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RESUMO 

O glaucoma compreende um grupo heterogêneo de neuropatias ópticas, caracterizadas 

pela escavação do disco óptico e perda progressiva do campo visual, representando uma 

das maiores causas mundiais de perda irreversível da visão. Em 1997, o gene Myocilin 

(MYOC) foi descoberto, e mutações neste gene foram envolvidas no desenvolvimento do 

glaucoma primário de ângulo aberto (GPAA) e do GPAA do tipo juvenil (GPAA-J). No 

Brasil, 35,7% e 3,85% dos pacientes com GPAA-J e GPAA, respectivamente, são 

portadores de mutações no gene MYOC. O gene citocromo P450, família 1, subfamília B, 

polipeptídeo 1 (CYP1B1), primeiramente associado ao glaucoma congênito primário, tem 

sido apontado como modulador do fenótipo do GPAA na presença de alterações no gene 

MYOC. Recentemente, observaram-se mutações no gene CYP1B1 associadas ao GPAA e 

GPAA-J, independentemente da presença de alterações estruturais no gene MYOC, em 

diferentes populações. Este projeto se propôs a avaliar mutações nos genes MYOC e 

CYP1B1, utilizando técnicas de PCR e sequenciamento direto, em 100 indivíduos 

pertencentes a famílias com GPAA ou GPAA-J e 43 pacientes não relacionados 

portadores de GPAA-J, bem como avaliar a possível modulação do gene CYP1B1 no 

fenótipo da doença. Uma nova mutação no gene MYOC, c.1187_1188insCCCAGA, foi 

identificada segregando com a doença em três gerações de uma família. De acordo com 

análises in silico, esta mutação pode alterar os contatos internos da proteína, além de 

comprometer um sítio de fosforilação de caseína quinase II. Nas demais três famílias foi 

detectada a mutação C433R, já descrita anteriormente. Como os membros das famílias 

apresentavam fenótipos bastante variados, foi realizada a análise da possível modulação 

do fenótipo da doença pelo gene CYP1B1. Contudo, as análises mostraram a não 

associação de variantes deste gene na modulação do fenótipo do glaucoma nestas 

famílias. Nos casos não relacionados de GPAA-J, foram observadas as mutações P370L, 

Q368X e C433R. Nenhuma mutação no gene CYP1B1 foi identificada nestes casos, mas 

somente polimorfismos: R48G, A119S, V243V, V432L, A443G, D449D e N453S. De 

acordo com este e outros estudos, é possível concluir que mutações no gene MYOC tem 

papel importante no desenvolvimento do GPAA e GPAA-J, sendo a mutação C433R a 

mais frequente na população brasileira. Além disso, o gene CYP1B1 parece ter menor 

contribuição no desenvolvimento destes tipos de glaucoma em nossa população. 
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ABSTRACT 

Glaucoma comprises a group of heterogeneous optic neuropathies characterized by 

excavation of the optic disc and progressive loss of visual field, representing a major 

global cause of irreversible blindness. In 1997, the Myocilin gene (MYOC) was 

discovered, and mutations in this gene were involved in the development of primary 

open-angle glaucoma (POAG) and juvenile-onset of POAG (JOAG). In Brazil, 35.7% 

and 3.85% of patients with POAG and JOAG, respectively, are carriers of mutations in 

the MYOC gene.  The gene cytochrome P450, family 1, subfamily B, polypeptide 1 

(CYP1B1), primarily associated with primary congenital glaucoma, has been related to 

phenotypic modulation of POAG in the presence of MYOC gene mutations. Recently, 

mutations in the CYP1B1 gene associated with POAG and JOAG were observed, 

regardless the presence of structural alterations in the MYOC gene in different 

populations. This project proposed to evaluate mutations in the MYOC and CYP1B1 

genes using PCR and direct sequencing, in 100 individuals belonging to families with 

JOAG or POAG and 43 unrelated JOAG patients, and assess the possible role of the 

CYP1B1 gene in modulating the disease phenotype. A novel mutation in the MYOC gene, 

c.1187_1188insCCCAGA, was detected, segregating with the disease in three 

generations of one family. According to in silico analysis, this mutation can change the 

internal contacts of the protein, and has altered a phosphorylation site of casein kinase 

II. In the other three families the C433R mutation was detected, as described earlier. As 

family members presented with very different phenotypes, the CYP1B1 gene was 

evaluated as a possible modulator of the disease. However, the analysis showed no 

association of variants in CYP1B1 gene in modulating the glaucoma phenotype in these 

families. In unrelated cases of JOAG, the mutations P370L, Q368X and C433R were 

detected. No mutation in the CYP1B1 gene was observed in these cases, but only 

polymorphisms: R48G, A119S, V243V, V432L, A443G, D449D, and N453S. According 

to the present and other studies, we conclude that mutations in the MYOC gene play an 

important role in the development of POAG and JOAG, and the C433R mutation is the 

most frequent MYOC alteration in the Brazilian population. Furthermore, the CYP1B1 

gene seems to have less contribution to the development of these types of glaucoma in 

our population. 
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INTRODUÇÃO 

 

1. Glaucoma 

1.1. Definição 

 Glaucoma é um grupo heterogêneo de neuropatias ópticas que têm como 

característica comum a atrofia progressiva do disco óptico, com alteração correspondente 

de campo visual decorrente da perda de células ganglionares da retina (Shields et al., 

1996; Ray et al., 2003; Fan et al., 2006; Sarfarazi, 1996). O aumento da pressão 

intraocular (PIO) é frequentemente associado ao glaucoma, que se não tratado a tempo, 

por meio de intervenção medicamentosa ou cirúrgica, pode levar à perda irreversível de 

campo visual e até à cegueira. Assim, o diagnóstico em estágios iniciais da doença é de 

grande importância (Bayat et al., 2008). Contudo, os efeitos da perda de visão no 

glaucoma são frequentemente detectados somente após a perda de 40% dos axônios 

(Quigley, 1999). Na figura 1 está a representação de um olho com disco óptico normal e 

outro com aumento da pressão intraocular e consequente escavação do disco óptico 

característico do glaucoma. 
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Figura 1. Em A, está representado um olho normal, com destaque para o disco óptico intacto. Em B, está 

representado um olho com pressão intraocular aumentada e consequente dano ao disco óptico. Em 

destaque, a escavação do disco óptico, decorrente da morte das células ganglionares da retina (modificado 

de http://www.indiaglaucoma.com/aboutGlaucoma.html). 

