a mutacdo Cys433Arg em heterozigose
(que leva a troca de um residuo de cisteina por uma arginina) foi a mais freqiiente. A
cisteina apresenta um grupo sulfidrila (-SH), que pode oxidar-se, formando uma ponte
dissulfeto (-S-S-) com uma segunda cisteina da mesma proteina (participando de sua
estrutura tercidria), ou de outra proteina (formando polimeros) (YOKOE & ANHOLT,
1993; LODISH et al, 1999). A cisteina na posi¢do 433 (seqiiéncia em seres humanos) do
gene TIGR/MYOC € uma das mais conservadas entre as espécies, estando persente em
bovinos, ratos, camundongos e seres humanos (KARAVANICH & ANHOLT, 1998a;
KARAVANICH & ANHOLT, 1998b; TANIGUCHI et al, 2000; TAGUCHI et al, 2000;
NGUYEN et al, 1998). Portanto, alteracdes neste residuo, como descrito pela primeira vez
em nossa populacdo, poderiam levar a disfun¢do da proteina TIGR/MYOC modificando
sua conformacdo tercidria (RICHARDS, 2000) e reduzindo sua capacidade de formacgao de
polimeros (NGUYEN et al, 1998). Estes aspectos talvez justifiquem o fato desta mutacdo
estar associada a um glaucoma de instalacdo precoce (média de idade de diagndstico do
glaucoma = 27,62 + 4,71 anos), com PIO elevada (P10 = 41,37 £ 11,56 mmHg — OD e
43,37 + 13,06 mmHg - OE) e de dificil controle pressérico (sete entre oito pacientes
necessitaram de procedimento cirirgico).

Ao compararmos os pacientes portadores da mutacdo Cys433Arg com os pacientes
sem mutacdo no gene TIGR/MYOC, constatamos que a PIO era significativamente maior

no grupo de pacientes portador da mutacdo Cys433Arg do que entre os pacientes com
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GPAA-J sem a mutacdo (P = 0,004 para olho direito e P = 0,003 para olho esquerdo)
(Tabela VIII). Além disto, a porcentagem de pacientes submetidos a procedimento
cirtrgico para controle da P1IO foi maior no grupo com a mutacido Cys433Arg (87,50%) do
que no grupo sem a mutacdo (72,22%), apesar desta diferenca ndo ser estatisticamente
significante (P = 0,62). Estes achados sugerem que os pacientes com GPAA-J portadores da
mutacio Cys433Arg podem estar sujeitos a um controle mais dificil desta moléstia.

Outra mutacgdo identificada em nossa populacao foi a troca de uma prolina por uma
leucina, em heterozigose, no codon 370 do exon 3 do gene TIGR/MYOC (Pro370Leu).
Esta mutacdo foi relatada na literatura pela primeira vez em 1997 por SUZUKI et al, ao
rastrear alteracdes na seqiiéncia do gene TIGR/MYOC em uma populacdo japonesa de 52
pacientes com GPAA. Esta mutacdo estava presente em um paciente que desenvolveu
glaucoma aos 16 anos de idade, e a herdou de seu pai, que manifestou o glaucoma aos 26
anos de vida. Em nosso estudo, o paciente portador da mutacdo Pro370Leu pertencia ao
sexo masculino, era de cor branca, e apresentava histéria familiar positiva para o glaucoma,
que foi diagnosticado aos 22 anos de idade. Este paciente foi submetido a procedimento
cirirgico em ambos os olhos para controle pressérico. O quadro clinico associado a
mutacdo Pro370Leu é caracterizado pelo aparecimento precoce do glaucoma, pelos altos
niveis de PIO e pela necessidade freqiiente de procedimento cirdrgico para seu controle
(ADAM et al, 1997; MICHELS-RAUTENSTRAUSS et al, 1998; ROZSA et al, 1998;
STOILOVA et al, 1998; WIGGS et al, 1998b). Nosso estudo confirmou a ampla
distribui¢ao desta mutagdo em pacientes com GPAA-J, fato previamente documentado em
outras populacdes.

