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Resumo

O glaucoma primario de angulo aberto (GPAA) ¢ uma doenca neurodegenerativa.

Suas caracteristicas clinicas incluem les@o progressiva do disco Optico com perda de campo visual
correspondente. Varios fatores de risco estdo associados para sua instalacdo e desenvolvimento, o
principal é o aumento da pressao intra-ocular (PIO). Apesar de ser uma doenga de heranca complexa,
foi possivel, através da biologia molecular, identificar quatro genes associados a esta forma de
glaucoma por meio de estudos de ligagdo em familias com esta afec¢do. O primeiro foi o gene
MYOC, descrito em 1997, seguido pelos genes OPTN, WDR36 e NTF4, identificados em 2002, 2005
e 2009, respectivamente. Existem outros 14 loci ja descritos em familias com GPAA com padrao de
heranca autossomico dominante, cujos genes associados ao glaucoma nao foram ainda identificados.
Desta forma, através de marcadores do tipo microssatélites - escolhidos a partir do mapa genético
humano Généthon serdo avaliados os loci candidatos (GLCIA e GLCI1J - GLCIN) associados ao
glaucoma primario de angulo aberto em duas familias informativas portadoras de GPAA.
Simultaneamente, sera realizada a analise de ligagdo nestas mesmas familias por meio de laminas ou
microarrrays de single nucleotide polymorphisms (SNPs) utilizando-se o GeneChip® Mapping 10K

2.0. Na primeira abordagem por meio de microssatélites foram avaliados 33 individuos da familia 1 e

18 individuos da familia 2 enquanto que na analise por meio das ldminas de SNPs foram
investigados 19 membros da familia 1 e 11 membros da familia 2. Nao houve ligacdo dos loci
investigados: GLCIA, GLC1J - GLCIN em ambas as familias com o GPAA. Entretanto, na analise
de ligacdo por meio de laminas de SNPs sugeriu possiveis regides candidatas associadas ao GPAA

(lod score maior do que 2) nos cromossomos 5q31.2 —31.3 e 2p22.3 -23.1
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Abstract

Primary open-angle glaucoma is a neurodegenerative disease. Clinical features include progressive
damage of the optic disc with corresponding visual field loss. Several risk factors are associated with
installation and development, the main is a increased of intraocular pressure (IOP). Although a
disease of complex inheritance, it was possible, through molecular biology, identify four genes
associated with this form of glaucoma through linkage studies in families with this disease. The first
was the MYOC gene, described in 1997, followed by the OPTN genes, WDR36 and NTF4,
identified in 2002, 2005 and 2009, respectively. There are 14 other loci already described in POAG
families with autosomal dominant, whose genes associated with glaucoma have not yet been
identified. Thus, through microsatellite markers - chosen from the human genetic map Généthon will
evaluate candidate loci (GLC1A and GLC1J - GLCIN) associated with primary open-angle
glaucoma in two informative families carriers from POAG. Simultaneously, will be performed a
linkage analysis in these same families through "microarrrays" of "single nucleotide polymorphisms"
(SNPs) using the GeneChip Mapping 10K 2.0 ®. In the first approach through microsatellites were
evaluated 33 individuals of Family 1 and 18 individuals of Family 2 while the analysis through SNPs
were investigated in 19 member of family 1 and 11 members of family 2. There was no linkage of
investigated loci: GLC1A, GLC1J - GLCIN in both families with POAG. However, in linkage
analysis through SNPs suggested possible candidate regions associated with POAG (lod score

greater than two) in the chromosome 5q31.2 - 2p22.3 and 31.3 - 23.1.
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1.Introducao

1.1 - Conceito

O glaucoma é uma doenga neurodegenerativa progressiva de etiologia multifatorial.
Apresenta-se como uma das maiores causas de cegueira no mundo, afetando mais de 70
milhdes de pessoas (Quigley. 2011; Jia et al., 2009).

A doenga ¢ caracterizada por perda de células ganglionares da retina associada com a
degeneracdo do nervo oOptico (afilamento progressivo da rima nervosa e aumento da relacdo
escavagao/disco) que levam a alteragdes correspondentes de campo visual (Liu et al., 2008).

A apoptose parece ser o processo responsavel pela perda das células ganglionares da
retina. Este processo seria desencadeado por uma série de fatores, incluindo a propria
elevagdo da pressdo intra-ocular (PIO), altera¢des do fluxo sanguineo no disco optico,
processos de origem auto-imune ou mesmo a condicdes intrinsecas dos tecidos que compde
o disco Optico que o tornassem mais susceptivel para a instalacdo do dano glaucomatoso
(Weinreb, 2007).

A elevacdo da PIO ¢ o principal fator de risco para o glaucoma. O valor da PIO ¢ o
resultado da diferenca entre a produ¢ao do humor aquoso e seu escoamento, este equilibrio
dindmico ¢ que mantém o metabolismo e a forma adequada do globo ocular.

O humor aquoso ¢ formado pelo corpo ciliar ¢ é drenado na sua maior propor¢ao
pelo seio camerular (dngulo da camara anterior). Esta regido ¢ composta, de forma geral,
pela malha trabecular pelo esporao escleral e pela faixa ciliar e raiz da iris. O escoamento do
humor aquoso inicia-se através da malha trabecular, posteriormente desemboca no canal de
Schleenm e, finalmente ¢ escoado pelas veias episclerais (Figura 1). Um desequilibrio entre

produgdo e drenagem do humor aquoso pode resultar no aumento da PIO (Leske, 1983).
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Figura 1. Modelo esquematico das estruturas oculares envolvidos na dindmica do humor aquoso. Adaptado de

(Fan and Wiggs., 2010).

O glaucoma pode ser classificado de acordo com a sua etiologia em primario ou
secundario, quanto ao aspecto anatdomico do seio camerular em aberto ou fechado, assim
como a idade do diagnéstico (congénito, juvenil e adulto) e evolucdo clinica (agudo ou
cronico) (Ray & Mookherjee, 2009). Quando os mecanismos fisiopatoldgicos que levam ao
desenvolvimento do glaucoma sdo conhecidos ¢ envolvem condigdes oculares e/ou
sistémicas que resultem em elevacdo da PIO e lesdo glaucomatosa do disco optico, o
glaucoma ¢ denominado secundario. O termo primario se restringe aos glaucomas cujo
mecanismo responsavel pelo desenvolvimento da lesdo glaucomatosa do disco optico e, na
maioria das vezes, do aumento da PIO ndo esté estabelecido (Leske, 1983).

Além disso, o glaucoma primario de angulo aberto ¢ classificado de acordo com os
valores da PIO. O glaucoma com pressao normal (GPN) ¢é aquele que ocorre vigéncia de
PIOs consistentemente abaixo dos 21 mmHg. Pacientes que apresentam PIOs acima de 21
mmHg s3o considerados portadores de glaucoma primario de angulo aberto (GPAA) (Leske

1983).

1.2 - Epidemiologia

Entre as diversas formas de glaucoma, o mais prevalente ¢ o GPAA (Fuse 2010).

Sua prevaléncia varia de acordo com as populagdes estudadas, sendo predominante entre as
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populagdes caucasoides e negras. Leske em 2007 realizou uma revisdao epidemioldgica
incluindo a populagdo de todos os continentes avaliando a prevaléncia e incidéncia de
glaucoma em individuos acima de 40 anos de idade (Leske, 2007).

Esse estudo estimou a prevaléncia do GPAA na populacdo Européia, Africana e
Asiatica, e os achados variam de 1-3%, 1-8% e 1-4%, respectivamente. Uma maior
prevaléncia, em torno de 7-9%, foi encontrada em africanos estudados no caribe que eram
provenientes principalmente do Oeste da Africa (Leske, 2007; Sommer et al., 1991). Nos
Estados Unidos, a prevaléncia varia de acordo com a ancestralidade dos subgrupos inclusos
no estudo, com 1-2% encontrados em pessoas de origem européia, 4% americanos africanos
e 2-5% em mexicanos americanos (Leske, 2007).

O aumento da PIO ¢ o principal fator de risco para o desenvolvimento do GPAA. Tal
¢ a sua importancia na propedéutica do glaucoma, que individuos com PIO acima de 21
mmHg, sem lesdo glaucomatosa do disco Optico, sdo considerados como suspeitos de
glaucoma ou hipertensos oculares (HO) (Foster et al 2002). Individuos com GPAA e valores
de PIO menor que 21mmHg sdo classificados como portadores de glaucoma de pressao
normal (GPN), sendo que prevaléncia deste tipo de glaucoma ¢ significantemente maior em
Japoneses do que em caucasianos (Fuse et al., 2010; Werner, 1996). O GPAA geralmente
afeta ambos os olhos e ndo apresenta sintomas perceptiveis em muitos pacientes até os
ultimos estagios da doenca, quando os pacientes perdem a visao central (Kroese, 2003).

Entretanto, alguns pacientes que apresentam niveis elevados da PIO ndo chegam a
desenvolver a doenca; nesse contexto acredita-se que o desenvolvimento da lesdo
glaucomatosa dependeria, dentre outros fatores, dos niveis da PIO e da susceptibilidade
individual de dano ao disco optico (Sigal et al., 2005; Burgoyne et al., 2005);

Outros fatores de risco, além da PIO, associados ao GPAA, incluem idade avangada,
a raga negra, o historico familiar e a miopia (Kroese, 2003).

Um fator limitante para estudar a incidéncia do GPAA ¢ a baixa frequéncia de novos
casos por ano na maioria das populacdes, tamanhos de amostras pequenas resultando em
poder estatistico insuficiente para identificar fatores de risco. A fim de superar esse
problema, foi realizado um estudo em uma populacdo em Barbados no Caribe, os quais sdo
descendentes de africanos, os quais apresentam uma alta frequéncia de GPAA. A incidéncia
de glaucoma nessa populagdo foi de 4,4%. Reforcando os fatores de risco para o GPAA,
esse estudo demonstrou que o risco relativo para a doenga aumenta conforme a idade em 4%
e que o historico familiar de glaucoma aumenta o risco em quase trés vezes (Leske et al.,

2008). Além desse, outro estudo demonstrou que a historia familiar de glaucoma na primeira
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geracdo e PIO acima de 21 mmHg tem uma associacdo estatisticamente significativa com o

desenvolvimento da doencga (Vegine et al., 2008).

1.3 — Genética Molecular do GPAA

Com o desenvolvimento da biologia molecular, varios pesquisadores tém procurado
identificar genes associados aos mais diversos tipos de moléstias humanas; assim um grande
nimero de afec¢des oculares ja tem seu locus (posicdo no cromossomo) e gene determinado
através do mapeamento genético e da analise de ligagdo, como ocorre no GPAA.

Para classificar e organizar a avaliacdo fenotipica do glaucoma a Organizacao
Mundial do Genoma Humano propos ordenar os loci de maneira que ¢ utilizada a sigla
“GLC” para os genes associados ao glaucoma. Os numeros “17, “2” e “3”, que seguem a
sigla geral para os glaucomas, representam angulo aberto, dngulo fechado e glaucoma
congénito e as letras “A”, “B”, “C” e assim por diante, indicam o primeiro ¢ 0s subsequentes
loci identificados para determinado tipo de glaucoma (Raymond, 1997).

Mais de 20 loci foram mapeados para o GPAA (Fan et al.; 2010). Apesar de o GPAA
apresentar, principalmente, o padrdo complexo de heranca (Allighan et al., 1998), os quatros
genes identificados at¢é o momento foram obtidos por meio de estudos de ligacdo em
familias com GPAA e heranga autossomica dominante (Fan, B. J; Wiggs, 2010; Carbone et
al., 2011).

Baseado em estudos de mapeamento genético, foram classificados 17 loci — GLCIA

—GLCIQ, que estao envolvidos no inicio do GPAA.

1.3.1-GLCIA

O primeiro locus (GLCIA) associado ao GPAA foi descrito por Sheffield et al.
(1993), através de um estudo de ligagdo genética em uma familia com GPAA de inicio
precoce, abaixo dos 35 anos de idade (GPAA-J) e padrdo autossdmico dominante. O estudo
de ligagdo por meio de marcadores do tipo microssatélites nesta familia demonstrou
associacdo da doenga com o locus localizado no brago longo do cromossomo 1 (1g21-
1q31). Posteriormente, em 1997, Stone e colaboradores (Stone et al, 1997) identificaram o
gene Trabecular Meshwork-Induced Glucocorticoid Response Gene/Myocilin, ou

TIGR/MYOC em familias portadoras de GPAA-J associado ao locus GLCIA. Estudos
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subsequentes mostraram que mutagdes no gene MYOC podem ser observadas em individuos
de diferentes faixas etarias na mesma familia, o que tornaria esta divisao, GPAA juvenil ou
GPAA adulto (GPAA-A) questionavel (Allighan et al., 1998; Alward, et al., 1998; Fingert et
al., 1999)

Como citado anteriormente, a historia familiar positiva ¢ um importante fator de
risco para o desenvolvimento do glaucoma. Estudos indicam que aproximadamente de 3 a
5% dos individuos com GPAA resultam de mutagdes no gene MYOC, o que aumenta a
possibilidade de identificar individuos que sdo geneticamente predispostos a desenvolver a
doenga (Vegini et al., 2008).