 

1.2. Classificação do glaucoma 

 Os glaucomas podem ser classificados de acordo com três aspectos: 1) fator 

inicial que leva ao desenvolvimento da lesão glaucomatosa, sendo primário se este é 

desconhecido (idiopático) ou secundário se envolve condições oculares ou sistêmicas de 

causas conhecidas, como o uso de corticoesteróides tópico e/ou sistêmico, trauma ocular 

prévio ou catarata; 2) aspecto anatômico do seio camerular (ângulo formado pelo 

endotélio da córnea e a face anterior da íris), dividindo-o em ângulo aberto ou fechado 

(também chamado de estreito) (Figura 2); 3) idade de instalação da doença, podendo ser 

congênito, quando o desenvolvimento da doença se inicia na vida intrauterina e o 

glaucoma pode ser diagnosticado até o terceiro ano de idade do indivíduo, juvenil quando 

a doença se manifesta até os 35 anos de idade e adulto, quando o glaucoma se instala 

após os 35 anos de idade (Leske, 1983). 

   

Pressão 

A B 
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 Três tipos de glaucoma primário são conhecidos: glaucoma primário de ângulo 

aberto, que é dividido em adulto (GPAA) e juvenil (GPAA-J), o glaucoma primário de 

ângulo estreito (GPAE) e o glaucoma congênito primário (GCP). O GPAA, a forma mais 

comum de todos os glaucomas, é definido como neuropatia óptica crônica e progressiva, 

cujo principal fator de risco é a PIO. O GPAA-J é uma forma relativamente menos 

frequente do GPAA e costuma ser mais grave, cujos afetados apresentam valores de PIO 

maiores e necessidade de intervenção cirúrgica mais frequente. O GPAE é caracterizado 

pela PIO elevada devido ao bloqueio crônico ou agudo do seio camerular através de 

aderências entre este e a íris (Ritch & Lowe, 1996). O GCP geralmente desenvolve-se nos 

três primeiros anos de vida com um quadro clínico clássico caracterizado por epífora 

(lacrimejamento contínuo), blefaroespasmo (fechamento repetitivo e involuntário das 

pálpebras), fotofobia (hipersensibilidade à luz) e buftalmo (aumento do globo ocular) 

(Deluise & Anderson, 1983). A elevação da PIO ocorre devido à malformação do seio 

camerular impedindo o escoamento adequado do humor aquoso. 
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Figura 2. A. Representação de um olho com ângulo (formado entre a córnea e a íris) aberto. As setas azuis 

mostram o fluxo normal do humor aquoso, que é produzido no corpo ciliar, na câmara posterior, escoa pela 

pupila até a câmara anterior e é drenado através da malha trabecular, saindo do olho pelo canal de Schlemm 

e veia episcleral. Em B, há a representação de um olho com ângulo fechado, onde o fluxo do humor aquoso 

torna-se dificultado, devido à anatomia da câmara anterior, da íris e do cristalino. O humor aquoso é um 

líquido incolor responsável pela nutrição da córnea e do cristalino, além da manutenção da tonicidade 

ocular (Modificado de http://www.medrounds.org/glaucoma-guide/2006/06/section-4-d-angle-closure-

glaucoma.html).  

 

Dentre os glaucomas secundários estão o glaucoma pigmentar, o glaucoma 

cortisônico e o glaucoma pseudoexfoliativo. O glaucoma pigmentar é caracterizado pela 

ocorrência de dispersão pigmentar e aumento da PIO, que potencialmente pode 

desencadear dano glaucomatoso ao nervo óptico. Acomete preferencialmente indivíduos 

míopes do sexo masculino durante a terceira e quarta décadas de vida (Richter et al., 

1986). Desencadeado pelo uso de corticoesteróides tópicos e/ou sistêmicos, que levam ao 

aumento da PIO (Skuta & Morgan, 1996), o glaucoma cortisônico tem como causa 

provável, alterações morfológicas e funcionais das células trabeculares e da matriz 

extracelular circundante (Kimura & Honda, 1982; Wordinger & Clark, 1999). O 

glaucoma pseudoexfoliativo desenvolve-se tardiamente (na sexta e sétima décadas de 

vida), como complicação da síndrome pseudoexfoliativa (Naumann et al., 1998). Esta 
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síndrome consiste na presença de material amilóide-fibrilar proveniente da matriz 

extracelular, que se acumula em estruturas do segmento anterior do globo ocular bem 

como em tecidos extra-oculares (Naumann et al., 1998). A presença deste material na 

malha trabecular ocasiona uma disfunção no sistema de drenagem do humor aquoso, que 

culmina com a elevação da PIO e dano glaucomatoso ao disco óptico (Naumann et al., 

1998). 

 

2. Glaucoma primário de ângulo aberto (GPAA) 

2.1. Definição 

Em 2002, um painel de consenso internacional publicou definições para o GPAA 

e GPAE (Quigley & Broman, 2006; Foster et al., 2002). Para ambas as doenças, o 

glaucoma é definido como uma neuropatia óptica e que deve ser considerado presente 

somente quando ao menos um dos olhos apresentar típicos defeitos estruturais e 

funcionais (dano ao disco óptico e perda de campo visual). Esta combinação de danos 

deve ser suficiente para indicar a morte de um número substancial de células 

ganglionares da retina e perda de seus axônios no nervo óptico (Quigley, 2011).  

Apesar da prevalência do GPAA aumentar com a idade, um subgrupo de 

pacientes é diagnosticado com a forma juvenil (GPAA-J), que se manifesta entre os 10 e 

35 anos de idade. Em muitos casos, o GPAA segue um padrão de herança complexo, 

enquanto o glaucoma primário de ângulo aberto juvenil (GPAA-J) apresenta, geralmente, 

um padrão de herança autossômico dominante. Quanto ao fenótipo, estes dois tipos de 

GPAA também diferem. O GPAA-J normalmente apresenta níveis pressóricos elevados, 

predomínio de miopia e necessidade frequente de tratamento cirúrgico (Jhonson et al., 

1993; Wiggs et al., 1995). Entretanto, esta divisão em idade muitas vezes se mostra 
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artificial, devido à sobreposição destes subtipos de GPAA (GPAA-J e GPAA-A) em uma 

mesma família (Stoilova et al., 1996; Wirtz et al., 1999). 