Duas familias francesas com GPAA-J apresentaram a mutagao Pro370Leu (ADAM

et al, 1997). Os pacientes destas familias foram diagnosticados com a média de idade de 10
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anos (variando de 6 a 14 anos) e 11 anos (de 7 até 27 anos), respectivamente. Uma outra
familia de origem franco-canadense apresentou uma média de idade de desenvolvimento de
GPAA-J de 12 anos (variando de 9 a 14 anos) e valores de PIO situando-se entre 35 e 55
mmHg (STOILOVA et al, 1998). A mesma mutacao foi identificada na populacdo norte-
americana em um paciente com GPAA-J (diagnéstico aos 6 anos e PIO de 38 mmHg)
(WIGGS et al, 1998b) e em outra familia, que apresentou média de idade ao diagndstico de
12 anos e média da PIO de 45 mmHg (ROZSA et al, 1998). Na populacdo alema,
MICHELS-RAUTENSTRAUSS et al (1998) avaliaram uma familia com GPAA-J, onde
sete dos 21 individuos portadores da mutacdo Pro370Leu jia haviam sido submetidos a
cirurgia para controle do glaucoma antes dos 15 anos de idade.

A mutacao Pro370Leu também ocorre no dominio da olfactomedina, onde a maioria
das mutacOes associadas ao glaucoma foram identificadas (SUZUKI et al, 1997).
Entretanto, diferente do residuo de cisteina, o aminodcido prolina no codon 370 ndo se
mostra conservado nas diferentes espécies (ADAM et al, 1997). Isto pode indicar que a
correlacdo entre importancia funcional e conservagdo do residuo durante o processo
evolutivo da proteina nem sempre € necessdrio e que este fato pode representar uma
especializacdo da funcdo proteica ao longo da evolucdo (ADAM et al, 1997). Em outras
palavras, o fato deste residuo estar presente apenas na estrutura da proteina codificada pelo
gene TIGR/MYOC em mamiferos (ADAM et al, 1997; TANIGUCHI et al, 2000;
TAGUCHI et al 2000) sugere uma possivel especializacdo da funcdo desta proteina gracas
a presenca do aminodcido prolina nesta regido, o que tornaria sua manutencdo na estrutura
proteica importante nestas espécies. ROZSA et al (1998) avaliaram a estrutura da proteina
codificada pelo gene TIGR/MYOC, observando que a mutacao Pro370Leu ocorre préoxima

a um sitio de ligacdo de uma enzima denominada caseina quinase II. Entretanto, os autores
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sugeriram que a mudanca na conformacdo da proteina TIGR/MYOC devido a mutacao
Pro370Leu ndo estd restrita a acdo no sitio caseina quinase II, uma vez que esta mutacio
leva a uma forma de glaucoma mais severa do que outras alteracdes localizadas na mesma
regido.

Um paciente da nossa populagdo apresentou a mutacdo GIn368STOP em
heterozigose. Este individuo, do sexo masculino, cor branca e antecedente familiar para a
moléstia, teve seu glaucoma diagnosticado aos 32 anos de idade e foi submetido a cirurgia
antiglaucomatosa para controle pressérico em ambos os olhos. Esta alteracdo na seqii€éncia
do gene TIGR/MYOC foi a mais freqiiente das mutacdes descritas por STONE et al (1997),
ocorrendo em 2,64% (6/227) de pacientes com glaucoma e antecedente familiar, em 2,91%
(3/103) de pacientes com glaucoma ndo selecionados, em 0,26% (1/380) de individuos
representando a populacdo geral e em 0% de voluntarios normais. O mesmo estudo avaliou
a populacdo norte-americana e identificou outras duas alteragdes na seqiiéncia do gene
TIGR/MYOC: uma troca de glicina por valina no codon 364, presente em 0,88% (2/227)
dos pacientes pertencentes ao grupo de glaucoma com antecedente familiar positivo e a
mutacdo Tyr437His (troca de tirosina por histidina no codon 437), também presente em
0,88% (2/227) do mesmo grupo.