O gene MYOC ¢ composto por 3 exons com 606, 126 e 718 pares de bases,
respectivamente, e dois dominios maiores: miosina-like (exon 1) e olfactomedina-like (exon
3), este ultimo representa a localizagdo onde a maioria das mutacdes, em torno de 90%,
foram identificadas (Vasconcellos et al., 2003; Resch & Fautsch, 2009); além de codificar
uma proteina de 57-KDa, conhecida como miocilina (Clark et al., 2001). Essa proteina foi
descrita apos exposi¢do a glicocorticoides em células humanas da malha trabecular
(Polansky et al., 1997). No olho humano, a miocilina, ¢ altamente expressa na malha
trabecular, esclera, corpo ciliar, e iris; e expressa em quantidades inferiores na retina e nervo
optico, e esta presente no humor aquoso (Tamm, 2002); além de sua expressao ser induzida
sob condicdes de estresse, especialmente mecanicos e oxidativos (Polansky et al., 1997,
Tamm et al., 1999).

Alteracdes na sequéncia do gene MYOC associadas ao desenvolvimento do GPAA
foram observadas em diversas popula¢des (americanas, francesas, espanhola, alema, suica,
australiana, canadense, japonesa, chinesa, coreana, indiana, haitiana, colombiana) com uma
frequéncia que varia de 3 a 5% (Finger et al., 1999). Foram descritas mais de 70 mutagdes
no gene MYOC (Hewitt 2008), a maior parte delas sdo populagdes especificas (Finger et al.,
1999; Hogewind et al., 2007). Algumas mutagdes sdo observadas em diferentes populacdes
como as alteragdes estruturais P370L (1.109C>T) e Q368X (368C>T), a primeira associada
com GPAA de PIO elevada e desenvolvimento de glaucoma na segunda década de vida, ¢ a
segunda observada em individuos mais idosos a partir da quinta e sexta décadas de vida e
com PIOs mais baixas. Outras mutagdes sao observadas em populagdes especificas como a
Q48H (144G>T) encontrada em indianos (Hogewind et al., 2007).

Acredita-se que varias destas mutagdes t€ém um efeito fundador (Fingert et al., 1999;
Hewitt et al., 2007). Por exemplo, a mutagdo T377M no gene da miocilina apresenta um
efeito fundador comum, uma vez descrito em cinco diferentes continentes compartilhando o

mesmo haplotipo (Hewitt et al., 2007). Como ja relatada no paragrafo anterior, mutagdes no
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gene da MYOC apresentam diferengas na relacdo genotipo/fendtipo. Individuos com a
alteracdo estrutural (T377M), por exemplo, desenvolvem glaucoma na quarta década de
vida, mais tarde que a P370L e mais cedo que a Q368X, além de apresentar PIOs com
valores intermediarios aos observados nos individuos portadores das muta¢des P370L e
Q368X (Fingert et al., 1999; Melki et al., 2003; Puska et al., 2005; Wirtz et al., 2010).

No Brasil, a frequéncia de mutacdes no gene MYOC em pacientes com GPAA-J e
GPAA-A foi de 35,7% e 3,85% respectivamente. Além disso, uma nova alteragdo foi
identificada exclusivamente na populacdo brasileira, que resulta na substituicdo de uma
cisteina por uma arginina no cédon 433 no dominio olfactomedina (C433R). Esta mutagdo
esta associada com um grave fenotipo: instalagdo precoce do glaucoma com PIOs elevadas,
necessidade frequente de procedimento cirurgico para controle da doenga e alta penetrancia
(Vasconcellos et al., 2003).

O mecanismo sugerido para o aumento da PIO associado as alteragdes no gene
MYOC seria a alteracdo do enovelamento da proteina codificada pelo gene MYOC. Essa
alterag@o acarretaria a redugdo da secreg¢@o desta proteina para o meio extracelular da malha
trabecular com consequente acimulo da proteina no reticulo endoplasmatico rugoso. Tal
disfuncao facilitaria a apoptose das células trabeculares levando a um desequilibrio na
homeostase do humor aquoso que culminaria com o aumento da PIO (Aroca-Aguilar et al.,

2008).

1.3.2-GLCIB

O segundo locus foi descrito por Stoilova et al (1996). Eles analisaram um grupo de
17 familias caucasianas do Reino Unido composto por 203 individuos, sendo que 90
apresentavam GPAA. O padrao de transmissao hereditaria era do tipo autossdmico
dominante, porém a idade de instalagao do glaucoma era variavel (20 a 68 anos) ¢ as PIOs
mais baixas (no maximo 30 mmHg), caracterizando assim, um fendtipo menos grave em
comparacdo com aquele descrito para o locus GLCIA. A analise de ligagdo nestes
heredogramas identificou um novo locus (GLC1B) para o GPAA, situado no cromossomo 2
na regido 2cen-q13 em um intervalo de 11,2 cM, flanqueado pelos marcadores D2S2161 e
D2S176. Até o momento, o gene responsavel por essa forma de GPAA ainda nao foi

1dentificado.
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1.3.3-GLCIC

O terceiro locus foi descrito por Wirtz et al. (1997). Foram analisados 44 individuos
de uma familia norte americana caucasiana com trés geragcdes que apresentavam GPAA com
padrdo de heranca autossomico dominante, de inicio tardio (38-80 anos) e PIO
moderadamente aumentada (média 23 mmHg). O novo locus (GLCIC) foi identificado por
meio de haplotipos de recombinacdo no brago longo do cromossomo 3 (q21-24) entre os
marcadores D3S3637 € D3S1744 em um intervalo de 11,1 cM. Um estudo em uma familia
de origem grega realizado por Kitsos et al., (2001) também estabeleceu ligagdo no mesmo
locus (Lod score de 3,88 com o marcador D3S1763). Apesar das semelhantes caracteristicas
clinicas entre as familias norte americanas caucasianas ¢ a de origem grega, os haplotipos
sao distintos.

Em 2004, um terceiro estudo realizado por Samples et al. (2004), observou que um
individuo da familia norte americana veio a desenvolver GPAA. Através de recombinacdo
do haplotipo no marcador D3S3694; foi possivel estreitar essa recombinacdo de 11,1cM
para 3,9cM. Além disso, observou-se que os alelos da doenca (marcadores D3S3637 e
D3S3612) eram os mesmos, tanto na familia grega quanto na familia norte americana;

sugerindo que as familias compartilham um haplétipo comum.

1.3.4-GLCID

O quarto locus descrito (GLC1D) foi localizado no brago longo do cromossomo 8q23
em um intervalo de 6.3 cM entre os marcadores D8S1830 ¢ D8S592. O haplétipo da doenga
foi herdado por 8 individuos afetados em uma familia com 20 membros (Trifan et al., 1998).
O fenotipo desta familia parece ser varidvel, com inicio da perda de campo visual na meia
idade, seguida por modesta elevacdo da pressdo intra-ocular e progressdo da doenga em

individuos mais velhos.

1.3.5-GLCIE

Identificado por Rezaie ef al., (2002), o gene OPTN (Optineurin - optic neuropathy
induced protein), esta localizado na regido correspondente ao locus GLCIE, cromossomo

10p14-15. As primeiras alteragdes deste gene foram constatadas em 16,7% das familias,
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observado no estudo pioneiro de Rezae et al. que constatou fenodtipos compativeis com
GPAA e GPN ( Rezaie et al., 2002; Ayala-Lugo et al., 2007).

O gene OPTN ¢ altamente expresso em tecidos oculares e ndo oculares, como a
malha trabecular, retina, humor aquoso, coracdo, cérebro, musculo esquelético, dentre
outros (Liu et al., 2008). Seu mecanismo na patogénese do glaucoma nao estd totalmente
esclarecido. A proteina optneurina exerce varias fungdes, pois ela interage com diferentes
proteinas as quais estdo envolvidas na apoptose, inflamacdo e vasoconstricdo (Swarup, G.
and Nagabhushana, A., 2010; Liu et al., 2008).

Este gene contém 16 exons, dos quais trés sdo considerados ndo codificadores
(regido 5°- ndo traduzida ou 5’UTR) e os demais 13 exons codificam uma proteina composta
por 577 aminoacidos. A analise da sequéncia sugere que a proteina codificada pelo gene

OPTN tem varios dominios putativos (Figura 2).

RIP-1
(424-509 aa)
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Figura 2. Representagdo esquematica da proteina optineurina.

Observou-se a que expressao do gene OPTN no seio camerular estava aumentada
apds exposicao a dexametasona, ao TNF- a e ao aumento da PIO (Vittiton e Borras, 2002),
sugerindo que OPTN poderia desempenhar um papel neuroprotetor ao reduzir a
susceptibilidade das células ganglionares da retina a apoptose (Liu et al., 2008). A
superexpressdo da OPTN bloqueia o citocromo c liberado da mitocondria e regula
negativamente o TNF induzido da ativagdo do NF-Kb (fator nuclear Kb), ambas as
condi¢des inibindo a apoptose das células ganglionares da retina (Ray & Mookherjee, 2009).

Até o presente momento, mais que 20 mutagdes foram encontradas na regido
codificante do gene OPTN, quatro das quais, apresentam associacdo com o GPAA, sendo
estas ESOK no exon 4, M98K no exon 5, 691 692insAG no exon 6 ¢ R545Q no exon 16
(Ayala-Lugo et al., 2007; Xido et al., 2009).
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Um estudo envolvendo as populacdes com ancestralidade africana, hispanica e
asiatica demonstrou uma frequéncia de mutagdes de 1,2% no gene OPTN em pacientes com
GPAA (Ayala-Lugo et al., 2007). Variagdes na sequéncia do gene OPTN também foram
associadas com GPAA nas populagdes Indianas e Japonesas, enquanto que em populagdes
caucasianas essa associagao foi menos significante (Liu et al., 2008).

Por fim, Xido e cols. (2009) descreveram o primeiro relato de uma mutagdo, K322E,
no exon 10 da OPTN associado com o GPAA em uma grande familia do nordeste da China
seguindo um padrao autossémico dominante. Essa mutagdo troca uma lisina por acido
glutamico — A1274G, com efeitos potenciais sobre a estrutura e funcao da proteina.

Um estudo realizado na populagdo brasileira relatou a frequéncia das mutacgdes
T34T, ESOK, M98K, 691 692insAG e R545Q em 99 pacientes com GPAA e idade variando
entre 35 ¢ 87 e em um grupo controle pareado por idade e sexo. Com exce¢do da mutagado
R545Q que apresentou uma distribui¢c@o estatisticamente mais frequente no grupo controle,
sugerindo uma acdo protetora, as demais mutacdes ndo foram associadas ao GPAA na

populagao brasileira (Caixeta-Umbelino et al., 2009).

1.3.6 - GLCIF

O sexto locus descrito (GLCIF) foi mapeado no cromossomo 7 (regido 7q35 — q36)
em um intervalo de 5,3 ¢cM entre os marcadores D7S52442 ¢ D7S483. O estudo foi realizado
em uma familia com 4 geragdes e 25 membros, dos quais 10 eram afetados. A idade de
manifestacdo da doenga variava entre 25 e 70 anos e os valores pressoricos situavam-se
entre 22 ¢ 38 mmHg (Wirtz et al., 1999).

Um segundo estudo do tipo caso-controle, avaliou a associacdo do locus GLCIF em
pacientes japoneses com GPN. Foram incluidos 141 pacientes com GPN e cerca de 11
marcadores microssatélites localizados na regido 7q35-36. Os autores observaram que o
alelo D7S1277 aumentava de forma significativa o risco de GPN nesta populagdo
(Murakami et al., 2010).

Recentemente, foi identificado o gene ASBI0, inicialmente mapeado em 1999
(GLCIF) a partir do estudo de familias com GPAA pelo grupo que originalmente descreveu
este locus. Para a sua identificag@o realizou-se o sequenciamento nos familiares acometidos
e ndo acometidos em 42 genes localizados no intervalo do locus GLCIF. A mutagdo
sinonima T255T no gene ASBI0 segregou e estava presente em todos os familiares afetados.

Esta mutacdo ocasiona a perda da transcricdo do exon 3 e parte dos exons 4 ¢ 5. O
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mecanismo proposto para o desenvolvimento do GPAA seria de que a expressdo da proteina
codificada por este gene (Ankyrin repeat and SOCS Box containing) interage com outras
proteinas da malha trabecular como a fibronectina e tenascina C. Posteriormente, os autores
rastrearam mutagdes em 256 pacientes ndo relacionados com GPAA e 559 controles.
Identificou-se 11 variantes alélicas ndo sinonimas presentes no grupo com GPAA (6,6%),
com excec¢do de uma, também presente no grupo controle (R304C) (Wirtz et al, 2010).