 

2.2. Epidemiologia 

O glaucoma é a maior causa de cegueira irreversível do mundo e para o ano de 

2020, foi estimado que aproximadamente 80 milhões de pessoas serão afetadas pela 

doença, sendo 74% destas pessoas, portadoras do GPAA. Dentre elas, 5,9 milhões de 

pessoas estarão cegas de ambos os olhos (Quigley & Broman, 2006). 

No Brasil, Gullo et al. (1995) avaliaram retrospectivamente pacientes atendidos 

pela primeira vez no Setor de Glaucoma do Hospital das Clínicas da UNICAMP e 

constataram elevada taxa de cegueira unilateral (51,8%) e bilateral (33,3%).  

Além do impacto na qualidade de vida, a perda da função visual tem um custo 

elevado para a sociedade. Smith & Smith (1996) constataram a perda de um quarto a um 

sexto do produto interno bruto per capita no Reino Unido devido à cegueira. O custo de 

um indivíduo cego nos Estado Unidos é de aproximadamente U$ 12000,00 anuais, o que 

representa cerca de 0,3% do orçamento federal americano (Javitt, 1995).  

A maioria dos médicos tem contato regular com adultos afetados por uma dessas 

duas formas de glaucoma: GPAA e GPAE. Dados populacionais indicam que um em 

cada 40 adultos tem glaucoma, com perda de campo visual, o que equivale a 60 milhões 

de pessoas em todo o mundo, sendo 8,4 milhões com cegueira bilateral. Mesmo em 

países desenvolvidos, metade dos casos de glaucoma não são diagnosticados, já que o 

glaucoma é frequentemente assintomático até um estágio mais avançado da doença, 

quando os problemas visuais começam a surgir. Atualmente, o glaucoma é tratado 

farmacologicamente com colírios diários, mas a aderência ao tratamento é muitas vezes 
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insatisfatória. A perda da visão pelo glaucoma não é reversível, e, portanto, faz-se 

necessária a melhoria dos métodos de detecção da doença (Quigley, 2011). 

 

2.3. Fatores de Risco 

Existem diversos fatores de risco relacionados ao GPAA. Um deles é a idade, 

havendo maior prevalência da doença quanto maior a idade do indivíduo (Shiose et al., 

1991; Leske et al., 1994). A raça também mostrou-se um fator de risco para o glaucoma, 

tendo os indivíduos da raça negra maiores chances de desenvolver o GPAA (Tielsch et 

al., 1991; Wormald et al., 1994). A prevalência da doença em indivíduos com miopia 

também é maior (Mitchell et al., 1999; Wu et al., 2000). Além destes, há dois importantes 

fatores de risco associados à doença, sendo um deles, os altos níveis de PIO (acima de 21 

mmHg) (Armaly et al., 1980; Hovding & Aesved, 1986; Leske et al., 1995) e o outro, a 

história familiar positiva para a doença. Várias abordagens têm sido utilizadas para 

investigar tal associação, incluindo a avaliação de parentes de pacientes com GPAA, 

estudos do tipo caso-controle, estudos observacionais de prevalência e estudos de 

avaliação de gêmeos (Vasconcellos, 2001). 

 

2.4. Estudos populacionais: identificação de loci, genes e mutações relacionados ao 

GPAA 

Para identificação e classificação de loci candidatos que poderiam estar 

envolvidos com o desenvolvimento do glaucoma, a Organização Mundial do Genoma 

Humano propôs a sigla “GLC” para os genes associados ao glaucoma. Os números “1”, 

“2” e “3”, que seguem a sigla geral para os glaucomas, representam ângulo aberto, 

ângulo estreito e glaucoma congênito, respectivamente. Finalmente, as letras “A”, “B”, 
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“C” e assim por diante, indicam o primeiro e os subsequentes loci identificados para 

determinado tipo de glaucoma (Raymond, 1997). 

Até o momento foram identificados 17 loci cromossômicos para o GPAA que 

foram mapeados por análise de ligação (GLC1A a GLC1Q) (Wirtz et al., 2011, Porter et 

al., 2011), mostrados na tabela I. 

 

Tabela I. Loci gênicos associados ao GPAA. 

Locus Localização Cromossômica Gene Referência 

GLC1A 1q24.3-q25.2 MYOC Sheffield et al., 1993 

GLC1B 2cen-q13 Stoilova et al., 1996 

GLC1C 3q21-24 Wirtz et al., 1997 

GLC1D 8p23 Trifan et al., 1998 

GLC1E 10p15-14 OPTN Sarfarazi et al., 1998; Rezaie et al., 2002 

GLC1F 7q35-q36 ASB10 Wirtz et al., 1999 

GLC1G 5q22.1 WDR36 Monemi et al., 2005 

GLC1H 2p16.3-p15 Suriyapperuma et al., 2007; Lin et al., 2008 

GLC1I 15q11-q13 Allingham et al., 2005 

GLC1J 9q22 Wiggs et l., 2004 

GLC1K 20p12 Wiggs et l., 2004 

GLC1L 3p21-p22 Baird et al., 2005 

GLC1M 5q22.1-q32 Pang et al., 2006 

GLC1N 15q22-q24 Wang et al, 2006 

GLC1O 19q13.33 NTF4 Ip et al., 1992; Pasutto et al., 2009 

GLC1P 12q14 Fingert et al., 2011 

GLC1Q 4q35.1-q35.2  Porter et al., 2011 
 

Contudo, somente quatro genes foram associados ao desenvolvimento do GPAA: 

myocilin (MYOC/GLC1A; MIM 601652), optineurin (OPTN/GLC1E; MIM 137760), WD 

repeat domain 36 (WDR36/GLC1G; MIM 609669) e neutrophin-4 (NTF4/GLC1O; MIM 

162662) (Stone et al., 1997; Rezaie et al., 2002; Monemi et al., 2005; Pasutto et al., 

2009). Mais recentemente, um novo gene foi associado ao GPAA, o ankyrin repeat and 

SOCS box containing 10 (ASB10/GLC1F) em um estudo realizado com coortes dos 

Estados Unidos e da Alemanha, para análise de busca de mutações relacionadas ao 
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desenvolvimento do GPAA, bem como análises funcionais da proteína (Wirtz et al., 

2011). Neste estudo, a variante T255T foi encontrada em uma família com GPAA. Esta 

variante, presente em região de splicing, provavelmente está afetando a formação do 

RNA mensageiro (mRNA). Adicionalmente, 26 alterações que levam à mudança de 

aminoácidos foram encontradas em 70 pacientes com GPAA. 