Outros estudos populacionais de rastreamento de mutagdes no gene TIGR/MYOC
(ALWARD et al, 1998b; WIGGS et al, 1998b; FINGERT et al, 1999) confirmaram que a
mutacdo GIn368STOP é a mais freqiilentemente observada. WIGGS et al (1998b)
obsevaram-na em trés dos cinco pacientes com GPAA-A portadores de mutagdo no gene
TIGR/MYOC. ALWARD et al (1998b) constataram-na em 2,09% (15/716) dos pacientes
avaliados, enquanto FINGERT et al (1999) verificaram que a mutagdo Gln368STOP estava

presente em canadenses, norte-americanos e australianos, porém ndo foi detectada em
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japoneses e negros. Os autores concluiram que, se os seus achados de prevaléncia da
mutacido GIn368STOP refletirem sua real prevaléncia no mundo, esta representaria a causa
de glaucoma mais comum de base molecular conhecida. Em nossa populacdo de pacientes
com GPAA-J, esta mutacdo ocorreu em 3,57% (1/28) dos individuos. Numa populagdao
brasileira com GPAA-A, a freqiiéncia da mutacdo GIn368STOP foi de 1,92% (1/52)
(VASCONCELLOS et al, 1998). Estes fatos confirmam que a mutacdo GIn368STOP
também se encontra amplamente distribuida em diferentes populagdes. Esta mutagdo
apresenta um fendtipo clinicamente menos agressivo do que o observado na mutagdo
Pro370Leu, com os pacientes apresentando glaucoma mais tardiamente (WIGGS et al,
1998), com idade de diagndstico variando de 36 a 77 anos (média de 59 anos) e PIO média
em torno de 30 mmHg (ALWARD et al, 1998b). SHIMIZU et al (2000), observaram a
mutacio GIn368STOP em dois probandos caucaséides norte americanos com GPAA-A. Ao
avaliarem as duas familias destes pacientes, os autores constataram que as mesmas
continham individuos acometidos pela mutacio e apresentando GPAA-J e GPAA-A, com
média de idade ao diagndstico variando de 28 a 49 anos e média de PIO em torno de 36
mmHg. Um estudo restrito a 29 familias de pacientes com GPAA-A de origem norte-
americana descreveu a mutacdo GIn368STOP em aproximadamente 10% delas
(ALLINGHAM et al, 1998b). Este aumento na freqiiéncia da mutacdo GIn368STOP nesta
populacdo especifica é provavelmente decorrente da inclusdo de individuos com GPAA-A
e antecedente familiar positivo (casos esporadicos nao foram avaliados).

A mutagdo GIn368STOP em heterozigose leva a sintese (por um dos alelos) de uma
proteina truncada em 135 aminodcidos na porcdo carbdxi-terminal da proteina
TIGR/MYOC, comprometendo aproximadamente metade do dominio da olfactomedina

(ALLINGHAM et al, 1998b). Tanto as alteragdes do tipo sem sentido (truncamento da
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sintese de uma cadeia polipeptidica através da inser¢cdo de um codon de terminacdo) como
de sentido trocado (mutagdes de ponto levando a troca de um aminodcido na seqii€éncia
codificadora do gene) podem levar a alteracdes na estrutura tercidria da proteina, o que, por
sua vez, pode alterar sua funcdo, meia vida e interacio com outras proteinas
(ALLINGHAM et al, 1998b; LODISH et al, 1999).

As diferencas de fenétipos entre a mutagdo sem sentido GIn368STOP e as mutacdes
de ponto (sentido trocado) como a Pro370Leu e Cys433Arg, provavelmente devem-se ao
fato de as alteracdes na seqiiéncia do gene TIGR/MYOC atuarem predominantemente
através de um mecanismo dominante negativo (presenca de proteina anormal) e ndo pela
insuficiéncia de haplétipo (observada na sintese proteica truncada). Se o fendtipo do
glaucoma dependesse apenas da reducdo da quantidade normal do produto do gene
TIGR/MYOC (insuficiéncia de haplétipo), ndo se esperariam diferencgas clinicas entre os
individuos acometidos pelos diferentes tipos de mutacdo. Por outro lado, se o produto
mutado do gene TIGR/MYOC participasse ativamente do desenvolvimento da moléstia
(efeito dominante negativo), diferencas clinicas entre os vdrios tipos de mutagdo seriam
constatadas (ALWARD et al, 1998b). De fato, como mencionado, diferentes muta¢des no
gene TIGR/MYOC estdo associadas a fendtipos que variam em termos de severidade,
época de instalagcdo e niveis pressoricos.