Um possivel gene candidato para o GPPA também localizado no cromossomo 7 q35
¢ o Nitric Oxide Syntetase 3 (NOS3), analisado em 18 probandos norte americanos com
GPAA. Foi identificado um polimorfismo de G para T no exon 7 acarretando a troca do
aminoacido glutamato para aspartato no codon 298 (E298D) e uma substitui¢ao de T para C
na regido promotora — 786. Até o momento, os autores concluiram que ndo era possivel

associar tais alteracdes moleculares no gene NOS3 com GPAA. (FUSE et al., 2010).

1.3.7-GLCIG

Monemi e cols (2005) relataram, através de mapeamento genético em uma familia, o
locus para o GPAA na regido 5q22.1. Eles identificaram o gene causador da doenca,
denominado WDR36 (WD40 repeat 36), constituido por 23 éxons e codificando uma
proteina com 951 aminoacidos.

A expressdo do gene, através de estudos de RNA mensageiro (RNAm), demonstrou
estar presente em tecidos ndo-oculares como, coragdo, placenta, figado, musculo esquelético
e pancreas; e nos tecidos oculares como, iris, esclera, corpo ciliar, malha trabecular, nervo
optico, dentre outros.

Este gene apresentou uma variagdo na sequéncia codificadora no éxon 17, uma troca
do acido aspartico por uma glicina (1.953GAC>GGC) no aminoacido 658 (D658G). Essa
mutagdo segregou com o GPAA em uma familia ligada ao locus GLCIG e estava ausente
em 476 cromossomos de individuos normais avaliados (Monemi et al., 2005). Os autores
observaram 4 diferentes tipos de mutagdes em 17 individuos com GPAA; sendo 11 com PIO
elevada e 6 com Glaucoma de Pressdo Normal (GPN).

Muitos dos estudos no gene WDR36 foram realizados em populagdes caucasianas
(Ray & Mookherjee, 2009). Um estudo realizado por Hauser et al. (2006) buscou determinar
a distribuicdo de sequéncias variantes do gene WDR36 em pacientes com GPAA. Foram
identificadas 24 sequéncias variantes: quatro foram definidos como causador de doenca, trés

como predisposigdes, € 17 como polimorfismos de SNPs. Entretanto, a distribui¢do destas
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na genealogia, ndo demonstrou segrega¢ao consistente com a doenga. Os autores concluiram
que, em individuos portadores de GPAA e que apresentavam a variagdo — SNPs eram mais
propensos a desenvolver uma doenga mais severa do que aqueles pacientes afetados que ndo
possuiam a variante; desta forma o gene WDR36 parece agir como modificador. Outro
estudo realizado por Finger et al. também ndo encontrou associagdo do gene WDR36 com o
GPAA (Finger et al., 2007). Entretanto, na populacao asiatica, pesquisadores demonstraram
uma variante 1264V associada a doenca (Miyazawa et al., 2007; Fan et al., 2009).
Finalmente, um estudo na populagdo Alema com GPAA e GPN concluiu que o gene WDR36
tem contribui¢do menor na patogénese da doenca (Weisschuh er al. 2007; Pasutto et al.
2008).

Apesar de o gene WDR36 ser considerado como um gene de maior influéncia no
desenvolvimento do GPAA, a sua contribuigdo para a ocorréncia do glaucoma ainda é
controversa, devido a inconsisténcia das associa¢Oes relatadas nas diferentes populacdes
avaliadas (Fan et al., 2009).

Embora a fung¢do da proteina WDR36 e o seu papel no glaucoma serem
desconhecidos, ha uma evidéncia sugerindo que o gene WDR36 pode participar na ativagao
das células T em resposta a interleucina 2 (IL-2). Estudos iniciais sugeriram que alguns
pacientes com glaucoma poderiam ter uma alteracdo da imunidade celular dependente de IL-
2. Recentemente, outros estudos sugeriram que a resposta imunologica mediada pelas
células T poderia influenciar a degeneracao do nervo Optico tanto no glaucoma humano

como em modelos da doenga em ratos (Hauser et al., 20006).

1.3.8-GLCIH

O oitavo locus, foi descrito no cromossomo 2 regiao pl5- pl6, em um intervalo de 7
cM entre os marcadores D2S123 e D2S2165. O estudo era proveniente de uma familia com
113 membros, dos quais 10 eram afetados. A idade variava entre 48 - 78 anos (idade média
de inicio aos 64 anos) e PIO variando de moderada a alta (18 — 36 mmHg) (Suriyapperuma
etal, 2007).

Um segundo estudo, realizado em duas grandes familias chinesas com GPAA de
inicio juvenil, revelou que elas compartilham o mesmo haplétipo da doenca, sugerindo um
efeito fundador comum para a mutagdo na regiao 2pl5 — p16. (Lin et al., 2008). O intervalo
da doenga estava localizado a 9,2 cM entre os marcadores D2S123 e D2S2397 sobrepondo

em parte a regido descrita previamente para o locus GLCI1H.
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1.3.9-GLC1I

O nono locus, GLCII, foi descrito em subtipos de familias com GPAA de inicio
precoce, estabelecendo ligacdo no cromossomo 15 regido q 11 — 13, em um intervalo de 11
cM (Allinghan, et al., 2005). Além disso, foi realizado um segundo estudo em familias com
GPAA de descendéncia Européia, onde evidenciou a ligagdo proxima ao locus GLCII

previamente identificado (Woodroffe et al., 2006).

1.3.10- GLC1J

O décimo locus, GLC1J, foi mapeado no cromossomo 9q22, por meio da avaliagdo
dos haplotipos em 7 familias com GPAA-J. Houve ligacdo entre os marcadores D9S1803 e

D9S196 (Wiggs et al., 2004).

1.3.11- GLCIK

O décimo primeiro locus, GLCIK, foi também descrito por Wiggs et al. (2004) em 5
familias apresentando diagndstico GPAA-J. O haplétipo representado por microssatélites
nesta regido mostrou ligacdo no cromossomo 20pl2, entre os marcadores D20S189 e
D20S104. A fim de refinar os limites dessa regido e selecionar genes candidatos para
mutacdes com importancia funcional, Sud et al. (2008) estudaram 4 familias (44 individuos)
com GPAA-J. Utilizando a combinagdo de SNPs e marcadores microssatélites, o intervalo
da regido GLCIK foi reduzida para um méaximo de 12,7 Mb e um minimo de 9 Mb. Nesta
regido, foram encontrados 4 genes (BMP2, PLCBI1, PLCB4, BTBD) considerados candidatos
para o GPAA-J ja que apresentam expressao e funcdo ocular. Entretanto, apdés um
rastreamento de mutagdes, estes foram excluidos como genes causadores de GPAA-J. (Sud

et AL., 2008).

1.3.12- GLCIL
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O décimo segundo locus, GLCIL, foi identificado por meio de analise de ligagdo
nao-paramétrica em uma unica e grande familia da Tasmania. Através de estudos anteriores
em seis geracdes dessa familia, foi possivel detectar a mutagao Q368STOP (glutamina-368-
STOP) no gene MYOC em nove dos 24 membros afetados; isto sugere uma heterogeneidade
genética, indicando que algum outro gene poderia determinar um aumento da
susceptibilidade para o desenvolvimento GPAA nesta familia. Por este método foi possivel
identificar esse locus no brago curto do cromossomo 3 (3p21-22) em um intervalo de 8.3cM
entre os marcadores D3S3521 e D3S1289. Nesta familia, 11 membros afetados
compartilham o mesmo alelo ancestral na regido 3p21-22; dos quais 7 também apresentavam
a mutacdo Q368STOP. O resultado deste estudo sugere uma possivel interagdo entre o gene
MYOC ¢ o locus no cromossomo 3 (Shaarawy et al., 2009; Baird et al., 2005).

Outro estudo revelou o fendtipo do GPAA com auséncia de PIOs elevadas associado

com o locus GLCIL, com média maxima registrada de 23.9mmHg (Sherwin et al., 2009).

1.3.13- GLCIM

O décimo terceiro locus descrito, GLCIM, foi mapeado no cromossomo 5 (5q22. 1 —
q32) em uma familia da Filipinas de 5 geragdes totalizando 55 membros dos quais 22 eram
portadores de GPAA-J. A regido flanqueada pelos marcadores D5S2051 e D5S2090
compreendia uma distdncia de 36Mb. E interessante ressaltar que esse novo locus
identificado estava proximo, mas ndo sobreposto, ao locus previamente descrito GLCIG

associado ao gene WDR36 (Pang et al., 20006).

1.3.14- GLCIN

O décimo quarto locus, GLCIN, foi descrito uma familia Chinesa com 25 membros,
no qual oito eram portadores de GPAA-J. O resultado da analise dos haplotipos por meio da
utilizacdo de microssatélites ¢ SNPs permitiu o mapeamento do locus no cromossomo 15
(15922 — g24). A extensdo de 16.6Mb desta regido era delimitada pelos marcadores
D15S1036 e 1s922693 (Wang et al., 2006).

1.3.15- GLCIO
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Relatos recentes tém sugerido que as neurotrofinas e seus receptores tém um papel
protetor nas células ganglionares da retina. O gene NTF4 esta localizado no cromossomo
19q13.33, o qual foi previamente identificado como um locus para o glaucoma putativo por
meio de genome-wide linkage scan (Pasutto et al., 2009).

O décimo quinto locus descreve sequéncias variantes no gene NTF4. Pasutto et al
(2009) relataram sete mutagdes neste gene, representando cerca de 1,7% dos pacientes
portadores de GPPA com origem européia, o que confere um aumento do risco para o
desenvolvimento do GPAA, devido a alteragdes na fun¢do da proteina.

Outro estudo revela que nao ha associacdo de variantes no gene NTF4 com o risco
elevado de GPPA em individuos com ancestralidade européia (Liu et al., 2010). Entretanto,
um estudo realizado por Vithana et al (2010) identificou uma mutagdo, Leul 13Ser, no gene
NTF4 em um dos 174 pacientes com etnia chinesa portadores de GPAA. Este achado indica
que mutagoes neste gene sao causa rara de GPAA na China. Entretanto, ¢ preciso analisar o
gene NTF4 em varios outros grupos de GPAA com diferentes etnias para esclarecer seu

envolvimento com a doenca (Vithana et al., 2010).

1.3.16 - GLCIP

O décimo sexto locus, GLCIP, foi identificado em uma familia africano-americana.
Por meio de estudos de ligacdo, foi possivel identificar a regido 12ql4. Além disso, por
meio de hibridizagdo gendmica comparativa ¢ PCR quantitativa foi possivel identificar uma
regido duplicada co-herdada com GPN neste locus. Foram encontrados alguns genes nesta

regido duplicada que sao expressos na retina (Fingert et al., 2011).

1.3.17- GLCIQ

O décimo sétimo locus foi descrito por Porter et al. (2011) em um estudo de quatro
geracdes de uma familia britanica. Estes foram diagnosticados com GPAA apresentando um
modelo de heranga autossdmico dominante. Este locus foi identificado no cromossomo 4
(4935.1 — 4935.2) por meio de estudo de ligagdo gendmica por meio de SNPs com extensao

de 1.866Mb.
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1.3.18 - Outras regioes associadas ao GPAA.

O GPAA apresenta-se predominantemente como poligénico multifatorial (padrdo
complexo de heranca), portanto é provavel que diferentes conjuntos de fatores de riscos
genéticos ¢ ambientais contribuem para a regulacdo da PIO e da apoptose das células
ganglionares (Wiggs et al., 2010). Estudos do tipo caso/controle em pacientes com GPAA e
glaucoma de pressdao normal (GPN) tém sido realizados identificando-se polimorfismos
associados ao glaucoma em genes que estdo envolvidos na apoptose, no estresse oxidativo,
na disfuncdo mitocondrial e no controle da PIO. Parte destes genes incluem CDH]I
(Caderina 1), CDKNIA (cyclin dependent kinase inhibitor 1), MTHFR (5,10-
methylenetetrahydrofolate reductase), TNF (Fator de Necrose Tumoral), TP53 ( Proteina
tumoral p53), GSTM (Glutationa S-transferase um 1), GSTT! (Glutationa S-transferase teta
1), OPAI (Atrofia optica 1), CYPIBI (Citocromo P450, familia 1, subfamilia B, polipeptidio
1) e NOS3 ( Oxido Nitrico Sintetase 3) . Utilizando estudo do tipo caso/controle, uma série
de genes candidatos foram avaliados, no entanto, a for¢a de associacdo desses estudos ¢é
variavel, j& que a maioria ndo foi replicado em outros estudos ou populagdes;
provavelmente devido a pequenas amostras ou diferencas étnicas. Assim, uma avaliagdo
mais aprofundada destes genes ¢ justificada em amostras maiores ¢ em diferentes

populagoes. (Tabela 1) (Fan and Wiggs., 2010).

Tabela 1. Genes candidatos selecionados avaliados por estudos de associagdo de caso controle. Adaptado de

(Fan and Wiggs, 2010).