 Mutações no gene OPTN, o segundo gene associado ao desenvolvimento do 

GPAA, foram encontradas na frequência de 16,7% em famílias com GPAA, das quais os 

afetados pela doença apresentavam, em sua maioria, PIOs normais ou moderadamente 

elevadas (Rezaie et al, 2002). Posteriormente, outros grupos de pesquisa realizaram busca 

de mutações no gene OPTN em pacientes com GPAA em outras populações, mas as 

frequências da distribuição de mutações neste gene entre indivíduos glaucomatosos e 

normais se mostraram similares, exceto pelas alterações E50K e M98K (Libby et al., 

2005). A mutação E50K foi associada a uma maior progressão e gravidade da doença 

(Aung et al., 2005). 

 Monemi et al. (2005) associaram, pela primeira vez, mutações no gene WDR36 

com a desenvolvimento do GPAA. Outros estudos revelaram a presença de variantes 

raras encontradas no gene WDR36 em pacientes com GPAA, sugerindo seu envolvimento 

na fisiopatologia da doença (Weisschuh et al., 2007; Pasutto et al, 2008). Contudo, em 

estudo realizado por Hauser et al. (2006), as variantes encontradas no gene WDR36 não 

foram associadas à doença. Porém, a presença destas variantes em indivíduos com maior 

severidade da doença, levaram os autores a sugerir a possível ação moduladora do gene 

no fenótipo do glaucoma. 

 Modelos animais já mostraram que o aumento da PIO pode prejudicar a 

sinalização das neurotrofinas, levando à morte de células ganglionares da retina (Pease et 
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al., 2000). Estudos de Pasutto et al. (2009) revelaram que mutações no gene NTF4 podem 

prejudicar a sinalização das neurotrofinas no GPAA. Além disso, os autores encontraram 

em 1,7% dos pacientes glaucomatosos de origem europeia, mutações neste gene, 

associando-o, portanto, à doença. Entretanto, estudos posteriores mostraram a ausência da 

associação do gene NTF4 com o glaucoma em pacientes indianos e caucasianos (Rao et 

al., 2010; Liu et al., 2010). 

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

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

diversos estudos relataram a presença de mutações no gene MYOC em pacientes 

glaucomatosos em diferentes populações, representando de 2 a 5% dos casos de GPAA 

no mundo (Gong et al., 2004). 

 Mais de 70 mutações no gene MYOC já foram relatadas, sendo a Q368X a mais 

comum em diversas populações estudadas (Fingert et al., 1999). Em pacientes indianos, a 

mutação Q48H se mostrou predominante em casos de GPAA adulto e juvenil e GCP. 

Algumas mutações também foram identificadas na região promotora do gene, sendo -

1000 C>G relatada como a mais frequente com graus variáveis de associação com a 

doença (Polansky et al. 2003). 

 A correlação genótipo/fenótipo foi demonstrada para várias alterações no gene 

MYOC. Estudos mostraram que indivíduos portadores da mutação T377M manifestavam 

o glaucoma na quarta década de vida, enquanto que aqueles portadores das mutações 

P370L e Y437H (com médias de PIO máximas de 44 mmHg) eram diagnosticados com a 

doença na primeira ou segunda década de vida, mas indivíduos com a mutação Q368X 

(com médias de PIO máxima de 30 mmHg) mostram início da doença 

predominantemente entre a quinta e sexta décadas de vida (Wiggs et al., 1998; Shimizu et 
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al., 2000; Melki et al., 2003; Puska et al., 2005; Hewitt et al., 2007). Vasconcellos et al. 

(2003) constataram que portadores da mutação C433R, identificada na população 

brasileira, manifestaram a doença entre 17 e 58 anos de idade, sendo esta variante 

associada a valores elevados de PIO e alta relação escavação/disco.  

O gene CYP1B1, inicialmente descrito como o primeiro gene associado ao GCP 

(locus GLC3A), em 1997 por Stoilov e colaboradores, também foi associado ao 

desenvolvimento do GPAA adulto e juvenil em diversas populações como a canadense, 

indiana, iraniana, francesa e espanhola, sendo encontradas mutações em heterozigose 

neste gene, com uma frequência entre 2,2% e 23,3% dos casos (Vincent et al., 2002; 

Melki et al., 2004; Acharya et al., 2006; López-Garrido et al., 2006; Chakrabarti et al., 

2007; Kumar et al., 2007; Suri et al. 2008). 

Vincent et al. (2002) descreveram uma família canadense com membros que 

apresentavam GPAA adulto e outros GPAA juvenil. Os autores relacionaram a presença 

destas doenças a mutações nos genes MYOC e CYP1B1. Todos os indivíduos 

glaucomatosos apresentavam a mutação G399V no gene MYOC. Entretanto, nos 

indivíduos que carregavam somente mutação neste gene, a idade média de 

desenvolvimento da doença era de 51 anos (entre 48 e 64 anos) e os portadores de 

mutações em ambos os genes, ou seja, a mutação G399V no gene MYOC e a mutação 

R368H no gene CYP1B1, manifestaram a doença, em média, aos 27 anos de idade (entre 

23 e 38 anos). Indivíduos portadores somente da mutação no gene CYP1B1 não 

manifestaram a doença. Deste modo, nesta família, o gene CYP1B1 parece agir como 

modificador do gene MYOC, gerando, portanto, fenótipos distintos nestes indivíduos. A 

mutação R368H foi previamente reportada por Bejjani et al. (2000) em homozigose em 
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indivíduos sauditas com GCP, com penetrância incompleta, estando ausente em 100 

cromossomos de indivíduos sauditas controle. 