Até o presente momento, vdrias mutacdes no gene TIGR/MYOC j4 foram descritas
nas mais diversas populacdes [tabela IX]. Das 48 mutacdes no gene TIGR/MYOC
descritas, oito (16,67%) estdo localizadas no exon 1, seis (12,50%) no exon 3 fora do
dominio da olfactomedina e as 34 restantes (70,83%) no dominio da olfactomedina. Na
populagdo chinesa e japonesa hd uma distribuicio mais homogénea de mutagdes nos trés

exons do gene TIGR/MYOC (FINGERT et al, 1999; KUBOTA et al, 2000; LAM et al,
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2000), ao passo que, entre 0s coreanos, as alteracdes na seqiiéncia do gene TIGR/MYOC
associadas ao glaucoma sao restritas ao exon 1 (YAN et al, 1999; PANG et al, 2000). Nas
populacdes caucasianas norte-americana, européia e australiana as mutacdes encontram-se
predominantemente no exon 3 no dominio da olfactomedina (ADAM et al, 1997;
STOILOVA et al, 1997; STONE et al, 1997; ALLIGHAN et al, 1998b; ALWARD et al,
1998b; ANGIUS et al, 1998; KENNAN et al, 1998; MANSERGH et al, 1998; MICHELS-
RAUTENSTRAUSS et al, 1998; MOURISSETE et al, 1998; ROSZA et al, 1998;
STOILOVA et al, 1998; WIGGS et al, 1998b; FINGERT et al 1999; SHIMIZU et al,
2000). Trés mutagdes foram identificadas entre negros norte americanos, todas no exon 3
do gene TIGR/MYOC, sendo duas no dominio da olfactomedina (FINGERT et al, 1999).
Onze mutagdes (22,91%) estdao presentes em mais de uma populagdo, enquanto 37 (77,0%)
sdo especificas para determinadas regides. A maioria das mutagdes no gene TIGR/MYOC
foi identificada em individuos com idade de instalagdo compativel com GPAA-J e GPAA-
A. No entanto, alguns tipos de mutacao estdo associados a instalacdo precoce do glaucoma
(ex: Pro370Leu e Gly246Arg), enquanto outras alteracdes na seqiiéncia do gene associam-
se a instalacdo mais tardia, compativel com GPAA (Tabela IX).

A tabela IX incluiu apenas alteragcdes na seqiiéncia do gene TIGR/MYOC
consideradas associadas a0 GPAA. Alteragdes onde ndo ocorreram troca de aminodcidos na
proteina, ou altera¢des com troca de aminoécidos, porém com distribui¢cao equilibrada entre
a populacdo de pacientes com glaucoma e a populacdo geral foram consideradas como
polimorfismos e ndo foram incluidas na tabela. (STONE et al, 1997; ALLINGHAM et al,
1998b; ALWARD et al, 1998b; MICHELS-RAUTENSTRAUSS et al, 1998; STOILOVA
et al, 1998; FINGERT et al, 1999; KUBOTA et al, 2000; LAM et al, 2000; SHIMIZU et al,

2000; VASCONCELLOS et al, 2000; VASQUEZ et al, 2000).
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Tabela IX. Tipos de muta¢do identificados no gene TIGR/MYOC.