Gene - Simbolo Gene — Nome Localizagao Condi¢ao
cromossdmica
ADRBI Receptor B 1 10g24-q26 GPN
adrenérgico
ADRB?2 Receptor 2 5q32-q34 GPAA-A
adrenérgico
APOE Apolipoproteina E 19q13.2 GPN
CYP46A1 Citocromo P450, 14q32.1 GPAA-A
familia 46,
subfamilia A,
polipeptideo 1
EDNRA Receptor endotelial, 4q31.2 GPN
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tipo A

HSPAIA Heat shock 70-Kd 6p21.3 GPAA-A/GPN
proteina A1l
IGF2 Fator de crescimento 11p15.5 GPAA-A
insulina-like II
MTHFR 5,10 metileno 1p36.3 GPAA-A/GPN
tetrahidrofolato
redutase
MFNI1 Mitofusina 1 3925-926 GPN
MFN?2 Mitofusina 2 1p36.2 GPN
NOS3 Oxido nitrico 7936 GPAA-A
sintetase 3
OLFM?2 Olfactomedina 2 19p13.2 GPAA-A
OPAl Atrofia optica 1 3q28-g29 GPN
PARL Presenilina 3q27 GPN

associado com
proteina romboide

PONI Paraoxonase 1 7q21.3 GPN
TAPI Complexo de 6p21.3 GPAA-A
histocompatibilidade
principal
transportador de
ATP
TLR4 Toll like receptor 4 9q32-q33 GPN
TNF Fator de necrose 6p21.3 GPAA-A
tumoral
TP53 Proteina tumoral 17p13.1 GPAA-A
p53

GPAA-A: Glaucoma primario de angulo aberto do tipo juvenil. GPN: Glaucoma de pressdo nornal.

1.4 - Identificacio de genes:

1.4.1 — Polimorfismos genéticos

Diferentes versdes de certa sequéncia de DNA em um determinado local
cromossomico (locus) sdo chamados de alelos. A coexisténcia de alelos multiplos em um
locus ¢ chamada de polimorfismo genético. Qualquer sitio no qual existam alelos multiplos
como componentes estaveis da populagdo ¢, por definicdo, polimodrfico. Um alelo ¢
geralmente definido como polimorfico se ele estiver presente em uma frequéncia maior que
1% na populagdo (Lewin et al., 2008).

Existem varios tipos de polimorfismos que podem ser constituidos desde variagdes
como delecdes, duplicagdes, triplicagdes de centenas a milhares de pares de bases de DNA

até alteracdes de uma ou poucas bases no DNA localizadas entre genes, introns, ¢ exons de
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um determinado gene e em regides reguladoras. Estas variagcdes normalmente ndo estdo
associadas a qualquer fenotipo de doenga, entretanto, os polimorfismos sdo elementos-chave
na pesquisa ¢ na pratica da genética humana. A capacidade destes para distinguir diferentes
formas de heranga de um gene ou a diferentes segmentos do genoma associados a
determinados fenotipos sdo ferramentas utilizadas no diagnostico e tratamento de doengas

(Thompson et al., 2008).

1.4.2 - Analise de ligacao

A ligacdo ¢ a tendéncia que os alelos nos loci reunidos no mesmo cromossomo tém
de serem transmitidos juntos em blocos na genealogia; esses blocos sdo assim conhecidos
como haplétipos (Thompson et al., 2001). E uma estratégia a fim de verificar se dois genes
correspondentes apresentam ligacdo (segregacdo na familia) através da avaliagdo de uma
determinada caracteristica ou doenca em familias.

O estudo de ligacdo foi inicialmente descrito em 1931, pelo fisico alemao Bernstein,
e tem como principio determinar a frequéncia de recombinacdo meiotica entre duas
entidades genéticas (atualmente microssatélites, Single Nucleotide Polymorphisms - SNPs)
situados em um mesmo cromossomo. Quanto menor a distancia entre estas duas entidades,
menor a frequéncia de recombinag@o entre elas, ou seja, quanto menor a frequéncia, mais
proxima estd os dois loci. Portanto, a ligacdo genética ¢ detectada quando os hapldtipos sdo
transmitidos de uma geracdo a outra sem que ocorra recombinacdo entre elas (Strachan,
Read,2002; Griffiths et al., 2008).

Se dois loci estdo proximos que 6 = 0 entre eles, estes sdo considerados fortemente
ligados; se por sua vez estiverem tdo distantes entre si que 6 = 0,5, eles estdo se distribuindo
independentemente e ndo estdo ligados. A distdncia do mapa entre dois loci ¢ medida em
centimorgans (cM), definida como o comprimento genético sobre o qual, em média, ocorre
um crossing over em 1% das meioses (o centimorgan equivale a 1/100 de um morgan,
designado a partir de Thomas Hunt Morgan, que foi o primeiro observador de um crossing
over genético na mosca das frutas — Drosophila). A medida de 0, requer métodos estatisticos
para saber o grau de exatiddo e confiabilidade da medida. O método estatistico para medir 0
a partir de dados provenientes de familias ¢ denominado o método de valor lod, é a base para
a analise de ligacdo (Thompson et al., 2008).

Como dito acima, um dos calculos estatisticos paramétricos utilizados para confirmar

ou afastar ligacdo ¢ o lod score (Z). Este teste ¢ dito paramétrico porque exige um modelo
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genético preciso, que especifique o modo de heranca, as frequéncias génicas e a penetrancia
de cada genotipo (Kruglyak et al., 1996).

O célculo é baseado na razdo entre a probabilidade de ligagdo ¢ a probabilidade de
ndo-ligagdo. Por definicdo, os valores de Z maiores que 3.00 sugerem ligagdo, enquanto
valores de Z menores que — 2.00 excluem ligacdo e valores intermediarios entre 3.00 e —
2.00 sdo ndo conclusivos. Portanto, o valor de Z pode fornecer uma melhor estimativa da
frequéncia de recombinacdo entre um locus marcador ¢ o locus da doenga. Para calcular
estas probabilidades sdo utilizados programas computacionais que realizam o calculo de Lod
score, como o programa LINKAGE (Strachan, T. and Read, A. P.; 1999).

Para o estudo de ligacdo sao utilizados marcadores moleculares. Estes sdo definidos
como qualquer caracteristica, herdadas geneticamente, localizada na mesma posicdo num
par de cromossomos homologos permitindo distinguir um homologo do outro. Os dois
principais tipos de marcadores moleculares usados no mapeamento de genes sdo
polimorfismos de um s6 nucleotideo (SNP) e polimorfismos de tamanho de sequéncia
simples (microssatélites), e serdo descritos a seguir (Thompson et al., 2002; Griffthis et al.,

2009).

1.4.3 - Microssatélites

Os marcadores do tipo microssatélites ou Short Tandem Repeat (STR) sao bastante
utilizados por serem altamente polimorficos. Esses marcadores sdo baseados em niimero de
repeticoes em tandem de uma sequéncia mais simples, sdo trechos de unidades de di, tri ou
tetranucleotideos, sendo a repeti¢do dinucleotidica CA a mais abundante. O nimero de
unidades de nucleotideos repetidos contidos dentro do microssatélite pode diferir entre os
dois cromossomos homologos de uma pessoa e entre pessoas na populacdo, o que determina
sua caracteristica polimorfica fundamental para a analise de ligacao.

Um determinado microssatélite é, portanto, um locus polimorfico, e os diferentes
numeros de unidades repetidas em um determinado microssatélite constituem os alelos deste
locus e pode ser genotipado a partir da analise do tamanho do fragmento de PCR gerado
pelos iniciadores que flanqueiam os microssatélites repetidos (Thompson et al., 2008).

Os microssatélites sdo bastante uteis no mapeamento genético por serem
abundantemente distribuidos pelo genoma, um conjunto desses marcadores, com distancias
semelhantes entre si, cobrem todo o genoma. Além disso, sdo altamente polimorficos;

decorrentes de altas taxas de mutacdes. As variacdes no nimero de repeticdes em tandem
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minimizam as chances de dois individuos apresentarem o mesmo perfil de marcadores
microssatélites, distribuidos no genoma ou em parte deles.

Para classificar e organizar os microssatétiles ¢ seguida uma notagao, como exemplo
tém se o marcador D1S166. A letra D significa Dinucleotide, o préximo caractere indica o
cromossomo onde o microssatélite se encontra (cromossomo 1), sendo X ou Y se o
marcador se encontra nos cromossomos sexuais. A proxima letra, S, significa Sequence
(sequéncia 166), e o numero a seguir indica a ordem em que este microssatélite foi

identificado por cromossomo (Secolin et al., 2008).

1.4.4 — Polimorfismos de nucleotideos unicos — SNPs

Os polimorfismos de nucleotideos Unicos ou Single Nucleotide Polymorphism
(SNPs) s@o uma classe mais geral de polimorfismos, que surgem a partir de mudancas em
nucleotideos unicos (A, T, C ou G) de uma determinada sequéncia de DNA. Para uma
variagdo ser considerada um SNP, sua distribuicdo deve ocorrer em pelo menos 1% na
populagdo, além disso, sdo mais frequentes que os polimorfismos de microssatélites e estdo
uniformemente distribuidos por todo o genoma. Estas caracteristicas os tornam excelentes
marcadores para gerar mapas genéticos densos, tais como o0s necessarios para avaliar a
contribuicdo potencial de um determinado gene para um disturbio complexo, assim como os
seres humanos respondem a fatores ambientais, farmacos entre outros. (Thompson et al.,
2008). Muitos SNPs ndo sao responsaveis pelo estado da doenga, mas apontam para ela
através do mapa genético, porque geralmente estdo localizados perto do gene associado a
doenga.

De acordo com o projeto HapMap (projeto que inclui varios paises para identificar e
catalogar semelhancas e diferencas genéticas em seres humanos) ha aproximadamente 10
milhdes de SNPs presentes no genoma humano (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov). Em
humanos, acredita-se que existam 3 milhdes de SNPs distribuidos mais ou menos
aleatoriamente, com uma freqiiéncia de 1 em cada 300 a 1.000 bases (Griffiths et al., 2008).

Embora todos os SNPs possam ser usados no mapeamento, alguns tém outras
aplicagoes, dependendo de seu efeito fenotipico. Os SNPs podem ser classificados, de forma
geral, como silenciosos quando ndo levam a troca de um aminoacido; SNPs nos quais um
alelo causa um fendtipo mutante relacionado a heranca monogénica, o qual dentro da
sequéncia codificante um alelo de SNP inativa ou altera a funcdo génica e SNPs cuja

presenca contribui para a variagdo na intensidade ou na suscetibilidade para determinado
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fendtipo. Finalizando, SNPs intergénicos, que ndo apresentam efeito fenotipico mensuravel,
mas sdo uteis como marcadores de genes de interesse, ¢ SNPs cuja presencga altera o
tamanho do fragmento gerado por uma enzima de restri¢ao sitio dirigida (Griffiths et al.,
2008).

Um modelo de mapeamento genético por SNPs ¢é no estudo da degenera¢do macular
relacionada a idade — DMRI. A DMRI ¢ uma doenga ocular que afeta a macula, a parte
central da retina, levando a perda da visdo central (Wysokinski et al., 2012). Por meio desta
abordagem identificaram-se variantes de risco no gene que codifica o fator de complemento

H (gene CFH) para o desenvolvimento desta condi¢do (Almeida et al, 2009).
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2 - Justificativa

O GPAA ¢ uma neuropatia Optica cronica e irreversivel, responsavel pela
incapacidade visual grave de milhdes de pessoas, sendo considerada a segunda maior causa
de cegueira no mundo. Apesar de ser um processo irreversivel, a cegueira pelo glaucoma
pode ser prevenida. O diagnostico precoce e a identificacdo dos casos que apresentam um
maior risco de desenvolver a cegueira podem possibilitar uma aplicagdo adequada dos
limitados recursos de satide publica para uma efetiva preven¢ao da cegueira pelo glaucoma.

O estudo epidemioldgico torna-se um importante instrumento na contribui¢ao para o
conhecimento do GPAA. Os dados epidemioldgicos documentam a freqiiéncia e a
distribuicdo da doenca em muitas populagdes indicando fatores de risco genéticos e nao
genéticos para o desenvolvimento da GPAA.