 

3. Gene Myocilin (MYOC) 

3.1. Mapeamento, identificação e estrutura do gene MYOC 

Por meio de estudos de ligação em famílias com glaucoma primário de ângulo 

aberto, diversos autores identificaram, de forma independente, o primeiro locus associado 

ao GPAA no braço longo do cromossomo 1, que foi posteriormente denominado locus 

GLC1A (Sheffield et al., 1993; Richards et al., 1994; Wiggs et al., 1994; Morissete et al., 

1995; Johnson et al., 1996; Belmouden et al., 1997). O gene presente no locus GLC1A, 

associado ao GPAA, foi identificado em 1997, por Stone et al. e denominado TIGR 

(trabecular meshwork-induced glucorticoid response). Neste mesmo ano, Kubota et al. 

isolaram um clone de cDNA humano que codificava uma proteína de 55 kDa, nomeando 

o gene que a codificava de Myocilin (MYOC), devido a sua homologia com a miosina e 

por estar localizada preferencialmente na raiz e no corpo basal dos cílios de conexão das 

células fotorreceptoras. Posteriormente, constatou-se que os genes TIGR e MYOC 

apresentavam a mesma sequência, passando, portanto, a ser denominado TIGR/MYOC. 

Contudo, atualmente, o gene é designado somente por Myocilin (MYOC). 

Através do método de hibridização in situ fluorescente (do inglês, fluorescent in 

situ hybridization, FISH), Kubota et al. (1997) determinaram a localização do gene 

MYOC no cromossomo 1q23-q24. Utilizando também o método de FISH para identificar 

o gene MYOC em cromossomos artificiais de levedura, Michels-Rautenstrauss et al. 

(1998), foram capazes de refinar o mapeamento deste gene para a região 1q24.3-q25.2. 
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 De acordo com os estudos de Nguyen et al., 1998 e Fingert et al., 1998, o gene 

MYOC está presente em uma região genômica de cerca de 20 kb e é composto por três 

exons cujos tamanhos são 606, 126 e 780 pb, respectivamente, interrompidos pelo íntron 

1 de aproximadamente 10 kb e pelo intron 2 de cerca de 1,5 kb. Os mesmos autores 

também descreveram que o gene possui 10 sítios putativos de fosforilação e quatro 

potenciais sítios de glicosilação, além de regiões 5’ e 3’ não traduzidas e sua região 

promotora de, aproximadamente, 5 kb. Na região 5’ não traduzida encontra-se um TATA 

box e um CAT box, sequências repetidas MIR e Alu, além de múltiplos sítios de ligação a 

hormônios e elementos de resposta à sinalização celular, mas, não apresenta o sítio de 

ligação à SP1 (Nguyen et al., 1998). Já a região 3’ não traduzida apresenta três 

sequências sinais de poliadenilação (Kong, 2001). 

 

3.2. Expressão do gene MYOC 

O gene MYOC pode ser induzido por glicocorticóides, como a dexametasona, 

como foi observado por Polansky et al. (1997) e Nguyen et al. (1998). É sabido que o uso 

de corticoesteróides tópicos e/ou sistêmicos pode levar ao aumento da PIO e 

posteriormente, ao glaucoma (Skuta & Morgan, 2006). Contudo, a associação entre o 

aumento da expressão do gene MYOC induzido pelos corticoesteróides e o aumento da 

PIO não está elucidada (Fingert et al., 2001). 

Por meio de análises de Northern blot de diversos tecidos de humanos adultos, 

Fingert et al. (1998) observaram altos níveis de mRNA de 2,3 kb em diferentes tecidos, 

como coração, músculo esquelético, tireóide, traquéia, estômago, medula óssea, timo, 

próstata, intestino delgado e cólon. Níveis mais baixos do transcrito foram observados no 
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pulmão, pâncreas, testículos, ovário, medula espinhal, linfonodos e glândula adrenal. Os 

autores não detectaram o transcrito no cérebro, placenta, fígado, rins, baço ou leucócitos. 

Outros autores (Kubota et al., 1997; Tomarev et al., 2003; Karali et al., 2000; Swiderski 

et al., 2000; Rao et al., 2000; Russell et al., 2001) concluíram que a maior abundância do 

transcrito do gene MYOC e da proteína miocilina estava nos tecidos oculares, como íris, 

corpo ciliar, córnea, malha trabecular, além do humor aquoso. 

  

3.3. Estrutura e função da proteína miocilina 

A miocilina foi isolada pela primeira vez por Polansky et al. (1989), que observaram a 

produção desta três semanas após a exposição da cultura de células da malha trabecular a 

glicocorticóides. Kubota et al. (1998) sugeriram que a presença de repetições de 

dinucleotídeos à frente dos elementos de resposta a glicocorticóides no gene MYOC, 

poderiam influenciar a expressão deste gene de acordo com o número de repetições 

encontradas, como já foi especulado na região promotora do gene interleucina-10 

(Eskdale & Gallagher, 1995). Esta suposição ajudaria a explicar a variação de 

sensibilidade das células da malha trabecular aos esteróides (Vasconcellos, 2001). 

A miocilina, uma glicoproteína composta por 504 aminoácidos e expressa com 55 

kDa, foi detectada em meios de cultura de diversas linhagens celulares com pesos 

moleculares de 55 kDa e 57 kDa (Aroca-Aguilar et al., 2005 e Gobeil et al., 2004). Esta 

diferença pode representar as formas glicosilada e não glicosilada da proteína (Polansky 

et al., 1997, Jacobson et al., 2001, Caballero et al., 2001, Shepard et al., 2003).  

O domínio de coiled-coil da miosina-like próximo à região N-terminal e o 

domínio olfactomedina-like próximo à região C-terminal são os principais domínios da 

miocilina. A homologia da miosina com a região N-terminal da miocilina se mostrou 
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relativamente baixa e com cerca de 25–29% de aminoácidos idênticos à cadeia pesada da 

miosina de diferentes espécies (Kubota et al., 1997; Ortego et al., 1997). Contudo, a 

região C-terminal codificada pelo terceiro exon do gene MYOC é homóloga à 

olfactomedina, apresentando identidade quase completa com esta proteína. A 

olfactomedina foi primeiramente identificada como o componente principal da matriz 

extracelular do neuroepitélio olfativo de sapos e possui capacidade de polimerizar-se 

através de pontes dissulfeto entre resíduos de cisteína (Snyder et al., 1991; Yokoe and 

Anholt , 1993). 