Tipo de mutacio Idade ao PIO Populacao Referéncia
diagnéstico (mmHg)
(anos)
GIn19His* ND ND australiana, americana ALWRAD et al (1998b)
Argd46STOP* 12 -46 17 -30 coreana, chinesa, japonesa YOON et al (1999), LAM et al (2000), FINGERT et al (1999)
Argd6Ter* ND ND japonesa KUBOTA et al (2000)
Val53Ala* ND ND coreana PANG et al (2000)
Arg76Lys* 21 32-44 turca STOILOV et al (1998)
Arg82Cys* ND ND australiana, americana ALWARD et al (1998), FINGERT et al (1999)
Arg91STOP* ND ND chinesa LAM et al (2000)
Arg158GIn* ND ND japonesa KUBOTA et al (2000)
Gly246Arg ¢ 11-28 ND francesa ADAM et al (1997)
Gly252Arge 21-36 28 -62 americana, escocesa ROSZA et al (1998), BOOTH et al (2000)
Arg272Gly ¢ 29 -45 60 - 65 caucasiana SHIMIZU et al (2000)
Trp286Arg e ND ND americana ALWARD et al (1998b)
Thr293Lys ¢ ND ND americana (caucdsoide e negra) ALWARD et al (1998b), FINGERT et al (1999)
GIn323Lys ¢ 9-43 23-59 panamenha ROSZA et al (1998)
Pro334Sers ND ND coreana KEE & AHN (1997)
GIn337Arga <35 ND alema STOILOVA et al (1997)
GIn352Lys% > 40 ND americana ALLINGHAN et al (1998b), FINGERT et al (1999)
Thr3531les > 40 ND coreana, japonesa YOON et al (1999), FINGERT et al (1999)
Tle360Asn& ND ND japonesa KUBOTA et al (2000)
Pro361Sers ND ND americana ALWARD et al (1998b)
Ala363Thre ND ND japonesa KUBOTA et al (2000)
Gly364Vala 22-48 15-65 ameicana STONE et al (1997), ALWARD et al (1998b)
Gly367Args 14 - 40 <36 irlandesa e alema MICHELS-RAUTENSTRAUSS et al (1998),
MANSERGH et al (1998)
GIn368Stop& 28 -77 21-57 americana,australiana, canadense STONE et al (1997), ALLINGHAN et al (1998b), WIGGS et al
(1998b), ALWARD et al (1998b), FINGERT et al (1999),
SHIMIZU et al (2000)
Pro370Leus 5-27 25 - 66 japonesa,francesa,alema, SUZUKI (1997)et al, ADAM et al (1997), MICHELS-
americana RAUTENSTRAUSS et al (1998), STOILOVA et al (1998),
ROSZA et al (1998), WIGGS et al (1998b)
Gly/GIn1177Val& 8-54 8-54 italiana ANGIUS et al (1998)
Thr377Met& 20 - 60 20-50 americana WIGGS et al (1998b), ALWARD et al (1998b), ALLINGHAN
et al (1998b), SHIMIZU et al (2000)
Asp380Alas 21-35 30-47 britanica e espanhola STOILOVA et al (1998), KENNAN et al (1998)
Asp380Gly# ND ND caucasoide ALWARD et al (1998b)
Ser393Args ND ND americana (nergra) FINGERT et al (1999)
396INS397 & 19-31 12 - 60 caucaséide ALWARD et al (1998b)
Argd22His & ND ND caucasoéide ALWARD et al (1998b)
Lys423Gly 8-62 22 - 64 franco-canadense MOURISSETE et al (1998)
Val426Phe & 10-46 30-52 espanhola e americana MANSERGH et al (1998), ROSZA et al (1998)
Cys433Arg <40 brasileira VASCONCELLOS et al (2000)
Thr437His& 8-41 14-77 americana STONE et al (1997), WIGGS et al (1998b), ALWARD et al
(1998b)
Ala445Vals ND ND australiana ALWARD et al (1998b)
Tle465Mets ND ND japonesa FINGERT et al (1999)
Arg470Lys & ND ND americana ALWARD et al (1998b)
Tle477Asna 4-80 20-52 americana ALWARD et al (1998b)
Tled77Sers 11-51 francesa ADAM et al (1997)
Asn480Lys& 10-65 22-50 francesa ADAM et al (1997)
Pro481Thre ND ND americana FINGERT et al (1999)
Pro481Leus ND ND americana (negra) FINGERT et al (1999)
Glu483Stops ND ND canadense FINGERT et al (1999)
T1e499Phe & 20 - 40 23-40 francesa ADAM et al (1997)
T1e499Sers 25-31 16 - 17 caucasina SHIMIZU et al (2000)
Lys500Arg ND ND caucasiana ALWARD et al (1998b)
Ser502Pro% 12-33 ND britanica STOILOVA et al (1998)