Por ser uma doenga complexa e apresentar base genética ainda ndo compreendida em
sua totalidade, estudos envolvendo diferentes populagdes com GPAA, particularmente na
populagdo brasileira, tem o potencial de aumentar a resolu¢do de mapas genéticos de loci
associados ao GPAA, contribuindo para o melhor entendimento da base genética desta
afecg@o. A determinacdo dos loci investigados foi baseada, inicialmente, nos loci ja descritos
associados ao GPAA e, entre estes, naqueles ndo excluidos em estudos realizados
previamente nestas mesmas familias brasileiras por meio de estudos de ligagdo utilizando-se
marcadores do tipo microssatelites. Uma segunda abordagem seria a utilizacdo de

“microarrays” de SNPs para uma busca genomica completa.
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3 - Objetivos

- Avaliar os loci candidatos associados ao glaucoma (GLCIA, GLC1J - GLCIN) por
meio de estudo de ligacdo em familias informativas portadoras de GPAA, com a utilizagao

de microssatélites (“Human Linkage Mapping Set”, Applied Biosystems, Foster City, CA).
- Realizar, simultaneamente, a analise de ligagdo em duas familias por meio de

laminas ou “microarrays” de SNPs (“SNP array”), utilizando-se o “GeneChip®

Mapping 10K 2.0 Array” (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA).
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4 - Casuistica

4.1 - Recrutamento das familias com GPAA

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em seres humanos da
Faculdade de Ciéncias Médica da Unicamp. Todos os participantes assinaram o termo de
consentimento Livre e Esclarecido de acordo com a Declaracdo de Helsink (anexol) —
Resolugdo 196/96- Ministério da saude. Foram recrutados pacientes pertencentes as familias
com GPAA, os quais foram selecionados no Servigo de Glaucoma do Ambulatorio de
Oftalmologia da Unicamp.

Foram avaliados neste estudo 30 pacientes pertencentes a duas familias, incluindo

individuos sem glaucoma (ndo afetados) e pacientes com GPAA/HO (afetados) tabelas 2 ¢ 3.

4.2 - Critérios de Inclusao

O GPAA sera definido como:

- angulo aberto a gonioscopia, com visibilizagdo até espordo escleral em pelo menos
180 graus

- Combinagdes de alteracdo glaucomatosa do disco optico incluindo pelo menos duas
das condigdes a seguir: reducdo localizada da rima neural; aumento vertical da razdo
escavagao/disco, com alteracao do padrdo inferior, superior, nasal e temporal de maior para
menor espessura da rima nervosa; hemorragia e assimetria da razdo escavagao/disco maior
ou igual a 0,2 segundo avaliagdo oftalmolédgica sob visdo binocular e,

- lesdao glaucomatosa do disco Optico acompanhada por perda de campo visual
correspondente na perimetria computadorizada acromatica, caracterizada por: trés pontos
adjacentes ndo periféricos com p < 5%, sendo que um deles com p < 1% pertencentes ao
grafico de probabilidades do pattern deviation; corrected pattern standard deviation com p
< 5% e glaucoma hemifield test apresentando o resultado borderline ou outside normal

limits.

4.3 - Critérios de exclusao

Foram excluidas do estudo familias de pacientes que apresentaram:
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- alteragdes de segmento anterior compativeis com glaucomas secundarios (ou de
desenvolvimento) e/ou,

- qualquer outra doeng¢a ocular ou sistémica que pudesse levar a alteragdes de disco
optico e campo visual simulando lesdes glaucomatosas.

- além disso, pacientes com GPAA nos quais ndo foi possivel avaliagdo

oftalmoldgica e genética de seus familiares também foram excluidos do estudo.

4.4 - Grupo controle

O grupo controle incluiu individuos atendidos no Servigo de Glaucoma do
Ambulatorio de Oftalmologia da UNICAMP sem sinais de alteragdo glaucomatosa do disco
optico e de campo visual. Além disso, esses individuos deveriam apresentar:

- idade superior a 50 anos,

- auséncia de antecedente familiar com glaucoma e cegueira ocular de causa
desconhecida,

- PIOs menores que 15mmHg sem qualquer forma de glaucoma retinar,

- razao escavagao/disco menor do que 0,3.

Este grupo controle foi utilizado na determinacdo da frequéncia alélica dos

microssatélites empregados no estudo de ligagdo dos loci candidatos associados ao GPAA.

4.5 - Exame Oftalmologico

Pacientes com glaucoma e membros da familia, além dos individuos pertencentes ao

grupo controle, foram submetidos a exame oftalmolédgico, que consistia:

1. Medida da acuidade visual com correcdo, utilizando a tabela de optotipos de
Snellen, localizada a seis metros de distancia do paciente;

2. Medida do erro refracional em dioptrias com refrator Topcon VT-10 (Téquio,
Japdo), seguido do célculo do equivalente esférico (EE). Este valor foi obtido a
partir da formula: EE = DE + DC/2, sendo DE correspondente ao grau em

dioptrias esféricas e DC correspondente ao grau em dioptrias cilindricas;
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3. Biomicroscopia do segmento anterior realizada em lampada de fenda Haag-
Streit, modelo 900 (Haag Streit, Berna, Suiga);

4. Tonometria de aplanacdo com tonometro calibrado de Goldmann (modelo R-500
— Haag Streit, Berna Suica). Medida da espessura central da coérnea por meio de
paquimetro ultrassonico;

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

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

7. Perimetria computadorizada branco no branco relizada no perimetro Humphrey
Field Analyzer II, modelo 750, software versdo A-10 (Zeiss Humphrey Systems,
California, E.U.A) estratégia 24.2 SITA Standard. Os individuos receberam

orientacdes prévias de como proceder durante a realizacdo do exame.

4.6 - Heredogramas

O nucleo familiar de cada paciente apresenta-se na forma de um heredograma
(figura3 e 4). Além disso, foi descrito informagdes como o diagndstico, a idade de
diagnostico da doenca, PIO maxima, relagdo escavagao/disco e nimero de medicagdes assim
como a necessidade ou ndo de procedimento cirurgico para controle do glaucoma (Tabelas 2
e 3). A classificag¢do étnica das familias baseou-se na autoreferéncia, a familia 1 de cor

branca e a familia 2 de cor parda.
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Figura 3: Heredograma familia 1. ] Homem ndo afetado. Mulher ndo afetada. Homem afetado g Homem

afetado. @Mulher afetada. {JSexo indefinido. Individuo destacado em vermelho: probando.

eneec s Mo

Figura 4: Heredograma familia 2. 1Homem néo afetado. OMulher ndo afetada. Bl Homem afetado.

@ Mulher afetada. <> Sexo indefinido. Individuo destacado em vermelho: probando.
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Tabela 2. Dados clinicos da familia 1.

identificacdo | diagnéstico | Idade/ PIO PIO Relacio Relacio Numero
idade a0 | maxima maxima escavacdo disco | escavacdo disco | decirurgias
diagnéstico olho direito | olho olho direito olho esquerdo para
(anos) (mmHg) esquerdo vertical vertical glaucoma/

(mmHg) nuamero de
colirios para
glaucoma

01 GPAA | 93/30 21 21 0.9 0.9 1/1

02 GPAA | 90/80 20 0.9 -/3

03 GPAA | 84/40 16 21 0.7 0.9 -/2

04 GPAA | 78/50 20 36 0.5 1.0 1/3

05 GPAA | 75/52 32 30 0.9 0.9 2/1

06 GPAA | 80/37 >23 >23 0.8 0.8 -/3

07 GPAA | 63/- 14 14 0.3 0.3 -/-

08 GPAA | 83/72 23 24 0.7 0.8 -/-

09 nl 55/- 20 21 0.3 0.2 -/-

10 nl 54/- 19 19 0.5 0.5 -/-

11 nl 61/- 12 12 0.3 0.3 -/-

12 nl 64/- 16 15 0.3 0.3 -/-

13 GPAA | 54/51 >20 >20 0.5 0.5 -/2

14 nl 78/- 18 19 0.3 0.3 -/-

15 GPAA | 55/40 24 23 0.7 0.7 -/2

16 nl 60/- 18 16 0.3 0.4 -/-

17 nl 53/- 19 18 0.5 0.4 -/-

18 nl 60 16 17 0.4 0.4 -/-

19 nl 46 15 13 0.6 0.4 -/-

GPAA: glaucoma primario de angulo aberto. PIO: pressdo intra-ocular. mmHg: milimetros de mercurio.

Tabela 3: Dados clinicos da familia 2.

identificacdo | diagnéstico | Idade/ PIO PIO Relacao Relagio Numero
idade ao | maxima maxima escavacdo disco | escavaciio disco | decirurgias
diagnéstico olho direito | olho Olho direito Olho esquerdo para
(anos) (mmHg) esquerdo vertical vertical glaucoma/
(mmHg) numero de
colirios para
glaucoma
01 GPAA | 79/64 27 26 0.8 0.9 2/2
02 nl 76/- 16 15 0.7 0.6 -/-
03 GPAA | 41/34 21 22 0.7 0.6 -/1
04 nl 42/- 15 15 0.5 0.5 -/-
05 GPAA | 43/42 21 22 0.8 0.8 -/1
06 GPAA | 47/33 38 35 0.9 0.9 -/4
07 nl 48 20 20 0.6 0.6 -/-
08 GPAA | 49/37 30 27 0.9 0.9 -/3
9 nl 51 19 18 0.4 0.4 -/-
10 GPAA | 52/38 25 25 0.8 0.8 -/1
11 nl 55/- 18 19 0.6 0.7 -/-

GPAA: glaucoma primario de angulo aberto. P1O: pressdo intra-ocular. mmHg: milimetros de mercurio.
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5 — Métodos
5.1 — Extracdo de DNA

Foram colhidos de 20 a 30 ml de sangue periférico em frasco estéril, com EDTA
10% como anticoagulante, de todos os individuos incluidos no estudo para posterior
extragdo de DNA. As amostras foram extraidas por meio do QIAamp® DNA Blood Midi Kit
(Qiagen, Hamburg, Germany). A coleta de sangue periférico para a extragdo de DNA
gendmico desses individuos foi obtido mediante a assinatura do termo de consentimento

livre e esclarecido.

5.2 — Rea¢dao em Cadeia da Polimerase (PCR)

As amostras foram amplificadas em placas de 96 amostras contendo um volume final
de 7,511, composto por:

- 0,6uL de DNA genomico (50ng/ul);

- 0,5uL da mistura de primers (5 uM de cada “primer”; Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA);

-0,75uL da mistura de dNTPs (2,5mM),

- 0,06pL de Tag DNA polimerase (5 unidades/pL); 0,75uL do Tampao 10x (100 mM
Tris-HCI - 500 mM KCI - 0.8% (v/v) Nonidet P40);

-0,75uL de MgCl, (50 mM) e

-4,09uL H,0 (com excecdo dos primers),

Os reagentes para a PCR foram provenientes da empresa - Invitrogen'™ Life
Technologies (Carlsbad, CA, EUA). As reagdes de PCR foram conduzidas sob as seguintes
condic¢des:

- 1 ciclo de 95°C por 12min,

- 10 ciclos de 94°C por 15seg,

- X°C por 15seg,

- 72°C por 30seg;

- 20 ciclos de 89°C por 15seg,

- X°C por 15seg,

-72°C por 30seg; e

- 72°C por 10min,
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-onde X ¢ igual a temperatura de anelamento que variou de 51 a 59°C.

5.3 Genotipagem

5.3.1 - Genotipagem por meio de microsatélite

A genotipagem foi realizada por meio de 10 marcadores do tipo microssatélites,
marcados com fluorescéncia, espalhados pelo genoma humano a uma resolugdo média de 10
cM. Os marcadores utilizados foram customizados ou escolhidos a partir do Human Linkage
Mapping Set (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Os critérios para escolha dos
marcadores foram a sua localizagao nos loci candidatos e o maior grau de heterozigosidade —
minimo de 75%, segundo os mapas descritos acima. (Tabela 4).

Os produtos das reagdes de PCR foram submetidos a eletroforese no analisador
automatico de DNA MegaBACE 1000 96-capillary sequencer (GE Healthcare,
Buckinghamshine, UK) na presenca de um padrao interno de peso molecular.

Foram avaliadas as regides candidatas, previamente descritas, associadas ao GPAA:
GLCIA, GLCI1J a GLCIN. Os outros loci associados ao GPAA, GLCIB a GLCII foram
excluidos previamente em outro estudo envolvendo estas familias (Vasconcellos et al 2010).
Na hipoétese de identificagdo de regides do genoma relacionadas a este grupo de pacientes
com GPAA, estas areas foram saturadas por marcadores com uma menor distancia genética,
utilizando os mesmos critérios para a escolha dos marcadores iniciais.

Os gendtipos foram determinados por meio da utilizacdo do programa Fragment
Profiler (GE Healthcare, Buckinghamshine, UK). Os resultados obtidos com o uso deste
programa foram submetidos a analise estatistica por métodos paramétricos, o qual se utiliza
o célculo de lod scores (Z) de dois pontos através do programa LINKAGE para verificar se
houve ou nao ligagdo. Lod scores iguais ou acima de 3,00 indicam ligacdo, e lod scores

menores que ou iguais a —2,00 excluem ligagao.
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Tabela 4. Marcadores do tipo microssatélites por loci associado ao GPAA.