O domínio miosina-like, codificado pelo exon 1 do gene MYOC, possui uma 

sequência de peptídeo sinal e um zíper de leucina composto por repetições periódicas de 

resíduos de arginina e leucina organizados em α-hélice (Ortego et al., 1997). 

Experimentos de transcrição e tradução in vitro na presença e ausência de membranas 

microssomais indicaram que o peptídeo sinal seria responsável por encaminhar a 

miocilina para o retículo endoplasmático (Caballero et al., 2000). Já o zíper de leucina, 

uma estrutura anfipática, pode estar relacionado a interações moleculares (Coca-Prados et 

al., 1999). De fato, as interações miocilina-miocilina foram descritas ocorrendo 

principalmente entre os aminoácidos 117–166, região na qual está contido o zíper de 

leucina (Fautsch & Johnson, 2001). Na região central da proteína, codificada pelo exon 2, 

não foram descritos domínios estruturais ou funcionais até o momento. O domínio 

olfactomedina-like, codificado pelo exon 3, contém os resíduos de cisteína 245 e 433 que 

fazem ligação dissulfeto entre si (Nagy et al., 2003). É importante ressaltar que a grande 

maioria das mais de 80 mutações do tipo missense (quando a troca nucleotídica resulta 

em troca de aminoácidos) ou nonsense (quando a troca nucleotídica modifica o 

aminoácido para um códon de parada) já descritas nas mais diferentes populações, foi 
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encontrada no domínio mais conservado da proteína, o domínio olfactomedina-like 

(Hewitt et al., 2008). 

 Aroca-Aguilar et al. (2005) demonstraram que a miocilina humana selvagem pode 

sofrer clivagem proteolítica entre os resíduos arg226 e ile227, dando origem a um 

fragmento de 35 kDa, contendo o domínio olfactomedina-like (região C-terminal) e um 

fragmento de 20 kDa contendo o zíper de leucina (região N-terminal). O fragmento de 35 

kDa seria co-secretado com a proteína íntegra e análises por meio de Western blot 

mostraram que o fragmento de 35 kDa estava presente no humor aquoso e em alguns 

tecidos oculares. 

Estudando a relação entre dois genes envolvidos no desenvolvimento do 

glaucoma, os genes MYOC e OPTN (optineurin), Park et al. (2007) verificaram que a 

superexpressão do gene MYOC não apresentava efeito algum sobre o expressão do gene 

OPTN. Contudo, a superexpressão do gene OPTN acabava por induzir o gene MYOC em 

células da malha trabecular humana. Por meio de imunofluorescência, os autores 

identificaram que a proteína superexpressa (optineurina) localizava-se no citoplasma, 

prolongando o tempo de turnover do mRNA do gene MYOC, mas, tendo pequeno efeito 

sobre a atividade do promotor deste gene. Dessa forma, os autores concluíram que o gene 

OPTN pode atuar na estabilização do mRNA do gene MYOC.  

Diversos estudos mostraram que a miocilina recombinante, assim como a 

miocilina encontrada no humor aquoso e no sobrenadante de culturas de células de malha 

trabecular, formavam agregados de alto peso molecular, provavelmente dímeros e 

multímeros, que variavam de 120 a 200 kDa ou até mais (Nguyen et al., 1998; Caballero 

et al., 2000; Russell et al., 2001; Jacobson et al., 2001; Fautsch & Johnson, 2001). 

Acredita-se que a oligomerização mediada por resíduos de cisteína seja uma 
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característica das proteínas relacionadas à olfactomedina (Karavanich & Anholt, 1998). 

Nguyen et al. (1998) sugeriram que o resíduo de cisteína conservado na posição 433, no 

domínio da olfactomedina-like contribuiria para a formação destes agregados de alto peso 

molecular. Fautsch & Johnson (2001) encontraram evidências de que a formação de 

ligações dissulfeto inter e/ou intramoleculares podem contribuir para a formação de 

complexos de miocilina. Neste estudo, foi levantada a hipótese de que dois resíduos de 

cisteína, nas posições 47 e 61, podem contribuir para a formação destas ligações. Além 

disso, os autores sugeriram que as interações miocilina-miocilina ocorrem principalmente 

na região N-terminal, tendo o zíper de leucina papel crítico, já que a substituição de oito 

resíduos de leucinas por resíduos de glicinas reduziram de forma substancial a capacidade 

da interação miocilina-miocilina. Os zíperes de leucina dimerizam através de interação 

eletrostática (hidrofóbica) das cadeias laterais dos resíduos de leucina (Alber, 1992). 

 Além da interação miocilina-miocilina, há também estudos que revelam a 

interação da miocilina com outras proteínas, como a flotilina-1 (Joe et al., 2005), a 

optimedina (Torrado et al., 2002), a hevina-1 (Li et al., 2006), γ-sinucleína (Surgucheva 

et al., 2005), fibronectina (Peters et al., 2005). Entretanto, o significado biológico e a 

relevância clínica destas interações com a etiologia do glaucoma permanecem obscuros. 

Interações da miocilina com a mitocôndria (Ueda et al., 2000; Wentz-Hunter et 

al., 2002; Sakai et al., 2007), vesículas exossomais (Stamer et al., 2006; Hoffman et al., 

2009) e componentes do citoesqueleto e da matriz extracelular (Ueda et al., 2002 e 2003; 

Filla et al., 2002; Wentz et al., 2002 e 2004; Tan et al., 2006; Park et al., 2006; Goldwich 

et al., 2009) já foram reportados, além de interações com moléculas associadas a 

sinalização celular e metabolismo (Fautsch et al. 2006; Torrado et al., 2002). Entretanto, 

até hoje, nenhuma função foi claramente estabelecida para a miocilina.  
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Wiggs & Vollrath (2001) examinando uma paciente com uma deleção de parte da 

cópia materna do cromossomo 1 que compreendia a região na qual o gene MYOC se 

localiza, observaram que nem ela e nem sua família apresentavam qualquer sintoma que 

indicasse a presença do glaucoma. Os autores, portanto, concluíram que a 

haploinsuficiência do gene não estava envolvida no desenvolvimento do GPAA. 