Legenda: * = exon 1, ¢ = exon 3 fora do dominio da olfactomedina, & = exon 3 dentro do dominio da olfactomedina, negrito = presenca

da muta¢do em mais de uma populagio, ND =ndo disponivel.
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A mutacdo Cys433Arg foi, até o momento, descrita exclusivamente na populacao
brasileira de pacientes com GPAA-J e foi também identificada em um (1/52 — 1,92%)
paciente com GPAA-A (VASCONCELLOS et al, 1998, 2000). A mutacao Cys433Arg foi
observada tanto em pacientes da raca negra (3/8 - 40%) como em pacientes brancos (5/8 —
60%). A dnica mutacdo até o momento a manifestar-se em ambas as racas foi a Thr293Lys,
descrita por FINGERT et al em 1999.

Avaliaram-se 44 individuos da familia do paciente MJN, portador da mutacdo
Cys433Arg, quanto a presenca desta e idade de diagnéstico do glaucoma, a fim de se obter
a penetrancia desta mutacdo nas diferentes faixas etdrias. A penetrncia desta mutacio foi
de 0% nos individuos abaixo de 10 anos de idade, 40% entre 11 e 30 anos, 75% entre 30 e
40 anos e alcancou 100% entre os pacientes com mais de 40 anos. Estes dados situam a
mutagdo Cys433Arg em um patamar intermedidrio de penetrancia entre os diversos tipos de
alteracdo na seqiiéncia do gene TIGR/MYOC. A muta¢do Pro370Leu, por exemplo, esteve
associada a penetrancia de 100% entre os individuos com mais de 27 anos no estudo de
SHIMIZU et al (2000) e a partir dos 20 anos de idade no estudo de ROSZA et al (1998). O
estudo conduzido por BRESIN et al (1998) observou que a penetrincia da mutagdo
Asn480Lys foi de 25% aos 19 anos de idade, 50% aos 26 anos, 75% aos 32 anos e maior
que 95% aos 57 anos em uma familia francesa. ALLINGHAN et al (1998b) observaram
que em pacientes acima de 70 anos portadores da mutacdo GIn368STOP, 78% (7/9)
apresentavam glaucoma e 100% (9/9) cursavam com PIO elevada. MORISSETTE et al
(1998) avaliaram uma familia franco-canadense de 622 individuos, sendo que, destes, 83
apresentavam diagnéstico de GPAA associado a mutagdo Lys423Glu. Um dos ramos desta
familia apresentou penetrancia de 10% entre os individuos menores do que 20 anos, 74%

entre 20 e 40 anos e 90% nos individuos acima de 40 anos. Em outro ramo desta familia, a
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taxa de penetrincia observada para esta mutacdo foi de 30%, 67% e 100% para as mesmas
faixas etdrias, respectivamente. Todos os quatro membros desta familia que apresentavam a
mutacdo Lys423Glu em homozigose se encontravam na quinta década de vida, porém
nenhum desenvolveu glaucoma, fato improvavel dada a alta taxa de penetrancia desta
mutacdo em heterozigose. MORISSETTE et al (1998) sugeriram que a mutagcdo Lys423Arg
pode ser a primeira a causar uma moléstia autossdmica dominante especifica em
heterozigose.

Dois estudos, um envolvendo a populacdo coreana e outro a populacdo chinesa,
constataram a presenca da mutagdo Argd6STOP em homozigose. Em um destes estudos, tal
alteracdo era compativel com o fendtipo de GPAA-J (YOON et al, 1999). LAM et al,
(2000) descreveram a mesma mutacdo em homozigose em um paciente com 77 anos de
idade que ndo manifestava glaucoma, sugerindo a interferéncia de outros fatores genéticos
e ambientais. No heredograma do paciente MJN, uma crianca com cinco anos de idade
apresentou a mutacdo Cys433Arg em homozigose (proveniente de casamento
consangiiineo) e ndo apresenta evidéncias de glaucoma ao exame oftalmolégico. O
acompanhamento desta crianga portadora da mutacdo Cys433Arg em homozigose serd
fundamental para avaliar a possibilidade de doenca autossomica dominante especifica em
heterozigose como sugerido por MORISSETTE et al (1998) para a mutacdo Lys423Arg no
gene TIGR/MYOC.