LOCUS | MARCADOR [ LOCALIZACAO | PIC | VTF CPR [ CORANTE
(cM)
GLCIA D1S2815 188,85 0,83 | 205-248 CA NED
MYOC
GLC1J
9q22 D9S1690 106,5 0,78 | 226-240 CA FAM
GLCIK D20S119 61 0,82 | 103-123 CA FAM
20p12 D3S2338 36,3 0,86 | 89-109 CA VIC
GLCIL D3S1289 69,1 0,81 | 202-224 CA NED
3p21-22 D3S1285 91 0,73 | 233-251 CA NED
D5S471 129,6 0,76 | 235-255 CA NED
GLCIM
5q22.1-q32 | Ds5S2115 138.6 0,76 | 142-170 CA VIC
GLCIN DI15S117 50,8 0,78 | 321-339 CA NED
15q22 - q24 D15S153 62,1 0,87 | 240-274 CA NED

PIC = polymorphism information content (heterozigosidade); VTF = variacdo do tamanho do fragmento
amplificado; CPR = caracterizacdo dos padrdes de repeticdes; CORANTE = marcago utilizada no primer
sense.

5.3.2 - Genotipagem pela técnica de SNP array

A varredura no genoma foi realizada utilizando-se o GeneChip® Mapping 10K 2.0
Array (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA). Esta técnica, cujo principio ¢ a
hibridizacdo, foi desenvolvida de acordo com as recomendagdes do fabricante e seguiu as
seguintes etapas:
- Digestao das amostras com enzima de restricdo Xbal
- Reagdo de ligacdo com adaptadores
- Amplificacdo dos fragmentos por PCR e posterior purificacido
- Fragmentag¢ao dos produtos da PCR
- Marcagao do DNA por fluorescéncia
- Hibridizag¢ao das amostras de DNA marcadas aos chips de array e posterior
lavagem
- Escaneamento dos chips por meio do GeneChip® Scanner 3000 7G
(Affymetrix)
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- Analise das imagens e dados através do programa GeneChip® Operating

Software (GCOS) (Affymetrix®).

Os dados dos “SNPs arrays ” foram compilados em um unico arquivo utilizando-se o
GENECHIP® OPERATING SOFTWARE (GCOS) (Affymetrix®) e a qualidade desses
dados foram analisadas pelo GENECHIP® GENOTYPING ANALYSIS SOFTWARE
(GTYPE) v. 4.0 (Affymetrix®). Para processar os dados do GTYPE em dados utilizaveis
para as analises estatisticas foi utilizado o programa JINGLEFIX (Secolin et al., 2008).
Valores de lod score foram obtidos por meio de analise de ligagdo paramétrica MERLIN
(Abecasis et al., 2002), onde valores de Z > 3 indicam ligagdo e valores Z < -2 excluem
ligagdo, e a prevaléncia do GPAA foi estimada em 2%. Os parametros utilizados como
referéncia pelo programa GTYPE foram: call rate e erros mendelianos, o call rate
considerado para andlise foi 85% e erros mendelianos maiores que 2 foram excluidos da

analise.
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6. Resultados

6.1. Microssatélites

Durante a realizagdo dos experimentos de genotipagem por meio dos marcadores do

tipo microssatélites para os loci GLCIA, GLC1J, GLCIK, GLCIL, GLCIM, GLCIN

constatou-se que ndo houve heterozigosidade de varios microssatélites para estas regides

nestas familias brasileiras, ou seja, ndo foram informativos o que restringiu a analise de

ligagdo para um pequeno numero de marcadores.

Foram avaliados seis loci associados ao GPAA (GLCIA, GLCI1J, GLCIK, GLCIL,
GLCIM, GLCIN) por meio da andlise de ligagdo em 33 individuos da familia 1 e em 18

individuos da familia 2 portadores de GPAA. A frequéncia de recombinagdo de cada

marcador foi calculada para ambas a familias separadamente (tabelas 5 e 6).

Tabela 5. Valores de lod score para a familia 1 portadora de GPAA.

Frequéncia de Recombinacio

Locus Marcador 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40
GLCIA DI1S2815 -4.19 -2.16 -1.50 -1.05 -0.74 -0.51 -0.34 -0.21 -0.12
GLCIJ D9S1690 -6.51 -2.69 -2.02 -1.58 -1.20 -0.88 -0.62 -0.41 -0.23
GLCIK D20S119 -3.20 -1.80 -1.19 -0.80 -0.53 -0.33 -0.20 -0.11 -0.05

D3S2338 -0.95 0.20 0.40 0.49 0.51 0.50 0.45 0.37 0.27
GLCIL D3S1285 -3.34 -0.96 -0.52 -0.31 -0.20 -0.14 -0.11 -0.08 -0.05
D3S1289 -2.66 -0.73 -0.25 -0.01 0.1 0.14 0.15 0.13 0.1
GLCIM D5S471 -6.35 -3.03 -2.08 -1.44 -0.97 -0.62 -0.37 -0.19 -0.07
D5S2115 -5.04 -2.99 -2.04 -1.41 -0.95 -0.62 -0.39 -0.22 -0.11
GLCIN DI15S153 -0.81 -0.71 -0.58 -0.48 -0.43 -0.38 -0.33 -0.27 -0.19
D15S978 -3.57 -1.52 -0.83 -0.36 -0.06 0.12 0.20 0.21 0.17
Tabela 6. Valores de lod score para a familia 2 portadora de GPAA.
Frequéncia de Recombinacio
Locus Marcador 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40
GLCIA DI1S2815 -0.05 -0.05 -0.05 -0.04 -0.03 -0.02 -0.02 -0.01 -0.01
GLCIJ D9S1690 0.95 0.90 0.82 0.73 0.63 0.51 0.39 0.26 0.13
GLCIK D20S119 -0.03 -0.03 -0.02 -0.02 -0.02 -0.02 -0.01 -0.01 -0.01
D3S2338 -2.81 0.43 0.57 0.59 0.55 0.47 0.37 0.26 0.15
GLCIL D3S1285 -2.03 -1.25 -0.87 -0.61 -0.42 -0.28 -0.17 -0.1 -0.04
D3S1289 -2.85 -0.76 -0.43 -0.25 -0.13 -0.05 -0.00 0.02 0.03
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GLCIM D5S471 -3.67 -0.77 -0.44 -0.26 -0.14 -0.07 -0.02 0.01 0.02

D5S2115 -0.03 -0.03 -0.02 -0.02 -0.01 -0.01 -0.01 -0.00 -0.00
GLCIN DI15S153 0.54 0.55 0.53 0.49 0.43 0.36 0.27 0.17 0.08
D15S978 -0.22 -0.10 -0.03 0.02 0.04 0.04 0.03 0.01 -0.01

A familia 1 apresentou auséncia de ligagdo nos loci GLCIA, GLC1J, GLCIK ¢ GLCIM.
A familia 2 apresentou exclusdo apenas no locus GLCIL. Para ambas as familias, ndo houve
valores de lod scores acima de 3,00 nos loci analisados. Entretanto, alguns marcadores nao
puderam ser totalmente excluidos, pois apresentaram um valor intermediario entre -2,00 e

3,00 na frequéncia € = 0.00.

6.2. SNP

Os nucleotideos de polimorfismos tnicos (SNPs) foram utilizados para genotipar
19 individuos da familia 1 e 11 individuos da familia 2.
Na familia 1, apos a analise das laminas de microarray de 10k foram encontradas

trés regides cromossomicas (1, 5 e 14) com valores de lod scores variando entre 1,7 ¢ 2,08.

(Figura 5).
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Figura 5. Representagdo da distribuicdo dos SNPs na familia 1. Os marcadores com “lod scores” maiores que

1,7 estdo indicados pela seta.

No cromossomo 1 regido p22.3 foram encontrados 6 SNPs; rs1775986, rs2014733,
rs1032959, rs719015, rs719795 e rs726300 com valores de lod scores de 1.78, 1.79, 1.82,
1.84, 1.85 e 1.87, respectivamente; além desses, foram encontrados 3 SNPs - rs1391802,
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rs1074541 e 15972314 na regido 1p22.2 com valores de lod scores de 1.92, 1.95 e 1.73,
respectivamente.

No cromossomo 5 foram encontrados 8 SNPs - rs2060428, rs1034664, rs2349034,
rs700627, rs2351463, rs1368374, rs443587 e rs436404 na regido 5q31.2 com valores de lod
scores de 2.00; 2.01; 2.01; 2.06; 2.08; 2.08; 2.08; 2.08; respectivamente. Além destes, 4
SNPs —rs155947, rs1368375, rs56002 e rs1363448 com valores de lod scores de 2,08, 2.08,
2.05 e 2.03, respectivamente na regidao 5q31.3.

Por fim, no cromossomo 14 foram encontrados 13 SNPs com valores de lod scores

maiores que 1,2 na regido 14q12 (tabela 7).

Tabela 7. Lista de SNPs encontrados no cromossomo 14 com seu respectivo lod score e localizagdo.

SNP Localizagao Lod score
rs1115240 14q12 1,21
1s721282 14ql12 1,25
rs719484 14q12 1,33
rs1998462 14ql12 1,34
1s1998463 14q12 1,34
rs1367317 14q12 1,36
rs1950710 14q12 1,59
1s2225899 14q12 1,68
rs1953721 14q12 1,69
rs1033706 14q12 1,75
rs2144876 14q12 1,76
rs720045 14ql12 1,76
1s717332 14ql12 1,81

O cromossomo 5 atingiu valores de lod score maiores do que nos cromossomos 1 e 14,
chegando muito proximo a 2,1 em um grupo de SNPs. Mesmo com lod scores menores que
3,00 essas regides sdo potenciais candidatas, consequentemente foram refinadas com quatro
marcadores do tipo microssatélites para identificacdo de possiveis genes de susceptibilidade
para o GPAA. (tabela 8). Os marcadores utilizados foram escolhidos a partir do mapa

genético humano Généthon.

Tabela 8. Marcadores do tipo microssatélites no locus 5q31.2

Locus Marcador | LOCALIZACAO PIC VTF CPR CORANTE
(cM)
GLCIE D582117 137.39 0.88 179 - 237 CA FAM
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GLCIE D5S2057 135.25 0.80 100 - 124 CA FAM
GLCIE D5S414 141.82 0,83 185 -206 CA FAM
GLCIE D5S816 139.33 0,83 225-257 CA FAM

PIC = polymorphism information content (heterozigosidade); VTF = variagdo do tamanho do fragmento
amplificado; CPR = caracterizagdo dos padrdes de repetigdes; CORANTE = marcagdo utilizada no primer
sense.

Os genotipos foram determinados por meio da utilizacdo do programa Fragment
Profiler (Amersham Biosciences). Os resultados obtidos com o uso deste programa foram
submetidos a analise estatistica por métodos paramétricos, o qual se utiliza o calculo de lod
scores (Z) de dois pontos através do programa LINKAGE para verificar se houve ou ndo
ligacdo. Lod scores iguais ou acima de 3,00 indicam ligagdo, e lod scores menores que ou
iguais a —2,00 excluem ligagdo. A frequéncia de recombinacdo de cada marcador foi
calculada para a familia. Para os marcadores D5S2117, D5S2057 e D5S414 observou-se
auséncia de ligacdo na frequéncia € = 0.00 (Tabela 9). Para o marcador D5S816, na mesma

freqUéncia de recombinagdo, o valor de lod score foi inconclusivo (tabela 9).

Tabela 9. Valores de lod score para a familia 1 portadora de GPAA no locus 5q31.2.

Frequéncia de Recombinacio

Marcador 0.00 0.05  0.10 0.15 020 0.5 0.30 0.35 0.40
D5S2117 974 285 -1.72  -1.11 073 -047 028 -0.15 -0.06
D5S2057 -5.75 2.7 1.8  -126 -08% 059 -038 -0.21 0.1
D5S414 1264 415 273 -192 -135 091 -058 -032 -0.15
D5S816 -1.39 0.25 0.45 0.51 0.5 0.43 0.33 0.22 0.12

Na segunda familia, identificou-se através das laminas de microarray de 10k valores

de lod scores maiores que 2,0 no cromossomo 2 (Figura 6).
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Figura 6. Representacdo da distribuicdo dos SNPs na familia 2. Os marcadores com lod scores maiores que

2,0 estao indicados pela.

Esta regido corresponde ao cromossomo 2p23.3, cuja analise encontrou quatro SNPs
-1s2384511, rs722911, rs724311 e 152078616 com valores de lod scores de 2,04, 2,07, 2,07
e 2,34; respectivamente. Ja na regido 2p23.1 e 2p22.3 foram encontrados 32 SNPs com
valores de lod scores de 2,4 (Tabela 10). E por fim, um SNP - rs2373001 na regido 2p22.2

apresentou valor de lod score de 2,14.

Tabela 10. Lista de SNPs encontrados no cromossomo 2 com seu respectivo lod score e localizagdo.