Contudo, diversas mutações nonsense e missense no gene MYOC já foram associadas ao 

GPAA adulto e juvenil. 

Avaliando camundongos knockout em heterozigose e homozigose para o gene 

MYOC (MYOC +/- e MYOC -/-), Kim et al. (2001) constataram que estes animais eram 

viáveis, férteis e não apresentavam nenhum fenótipo discernível, além de apresentarem 

PIO e morfologia ocular normais. Assim, os autores também concluíram que o GPAA 

não estava relacionado com a haploinsuficiência do gene MYOC. Em vez disso, 

sugeriram que, possivelmente, mutações neste gene agem por ganho de função. 

Um modelo de ganho de função da miocilina foi sugerido para o GPAA através 

de estudos bioquímicos e de biologia celular que mostraram que muitas isoformas 

mutantes desta proteína não eram secretadas, mas sim acumuladas no retículo 

endoplasmático de células da malha trabecular na forma de agregados insolúveis de 

proteínas mal enoveladas (Jacobson et al., 2001; O’Brien et al., 2000; Tamm, 2002; Yam 

et al., 2007; Zhou & Vollrath, 1999; Joe et al., 2003). Observou-se que este acúmulo de 

agregados protéicos resulta na morfologia anormal e diminuição da proliferação celular, 

além de causar estresse ao retículo endoplasmático (RE), que foi observado pela indução 

da UPR (unfolded protein response), uma via de estresse evolutivamente conservada que 

culmina na apoptose, neste caso, das células da malha trabecular (Joe et al., 2003; 

Carbone et al., 2009). A via de sinalização da UPR é ativada pelo estresse do RE, levando 



 

37 
 

à indução de genes envolvidos na redução da taxa de transcrição e aumento da 

degradação de proteínas mal enoveladas no RE, através da via da ubiquitina-proteassoma. 

Quando estas respostas adaptativas não são suficientes para atenuar o estresse do RE, é 

então induzida a apoptose (Kim et al., 2006). Patologicamente, a morte das células da 

malha trabecular pode ser um componente crítico para este modelo de ganho de função, 

já que estas células são essenciais para a regulação homeostática do fluxo do humor 

aquoso no olho e que a disfunção da malha trabecular pode levar ao aumento da PIO e, 

posteriormente, ao glaucoma (Liu & Vollrath, 2004). 

 

4. Gene Citocromo P450, família 1, subfamília B, polipeptídeo 1 (CYP1B1) 

4.1. Mapeamento, identificação e estrutura do gene CYP1B1 

 Sutter et al. (1991), a fim de elucidar os eventos que ocorrem em células 

humanas em resposta ao tratamento com um potente carcinogênico, o 2,3,7,8-

tetraclorodibenzo-p-dioxina ou somente dioxina (TCDD), utilizaram hibridação 

diferencial para isolar cinco clones responsivos a TCDD a partir de uma linhagem celular 

humana de queratinócitos. Os clones identificados foram: CYP1A1, inibidor do ativador 

do plasminogênio-2, um regulador da proteólise da matriz extracelular, interleucina-lp e 

os clones denominados 1 e 141. O clone 1, que apresentou níveis 50 vezes maiores de 

mRNA no tratamento com 10 nM de TCDD, foi alvo de estudo de outro trabalho do 

mesmo grupo de pesquisa. Neste trabalho, Sutter et al. (1994), por meio de mapeamento 

por PCR utilizando iniciadores para a região 3’ não-traduzida do clone 1, conseguiram 

mapear o gene CYP1B1 no cromossomo 2. Mais tarde, utilizando hibridização in situ 

fluorescente, Tang et al. (1996) foram capazes de refinar o mapeamento do gene para a 

região 2p22-p21. 
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 Tang et al. (1996) determinaram que, em humanos, o gene CYP1B1 difere de 

CYP1A1 e CYP1A2, no número de exons (3 versus 7) e na localização cromossômica 

(cromossomo 2 versus cromossomo 15). Estes autores também identificaram somente um 

sítio de iniciação da transcrição e, baseados na análise de sequências nucleotídicas, 

encontraram, na região promotora, nove motivos responsivos a TCDD de ligação a 

enhancer a 2,5 kb à montante, mas não encontraram um TATA box nesta região. O gene 

CYP1B1, com extensão total de 8,6 kb, possui três exons e dois introns, mas sua região 

codificante compreende somente os exons 2 e 3, já que sua ORF (open reading frame) 

está localizada no segundo exon, extendendo-se por 1629 bp (Tang et al., 1996; Stoilov et 

al. (1997). 

 

4.2. Expressão do gene CYP1B1 

Sarfarazi (1997) detectou a presença da proteína CYP1B1 em 15 tecidos não-

oculares, e também em tecidos oculares humanos, como córnea, corpo ciliar, íris e retina. 

Diversos estudos mostraram que concentrações do transcrito e da proteína CYP1B1 

apresentam-se em maior abundância em olhos de fetos do que em olhos de adultos em 

seres humanos (Stoilov et al., 1998; Doshi et al., 2006; Tomarev et al., 2003). Esta 

observação leva à especulação de que a CYP1B1 pode agir no olho metabolizando um 

importante substrato que desempenha papel chave no desenvolvimento e maturação de 

tecidos oculares (Doshi et al., 2006).  

 

4.3. Estrutura e função da proteína CYP1B1 

As proteínas da superfamília dos citocromos P450 (CYP450) compartilham a 

presença de um grupo heme e apresentam máxima absorção em 450 nm após ligação com 
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o monóxido de carbono (CO), características únicas destas proteínas (Hasler et al., 1999). 