Como mencionado anteriormente, a mutacdo Cys433Arg foi a mais prevalente entre
as alteracdes na seqiiéncia do gene TIGR/MYOC em nossa populacdo de GPAA-J (8/10 —
80%). Estudo de haplétipos, utilizando quatro marcadores flanquenado o locus GLC1A em
pacientes portadores da mutacdo Cys433Arg, indicou que esta era proveniente de um

ancestral comum. Outros estudos também investigaram se determinadas mutagdes
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provinham de um ancestral comum ou eram decorrentes de eventos distintos (ADAM et al,
1997; BRESIN et al, 1998; WIGGS et al, 1998b; FINGERT et al, 1999). ADAM et al
(1997), avaliaram 15 marcadores em portadores da mutacdo Pro370Leu e indentificaram
diferentes haplétipos, indicando que os individuos ndo eram origindrios de um fundador
comum. O mesmo ndo aconteceu com a mutacdo Asn480Lys, identificada em trés familias
que compartilhavam o mesmo haplétipo, sugerindo que esta mutacdo provinha de um
ancestral comum. Posteriormente, BRESIN et al (1998) investigaram 26 marcadores que
cobriam uma regido de 8 cM em seis familias e em um paciente portador da mutagdo
Asn480Lys e determinaram que esta também era proveniente de um fundador comum. No
estudo de WIGGS et al (1998b), a mutacdo GIn368STOP mostrou ser decorrente de
eventos distintos em trés familias avaliadas. Seis marcadores flanqueando o gene
TIGR/MYOC foram utilizados por FINGERT et al (1999) para avaliarem esta mesma
mutagdo (GIn368STOP) em 27 probandos e seus familiares além de um grupo controle
normal. Os autores constataram uma forte evidéncia de que esta mutacdo era decorrente de
um fundador comum, uma vez que quatro marcadores estavam presentes em 100% do
individuos estudados, um outro marcador em 89% e o outro em 67% dos pacientes,
enquanto na populacdo normal a prevaléncia destes marcadores era de 74, 78, 0, 63, 56 e
30%, respectivamente.

O mecanismo pelo qual as alteragdes no gene TIGR/MYOC e o produto deste
participam no desenvolvimento do glaucoma permanece incerto. Estudo recente observou o
aumento da expressdo do gene TIGR/MYOC na malha trabecular de pacientes com GPAA-
A e glaucoma pseudoexfoliativo comparado a olhos normais de individuos da mesma faixa
etaria (LUTJEN-DRECOLL et al, 1998). Além disto, TAMM et al (1999) observaram que

estimulo mecanico (aumento da PIO), que resultava na deformag¢dao da malha trabecular,
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pode aumentar a expressdao do gene TIGR/MYOC. Isto significaria que quantidades
aumentadas da proteina codificada pelo gene TIGR/MYOC na malha trabecular poderiam
ser uma consequéncia e nao causa do aumento da PIO. FAUTSCH et al (2000) observaram
aumento da resisténcia do fluxo do humor aquoso no segmento anterior de olhos humanos
na presenca de DNA recombinante do gene TIGR/MYOC, sugerindo que interacdes deste
com a malha trabecular poderiam aumentar a PIO. Outro estudo constatou a diminui¢do da
secrecdo da proteina TIGR/MYOC em culturas de células da malha trabecular portadoras
de cinco tipos de mutagdo no gene TIGR/MYOC comparadas com células normais da
malha trabecular (JACOBSON et al, 2001). O mesmo estudo ndo observou a presenca da
proteina TIGR/MYOC no humor aquoso de pacientes portadores da mutacdo Gln368STOP.
Baseados nestes achados, os autores sugeriram que o mecanismo do glaucoma associado a
alteragdes no gene TIGR/MYOC poderia ser devido a niveis insuficientes de proteina
secretada ou ao comprometimento da funcdo das células da malha trabecular causada pela
congestdo do seu sistema secretério (complexo de Golgi, reticulo endoplamético) onde a
proteina codificada pelo gene TIGR/MYOC jé foi identificada (ZIEMMERMAN et al,
1999; O’BRIEN et al, 2000; UEDA et al, 2000; JACOBSON et al, 2001).