SNP Localizagao Lod score
rs718152 2p23.1 2,4
rs718153 2p23.1 2,4
rs1074066 2p23.1 2,4
15499476 2p23.1 2,4
152364445 2p23.1 2,4
rs1862975 2p23.1 2,4
152365842 2p23.1 2,4
1s206847 2p23.1 2,4
182365778 2p23.1 2,4
1s2208532 2p23.1 2,4
rs219085 2p22.3 2,4
1s723042 2p22.3 2,4
15723043 2p22.3 2,4
15602622 2p22.3 2,4
152197804 2p22.3 2,4
rs1961268 2p22.3 2,4
18722289 2p22.3 2,4
rs918328 2p22.3 2,4
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rs2371923
rs3845765

rs3910275
rs3910275
rs1583365
1s892457
rs1371427
rs1371426
rs1401221
rs1401223
rs1401224
1s965332
rs1018328
1s833764
rs1510726
rs2078220
rs717806

2p22.3
2p22.3

2p22.3
2p22.3
2p22.3
2p22.3
2p22.3
2p22.3
2p22.3
2p22.3
2p22.3
2p22.3
2p22.3
2p22.3
2p22.3
2p22.3
2p22.3

2,4
2.4
2.4
2,4
2.4
2,4
2.4
2.4
2.4
2.4
2.4
2,4
2,4
2.4
2,4
2.4
2,4
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7. Discussao

A identificacdo de genes envolvidos em doengas humanas tem importante papel na
compreensdo da fisiopatologia da doenga, assim como no desenvolvimento de novos testes
para o diagnostico e terapias. Isto foi incrementado por meio da descoberta de marcadores
genéticos que permitiu uma evolugdo nos estudos visando a identificagdo de genes.

A andlise de ligacdo ¢ um método que permite a utilizacdo de marcadores genéticos
para a localizacdo de genes responsaveis por doencgas. Esta analise ¢ mais eficiente na
detecgdo de genes que apresentem uma participacdo maior na instalagdo da doenca (Carson
et al, 2004). Esta estratégia auxilia na identificacdo de loci em familias com varios
individuos afetados que sugiram padrdo monogénico de heranca. Entretanto, a andlise de
ligacdo ¢ limitante quando ¢ aplicada a genes de efeitos menores ou quando o numero de
familias ndo ¢ suficiente para estabelecer ligacdo (Carson et al, 2004).

Estudos envolvendo familias com GPAA em grupos populacionais diferentes, além de
estabelecer as caracteristicas genéticas desta mesma populacdo, podem auxiliar na
identificacao de novos genes relacionados ao desenvolvimento do glaucoma.

Os marcadores microssatélites sdo repetigdes em fandem 0s quais se mostraram
extremamente Uteis como marcadores moleculares para o mapeamento genético,
principalmente por dois fatores: o primeiro ¢ a abundancia destes distribuidos pelo genoma e
o segundo € o seu alto grau de polimorfismo. O polimorfismo desses marcadores baseia-se
na variagdo do nimero dos elementos repetidos, provavelmente originados a partir de erros
da DNA polimerase durante o processo de replicacdo e reparo da molécula de DNA. A
analise de ligacdo ¢ um método de triagem para localizar genes responsaveis por desordens
genéticas e tem contribuido para a identificacdo de genes relacionados com doencas
humanas. Por este método, é possivel confirmar ou excluir ligacdo genética entre
marcadores selecionados e o locus da doencga; além de serem Uteis na investigagdo de loci
candidatos (Thompson 2001).

No presente estudo, foi utilizado o calculo de lod Scores de dois pontos para 10
marcadores microssatélites da familia 1 e os mesmos 10 para a familia 2. Nas duas familias
nao observou-se ligagcdo entre os marcadores € 0 GPAA; ou seja, nenhum lod score positivo
acima ou igual a 3,00 foi obtido para qualquer marcador genotipado.

Na familia 1 os valores de lod score variaram de -0,81 até -6,51 na frequéncia 6 =

0.00. Os loci GLCIA, GLC1J, GLCIK e GLCIM foram excluidos por apresentarem valores
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de lod scores menores que -2,00. Os loci GLCIL e GLCIN nao puderam ser totalmente
excluidos, pois dois marcadores apresentaram valores de lod scores na zona ndo
significativa (-2,00 ¢ 3,00), apesar de que outros microssatélites avaliados nestas regides
apresentaram valores abaixo de —2,00, sugerindo uma nao liga¢do destes dois loci com a
doenga. O locus GLCIA apresentou exclusdo até a frequéncia de recombinacdo 0,05. Os loci
GLC1J e GLCIM mantiveram a exclusao até a frequéncia de recombinagao de 0,1.

Na familia 2 os valores de lod scores variaram entre -0,03 e -3.67 na frequéncia 6 =
0.00. Nesta frequéncia foi excluido apenas o locus GLCIL considerando os trés marcadores
avaliados: D3S2338, D3S1285 e D3S1289. Ja os loci GLCIA, GLC1J, GLCIK, GLCIM ¢
GLCIN ficaram na zona nao significativa (lod scores entre -2,00 e 3,00).

Comparando-se as duas familias houve diferenca no padrao de exclusdo. Na familia
2, por exemplo, foi excluido apenas o locus GLCIL, enquanto na familia 1 este mesmo locus
nao pode ser excluido devido o marcador D3S2338 apresentar valor de lod score —0,95. A
exclusdo dos loci GLCIA, GLC1J, GLCIK e GLCIM foi somente observada na familia 1.
Em ambas as familias observaram-se a ndo exclusdo definitiva do locus GLCIN (lod score
entre —2,00 e 3,00). A discordancia nos valores de lod scores entre as duas familias pode ser
justificada pelo diferente perfil clinico do glaucoma. Na familia 1 o glaucoma se manifesta
mais tardiamente, a partir da quinta década de vida com PIOs entre 20 e 36mmHg. Enquanto
na familia 2 o glaucoma desenvolve-se mais precocemente com PIOs entre 21 ¢ 38mmHg.

Comparando-se os resultados dos loci candidatos acima (GLCIA, GLCI1J, GLCIK,
GLCIL, GLCIM e GLCIN) com dados ja descritos na literatura, pode-se observar
semelhancas entre as familias 1 ¢ 2 em relagdo as caracteristicas clinicas com as familias
avaliadas nos estudos originais que identificaram estes mesmo loci associados ao GPPA
(Wiggs et al., 2004, Sud et AL., 2008, Baird et al., 2005, Pang et al., 2006, Wang ET AL
2006) .

Apesar dos loci GLCIA, GLC1J e GLCIK apresentarem apenas um marcador, estes
foram excluidos na familia 1 e inconclusivos na familia 2 em relagdo a ligagdo e nao-
ligagdo. A familia 2 assim como as familias relatadas nos estudos iniciais ligadas aos loci
GLCIA, GLC1J e GLCIK eram portadoras de GPAA-J; e ao contrario, a familia 1 cujos loci
candidatos foram excluidos, eram portadores de GPAA-A.

Como citado anteriormente, na familia 1 o locus GLCIL nao pode ser excluido
devido o marcador D3S2338 apresentar valor de lod score na regido intermediaria (lod score
=-0,95); dado contrario ao ocorrido na familia 2 o qual teve o locus GLCIL excluido devido
os marcadores apresentarem valores de lod score menores que -2.00. O locus GLCIL esta

associado com familias apresentando GPAA com PIOs médias de 23.9mmHg e
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desenvolvimento da doenca a partir da sexta década de vida (Baird et al, 2005 ¢ Sherwin et
al., 2009). Essas caracteristicas clinicas sdo semelhantes as apresentadas na familia 1 e
discordantes em relagdo a idade de desenvolvimento ¢ valores de PIOs observadas na
familia 2.

O locus GLCIM foi descrito por Pang et al. (2006) em um estudo no qual o objetivo
era mapear o locus associado a doenga em uma familia com GPAA-J. A familia descrita era
proveniente das Filipinas, composta por 5 geragdes, incluindo 22 individuos afetados. Esses
individuos apresentaram idade de diagnostico variando entre 12 e 33 anos e PIO com valores
de 24 a 44 mmHg. O valor maximo de lod score foi 4.82 na freqiiéncia 6 = 0.00, resultado
oposto ao observado na familia 1 para lod scores menores do que -2,00 até a frequéncia 6 =
0.10. Porém as caracteristicas clinicas da familia da Filipinas se assemelham as
caracteristicas clinicas da familia 2 (GPAA-J e valores de PIO) , cujo marcador D5S2115
apresentou valores de lod score -0.03, inconclusivo na frequéncia 8 = 0.00.

O locus GLCIN foi descrito por Wang et al. (2006) em uma familia chinesa com 25
membros, no qual oito eram portadores de GPAA-J. O resultado da analise dos haplétipos
por meio da utilizacdo de microssatélites e SNPs permitiu o mapeamento do locus no
cromossomo 15 (15q22 — g24). A extensdo de 16.6Mb desta regido era delimitada pelos
marcadores D15S1036 e 1$922693. O valor maximo de lod score encontrado foi de 3.31 na
freqiiéncia € = 0.00. Os resultados encontrados nas familias 1 e 2 ndo foram significativos,
porém ndo se pode excluir ligagdo ou ndo ligacdo devido ao fato dos marcadores estarem na
regido ndo conclusiva.

Na anélise por meio de SNPs array 10k, a familia 1 apresentou trés regides
cromossdmicas (cromossomo 1, 5 e 14) com valores de lod scores maiores que 1,7 (figura
7), as outras regides foram excluidas por confirmarem regides nao ligadas com o GPAA,

pois apresentaram resultados menores que -2,00 variando até -13,00.
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Figura 7. Representagdo da distribuicdo dos SNPs com valores de lod score maiores que 1,7 na familia 1 nos

cromossomos 1 (A), 5 (B)e 14 (C) .

Para as trés regides com valores de lod score acima de 1,7, foram analisados genes
candidatos que pudessem estar relacionado com o GPAA. Para que pudessem ser
considerados candidatos, estes genes deveriam se enquadrar a um dos seguintes critérios: ser
expresso nos tecidos oculares, envolvido na regulagao da PIO, afetando a viabilidade das
células ganglionares, associado com outras afecgdes oculares. Incluindo outras doengas
neurodegenerativas e localizado em loci ja relatado.

Seguindo os critérios acima, apenas os genes dentro da regido 5q31 (cromossomo 5)
poderiam apresentar-se como candidatos para o GPAA. Estes sdo: Sparc/Osteonectin, cwcv
and kazal-like Domains Proteoglycan/Secreted Protein, Acid and Rich in Cysteine
(SPOCKI1/SPARC), Kelch-like 1 (KLHL3), Catenin (cadherin-associated protein), Alpha
I(CTNNA1), Endoplasmic reticulum chaperone (SILI1), Neuregulin 2 (NRG2),Chromosome
5 Open Reading Frame 32 (C50rf32), Protocadherin Alpha 1(PCDHAI) and PCDHGBA.
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O gene SILI atua como um fator de troca de nucleotideo para a chaperona Hsp70
Bip, no qual é um regulador chave das principais fung¢des do reticulo endoplasmatico,
participando da degradacdo e resposta a proteina ndo dobrada. Mutagdes neste gene estdo
associadas com a Sindrome de Marinesco-Sjogren, doenca neurodegenerativa que leva a
disfuncdo do reticulo endoplasmatico. O papel sugerido para esta organela sdo desordens
multisistémicas, incluindo catarata (Senderek et al. 2005; Riazuddin et al. 2009). Entre os
genes candidatos existem duas protocaderinas, PCDHAI (Protocaderina alfa 1) e PCDHGB4
(subfamilia protocaderina gama). As protocaderinas s3o predominantemente expressas no
sistema nervoso e constituem a maior das subfamilias caderinas (Giagtzoglou et al. 2009) e
muitos destes genes sdo encontrados em 3 grupos (Pcdh-a, Pcdh-, and Pcdh- y) localizados
no cromossomo 5q31. O gene PCDHAI faz parte da cadeia Pcdh- o, e o gene PCDHGB4
faz parte da cadeia Pcdh- B,, ambas codificam a neural cadherin-like cell adhesion protein
que provavelmente desempenha um papel critico no estabelecimento e funcdo de especificas
conexdes cé€lula-célula no cérebro. Em geral, caderinas atuam como proteinas que
contribuem para a adesdao celular, sdo essenciais em varios processos, incluindo a
morfogénese e a manutencdo da integridade dos tecidos, mutacdes em genes
correspondentes podem ser responsaveis por varias doencas humanas, incluindo algumas
sindromes que também podem afetar os olhos (El-Amraoui, A. and Petit, C., 2010). O gene
CTNNAI codifica uma proteina associada a caderina que interage, intracelularmente e
indiretamente, com o citoesqueleto de base actina (actin-based cytoskeleton). O gene NRG2
¢ um membro da familia da neuregulinas, associado com fatores de crescimento ¢
diferenciacdo e, relacionado com o fator de crescimento epidérmico. Além disso, regula a
proliferagdo e diferenciagao das células de Schwann, que sdo células formadoras de mielina
no sistema nervoso periférico. Um estudo realizado por Fan e colaboradores (2007) avaliou
uma familia da Filipinas com GPAA-J e considerou o gene NRG2 um excelente candidato
para o glaucoma no locus GLCIM. Porém, ap6s o sequenciamento de exons e regides de
Splice do gene, este foi excluido como gene causal do GPAA-J nesta familia.