O estudo genético tem como objetivo ndo somente identificar novos genes
associados ao glaucoma, mas principalmente, através do estudo do produto destes genes,
proporcionar meios para um melhor entendimento da fisiopatologia do dano glaucomatoso.
Desta forma, terapias mais seletivas e precoces poderiam ser ministradas aos individuos
acometidos pelo glaucoma, melhorando seu controle e impedindo perdas funcionais
significativas. Além disto, o rastreamento genético pode ajudar a identificar mais
precocemente grupos de risco para o desenvolvimento do glaucoma e até mesmo permitir,

no futuro, o emprego da terapia génica com o intuito de evitar a manifestacdo das alteracdes
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induzidas pelas diversas mutacdes, impedindo a evolucdo da doenca antes do aparecimento

de dano anatomico e funcional.
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V - CONCLUSOES
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Este estudo permitiu concluir que:

[S—

. A freqiiéncia de alteracdes na seqiiéncia do gene TIGR/MYOC ¢ de 39,28% (11/28)

entre pacientes com GPAA-J. Considerando-se somente as alteracdes que resultam na
troca de aminoacido, este valor foi de 35,71% (10/28).

Os tipos de mutagdo identificados nesta populacdo sdo: GIn368STOP (1/28 — 3,57%),
Pro370Leu (1/28 — 3,57%) e Cys433Arg (8/28 — 28,57%). Também identificou-se o
polimorfismo Gly122Gly (1/28 — 3,57%).

Os pacientes com GPAA-J portadores da mutacdo Cys433Arg apresentaram niveis de
PIO significativamente maiores do que o grupo de individuos com GPAA-J sem
mutagdo no gene TIGR/MYOC.

Os pacientes portadores da mutacdo Cys433Arg identificados neste estudo provinham
de um ancestral comum.

A mutacdo Cys433Arg apresentou segregacdo concomitante com o0 GPAA-J e mostrou
penetrancia de 0% entre individuos menores do que 10 anos de idade, de 40% na faixa
etaria de 10 a 30 anos, atingiu 75% entre 31 e 40 anos e foi de 100% entre os individuos

acima dos 40 anos de idade em uma das familias avaliadas.
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VI - SUMMARY
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Glaucoma is one of the major causes of irreversible blindness in the world.
Recently, molecular biology allowed the identification of the gene TIGR/MYOC as one of
the genes associated with primary open-angle glaucoma (POAG). Several studies in
different populations determined that 3 to 5 percent of patients with POAG show mutations
in the TIGR/MYOC gene. The purpose of this study is to evaluate the frequency and the
type of mutations in the TIGR/MYOC gene among Brazilian patients with juvenile POAG
(POAG-J). The genomic DNA of 28 consecutive patients with POAG-J was extracted from
peripheral blood. Subsequently, PCR and SSCP were performed to identify possible
mutations in the TIGR/MYOC gene, which were confirmed by sequence analysis. Clinical
features of patients with and without mutations in the TIGR/MYOC gene were also
evaluated. Among the 28 patients with POAG-J, 10 (35.71%) showed a mutation in the
TIGR/MYOC gene. One patient harbored the mutation Pro370Leu (3.57%), another patient
(3,57%) showed the GIn368STOP and eight patients (28,57%) presented with the
Cys433Arg mutation described for the first time in the literature. A haplotype analysis
revealed that all patients harboring the Cys433Arg mutation originated from a common
founder. Patients who carried this mutation showed significantly higher mean 10OPs than
patients without a mutation (P = 0.0044 — right eye and P = 0.0034 — left eye). When a
pedigree of a family carrying the Cys433Arg mutation was analysed, the penetrance was
0%, 40%, 75%, and 100% in individuals younger than 10 years old, between 10 and 30

years old, between 31 and 40 years old, and older than 40 years old, respectively.
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