Outro potencial gene candidato na regido 5q31 ¢ o SPOCKI1/SPARC. Este gene esta
distribuido em varios tipos celulares e tecidos, incluindo o ocular, especialmente na malha
trabecular ¢ na regido justacanalicular. O SPOCK ¢é uma glicoproteina matricelular que
funciona principalmente em promover a deposicdo de matriz extracelular (Chen et al.,
2010), e esta localizado no locus GLCIM. E um dos genes mais regulados positivamente em
células porcinas da malha trabecular, em resposta ao alongamento mecanico. Um estudo
realizado por Chen e colaboradores (2010), avaliou por meio de mutacdes e variacdes no

numero de copias, o gene SPARC como candidato para GPAA-J em uma familia da
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Filipinas. Entretanto, ndo foi encontrado nenhuma muta¢do ou variagcao no nimero de copias
em individuos afetados e ndo-afetados na locus GLCIM da respectiva familia. Embora, por
si s6 o SPARC seja gene potencial para o glaucoma, ele pode ndo ser o responsavel pelo
GPAA-J nesta familia.

Outro estudo realizado por Arouca-Aguilar e colaboradores (2011) analisou a interagao
da miocilina com a proteina SPARC. Os autores observaram que essa interagdo ocorre
através dos seus respectivos dominios C-terminais, além disso, dados sugerem que a
clivagem especifica da miocilina pode modular suas interacdes com outras proteinas
extracelulares, além do SPARC. Finalmente, o aumento da expressdo do SPARC foi
observado na lamina cribosa de olhos glaucomotosos, bem como na iris de pacientes com
com glaucoma primario de angulo fechado (Kang et al., 2011). Embora o SPARC nao fosse
o causador da doenga na familia da Filipinas, o seu padrdo de expressdo no olho e sua
funcdo torna um gene candidato para o GPAA na familia brasileira.

Através de estudo de ligagdo, o mesmo método utilizado no trabalho, Crooks et al.
(2011) evidenciou ligagdo no cromossomo 1, porém no braco longo - regido q22-23 com
valor de lod score = 2,03 para o marcador rs876537. Lee et al. (2010), através de
marcadores do tipo microssatélites, evidenciou sugestiva ligacdo na regido 5q22.1 com valor
de lod score de 2,4, mesma regido que abriga o gene WDR36 e proxima a regido encontrada
neste estudo — 5q31, cujo valores de lod scores chegaram a 2,08.

Por fim, foi realizado o refinamento no cromossomo 5 devido os SNPs apresentarem
valores de lod score proximos a 2,1; valores maiores que os SNPs do cromossomos 1 ¢ 14.
Para o refinamento foram utilizados marcadores do tipo microssatélites os quais se situam
entre as regides 5q31.2 e 5q31.3 compreendendo um total de 4kb e estdo distantes uns dos
outros em 2cM. O refinamento, entretanto, foi util para excluir estas regides, pois
apresentaram valores de lod scores menores que -2,00 na frequéncia = 0.00; assim foi
possivel sugerir que esta regido nao esta associada com o GPAA

Utilizando-se a mesma técnica de SNP array para a familia 2, foi encontrada uma
regido cromossdmica (cromossomo 2) apresentando valores de lod scores maiores que 2,0
(grafico 3). Nenhuma outra regido sugestiva de ligacdo foi detectada, pois apresentaram

valores de lod score variando entre -2,00 e -15,00 (figura 8).
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Figura 8 . Representagdo da distribuicdo dos SNPs com valores de lod score maiores que 2,0 na familia 2 nos

Cromossomos 2.

Essa regido, cujo valor de lod score foi de 2,4, corresponde ao cromossomo 2p22-23 e
abrange 32 SNPs, a partir do rs718152 até o rs717806, incluindo os seguintes genes
candidatos: Calcium-activated neutral proteinase 13 (CAPN13), UDP — N- accetyl-alpha-D-
galactosamine: polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 14 (GALNTI4), Xanthine
dehydrogenase (XDH), Steroid-5-alpha-reductase, Alpha polypeptide 2 (SRD5A2), and
Latent transforming growth factor beta binding protein 1 (LTBPI).

O gene CAPNI3 codifica uma proteina que pertence a familia de calpainas, alguns dos
quais tem sido mostrados para funcionar como proteases dependentes de célcio cisteina. O
CAPNI13 esta envolvido em doencas neurodegenerativas como a esclerose multipla, que
pode levar a neurite Optica (inflamacdo do nervo Optico), e desencadear um processo
apoptoético (Guyton et al., 2005; Dear et al., 2000). O gene GALNTI4 pode influenciar a
acdao apoptotica do IGFBP-3 (Insuline-Like Growth Factor Binding Protein-3) e pode
mediar a sua via de sinalizagdo (Flachsbart er al., 2010). O gene SRD5A2 desempenha um
papel crucial na via do metabolismo androgénico na prostata humana. Ele codifica a enzima
SRD5A2, que catalisa a testosterona em di-hidrotestosterona (DHT). A DHT ¢ a estrutura
principal de ligacdo com o receptor de androgeno (RA). Importante relatar um caso em uma
mutagdo no RA de um recém-nascido de origem étnica egipcio com insensibilidade
androgénica completa foi associado com glaucoma congénito. Um histérico detalhado da
familia paterna mostrou nove membros com diagndstico de glaucoma antes dos 40 anos de

idade (Gad et al., 2003).

66



Na analise do locus 2p22-3, o mais importante gene candidato ¢ o gene LTBPI. O fator
transformador de crescimento [ (TGFfs) sdo citocinas que atuam como fatores
multifuncionais com importantes fun¢des reguladoras do sistema adulto e embrionario.
(Azhar ET AL., 2009; Fuchshofer et al. 2009). Elas sdo transportadas como moléculas
precursoras latentes, covalentemente ligadas a proteina TGF-B latente de ligacdo (LTBP),
que sdo componentes da matriz extracelular. As LTBPs tém como fungdo o armazenamento
de citocinas bem como a ativagdo de TGFPs (Fuchshofer et al. 2001; Lorda-Diez et al.,
2010). A sinalizacdo da TGF-B2 parece estar envolvida em mecanismos que levam a
alteracoes funcionais e estruturais das vias de escoamento da malha trabecular, o que podem
contribuir para o aumento da PIO (Tamm and Fuchshofer, 2007; Fuchshofer et al. 2009;
Fuchshofer, R. and Tamm, E. R.; 2012). Além disso, t€ém sido observados niveis mais
elevados de TGF- B2 no humor aquoso de pacientes com GPAA (Tripathi et al., 1994;
Fuhshofer et al. 2009). Fuhshofer e colaboradores (2009) relataram através de microarray o
perfil de expressdo génica de células da malha trabecular tratadas com TGFB2- e/ou
BMP7(bone morphogenetic protein), eles puderam observar que o LTBP1 estava aumentado
apos exposicao ao TGFp e TGFP2- e BMP7. Em outro estudo, a LTBP-1 estava aumentada
na malha trabecular humana apds o tratamento com TGF-B2 (Fleenor et al., 2006). Outros
estudos indicaram que o gene LTBPI pode agir como proteina matriz extracelular
(Schlotzer-Schrehardt et al., 2001; Isogai et al., 2003; Hirani et al., 2007). No olho humano,
a LTBPI também tem sido localizada em fibrilas de matriz extracelular no segmento anterior
do olho, incluindo a malha trabecular ¢ o espordo escleral (Fuchshofer et al. 2009;
Fuchshofer et al., 2001). Estes achados sugerem que o gene LTBPI pode ser o primeiro gene
candidato para o GPAA a ser sequenciado nesta familia a fim de procurar mutacgdes
segregando com a doenga.

Mesmo que o estudo ndo tenha revelado regides cromossomicas com valores de lod
scores acima de 3,00, os dados encontrados podem sugerir ligacdo no cromossomo 5 e na
familia 1 e no cromossomo 2 na familia 2, devido seus valores de lod scores maiores que
2,0. Através destes achados identificaram-se possiveis genes candidatos para o GPAA, ja
que estes podem exercer alguma fungio bioldgica na fisiopatologia da doenga.

Os resultados obtidos até o0 momento em relagdo aos marcadores microssatélites e SNPs
apontam para a heterogeneidade genética, ou seja, outros genes e fatores ambientais podem
estar envolvidos no desenvolvimento do GPAA.

Embora, a procura seja por lod scores positivos, as exclusdes tém seu valor, elas nos

informam onde a doeng¢a ndo esta; isso pode eliminar um possivel gene candidato, ¢ se, uma
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quantidade suficiente do genoma for excluida, restringir o niimero de locais possiveis
(Strachan, 2002).

Os maiores problemas associados com estudos genéticos de doengas complexas sdo:
penetrancia incompleta (presenca do alelo que predispdem a doenga, mas sem manifestagao
clinica), fenocopias (manifestacdo da doenca como resultado de fatores ambientais, sem a
presenca de alelos que predispdem a doenca), heterogeneidade genética (mutagdes em genes
diferentes resultado em um mesmo fenotipo), heranga poligénica (para a manifestacdo da
doenca necessita-se da presenca de mutagdes em multiplos genes) ou multifatorial (fatores
genéticos e ambientais influenciando a manifestacdo clinica doenga) e a alta prevaléncia na
populagdo geral (Lander & Schork, 1994: Serratosa, 1999).

A pesquisa continua em busca de novos genes podera levar a um melhor
entendimento das bases genéticas do glaucoma contribuindo para a compreensdo de sua
fisiopatologia e auxiliar na concretizagdo de potenciais aplicagdes clinicas para novas

estratégias terapéuticas no glaucoma
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8. Conclusoes

1. Por meio da andlise de ligagdo com marcadores do tipo microssatélites ndo foi
possivel estabelecer ligacdo do GPAA, nas duas familias avaliadas, com os loci
GLCIA, GLC1J - GLCIN.

2. A analise de ligacdo por meio de laminas de SNPs sugere possiveis regides
candidatas associadas ao GPAA (lod score maior do que 2) nos cromossomos 5q31.2

—-31.3e2p22.3-23.1.
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PARECER PROJETO: N° 243/2003

I-IDENTIFICACAQ:

PROJETO: “IDENTIFICACAO DE GENES ASSOCIADOS AO GLAUCOMA
PRIMARIO DE ANGULO ABERTOQ”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: José Paulo Cabral de Vasconcellos

INSTITUIC AO: Departamento de Oftalmologia/FCM/UNIC AMP

APRESENTACAO AO CEP: 03/06/2003

APRESENTAR RELATORIO EM: 19/02/04 e 19/08/04

11- OBJETIVOS

Avaliar, por meio de estudo de associagdo e ligagdo, regides do genoma humano
relacionadas ao glaucoma primario de dngulo aberto (GPAA), com o objetivo de facilitar a
identificacio de genes candidatos associados a esta moléstia.

I1I - SUMARIO

Serdo selecionados 300 pacientes com GPAA e seus 600 familiares (pais e irméos)
para avaliagdo oftalmolégica e genética dos seguintes servigos: ambulatorio de glaucoma
da Unicamp e hospitais satélites: Divinolandia e Taquaritinga, da Santa Casa de Sio Paulo,
do Hospital de olhos de Londrina e da FCM de Uberlandia. Os pacientes passardo por
exame oftalmolégico proprio e coleta de exame de sangue para extracio de DNA por
métodos convencionais. A abordagem molecular sera realizada em trés laboratorios da
UNICAMP (Hemocentro, Nucleo de Biologia Molecular em Oftalmologia e no Depto. de
Genética), além do laboratorio da Santa Casa de Sdo Paulo. Também sera feito grupo
controle com numero semelhante aos de GPAA. Critérios de inclusdo e exclusdo bem
definidos, e metodologia adequada.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES
Protocolo bem elaborado, com técnicas novas, sem uttlizagdo de placebo e sem

riscos para o paciente. Termo de consentimento adequado e completo. Projeto submetido a
FAPESP para auxilio jovem pesquisador, ainda sem resposta de orgamento.
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Trabalho interessante, que engloba varios centros e profissionais de areas diferentes.
Projeto atual, que utiliza tecnologia avangada e importante para o desenvolvimento
cientifico.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP,
apos acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente
caso e atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, bem
como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos 03
anexos incluidos na Pesquisa, resolve aprovar sem restri¢des o Protocolo de Pesquisa
supracitado.

M—INFORMACOES COMPLEMENTARES.

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

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo
aprovado e descontinuar o estudo somente ap6s analise das razdes da descontinuidade pelo
CEP que o aprovou (Res. CNS Item 1I1.1.z), exceto quando perceber risco ou dano nio
previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a
um dos grupos de pesquisa (Item V.3.).

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

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP
de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas
Justificativas. Em caso de projeto do Grupo I ou IT apresentados anteriormente 4 ANVISA,
o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer
aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item IIL.2.¢)

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

VII - DATA DA REUNIAOQ

Homologado na VIII Reumido Ordinaria do CEP/FCM, em 19 de agosto de 2003.

e
Profa. l{a%%m‘ewﬁ:a Bertuzzo

PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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