A proteína CYP1B1 humana (com 543 aminoácidos) possui três principais regiões: a N-

terminal de ligação à membrana (53 aminoácidos), uma região rica em prolina (10 

aminoácidos), denominada hinge (dobradiça), e o domínio globular citosólico de 480 aa 

(Tang et al., 1996; Achary et al., 2006). Algumas regiões estruturais conservadas são 

compartilhadas por todas as moléculas P450, preferencialmente localizadas na porção C-

terminal das proteínas. Dentre elas encontra-se um complexo de quatro hélices (hélices 

D, I e L e a hélice anti-paralela E), hélices J e K, folhas beta pregueadas 1 e 2, região de 

ligação ao heme e a região denominada meander (volta), precedendo o domínio de 

ligação ao heme, as quais identificam a estrutura do core (núcleo) da proteína. Devido a 

estas características, Graham-Lorence et al. (1995) sugeriram que a porção C-terminal da 

molécula (evolutivamente mais conservada) esteja envolvida na ligação do grupamento 

heme e no dobramento apropriado da molécula. 

Segundo Achary et al. (2006), a característica predominante das CYPs é o núcleo 

estrutural altamente conservado, dividido em domínios α-rich (com aproximadamente 14 

α-hélices) e β-rich (com quatro a seis folhas-β). Em relação aos aspectos funcionais a 

estrutura das CYPs também pode ser dividida em: região de ligação ao heme (RLH), 

região de ligação ao substrato (RLS), canal de acesso ao substrato (CAS), resíduos 

envolvidos na troca de carga e região de superfície, que se liga à proteína CYP redutase 

no momento do recebimento de elétrons da mesma (Achary et al, 2006). 

O citocromo P450 1B1 (CYP1B1) é o único membro da subfamília CYP1B e 

compartilha 40% de homologia com os dois membros da subfamília CYP1A (CYP1A1 e 

CYP1A2) (Murray et al., 2001). Os citocromos P450 (CYP) constituem uma superfamília 

de enzimas heme-tiolases, presentes em muitas espécies, estando envolvidas no 
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metabolismo de um vasto número de compostos orgânicos, tanto endógenos como 

exógenos (Guengerich, 2002; Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001; Lewis, 2001). 

Em mamíferos, os citocromos pertencentes às famílias CYP1, CYP2 e CYP3 

parecem ser responsáveis por catalisar a maioria das reações metabólicas de fase 1 de 

xenobióticos e, em humanos, pouco mais de 10% de todas as reações de oxidação de 

drogas mediadas por citocromos P450 parecem ser dependentes de proteínas da família 

CYP1 (Guengerich, 2002; Rendic & DiCarlo, 1997). Sutter et al. (1994) notaram que a 

CYP1B1 era responsável pela fase 1 do metabolismo de uma ampla gama de substratos 

estruturalmente diversos, através da inserção de um átomo de oxigênio na molécula 

substrato, criando, dessa forma, um novo grupamento funcional, como –OH, –NH2 e –

COOH. 

A proteína CYP1B1 apresenta a mais alta atividade catalítica para diversos 

hidrocarbonetos aromáticos policíclicos, que são os mais potentes indutores dos cânceres 

de mama e pulmão (Shimada et al., 1996). Além dos compostos exógenos, a CYP1B1 

também está envolvida no metabolismo de esteroides endógenos, como o 17β estradiol, 

realizando a 4-hidroxilação desta molécula (Rendic & DiCarlo, 1997). Um aumento 

significativo na expressão do gene CYP1B1, com aumento da produção de 4-hidroxi 

estradiol, foi encontrado em vários tecidos tumorais, como mama, útero, próstata e 

pulmões (Kaur et al., 2011). 

Com o intuito de investigar a relação do gene CYP1B1 com o GCP, um 

camundongo knockout (CYP1B1 -/-) foi desenvolvido através da disrupção do gene alvo 

em células-tronco embrionárias. Contudo, um exame macroscópico dos olhos deste 

camundongo não mostrou evidências de glaucoma ou qualquer anormalidade que 

sugerisse que o gene CYP1B1 fosse necessário para o desenvolvimento de mamíferos 
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(Buters et al., 1999). Os camundongos CYP1B1 -/- criados de forma similar por Libby e 

colaboradores (2003) também não mostraram nenhuma anormalidade ao exame 

macroscópico, além de apresentarem níveis de PIO indistinguíveis dos apresentados 

pelos camundongos selvagens. Contudo, análises histológicas e de microscopia eletrônica 

revelaram anormalidades nos olhos dos camundongos CYP1B1 -/- como um pequeno ou 

inexistente canal de Schlemm, lâmina basal que se estende da córnea sobre a malha 

trabecular e anexos da íris até a malha trabecular e a córnea periférica. Estas observações 

indicam que, embora o camundongo knockout para o gene CYP1B1 não apresentasse 

características clássicas do GCP, as anormalidades de ângulo da câmara anterior indicam 

o possível envolvimento do gene CYP1B1 no desenvolvimento destas estruturas oculares 

(Libby et al., 2003). 

 

5. Justificativa 

O glaucoma é a maior causa de cegueira irreversível do mundo e para o ano de 

2020, foi estimado que aproximadamente 80 milhões de pessoas serão afetadas pela 

doença (Quigley & Broman, 2006). O glaucoma primário de ângulo aberto é o tipo mais 

comum da doença e o GPAA-J uma forma grave de glaucoma, necessitando 

frequentemente de procedimento cirúrgico para seu controle. Recentemente foram 

identificados genes relacionados ao GPAA, como o MYOC, WDR36 e OPTN. Estudos 

envolvendo famílias com GPAA e GPAA-J e mutações no gene MYOC mostraram fortes 

indicativos, em diversas populações, da associação do desenvolvimento da doença com 

mutações neste gene. Mutações no gene CYP1B1, apesar de serem comumente associadas 

ao glaucoma congênito primário, foram também descritas em pacientes com GPAA e 

GPAA-J. Alguns pacientes apresentam uma etiologia digênica da doença, sendo 
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portadores de mutação em ambos os genes: CYP1B1 e MYOC. A combinação de 

mutações nestes genes parece estar relacionada a uma instalação mais precoce da doença. 

Porém as bases moleculares desta interação ainda permanecem desconhecidas. 

 O glaucoma é dificilmente detectado precocemente, por ser assintomático em sua 

fase inicial, durante a qual o tratamento previne perdas definitivas da função visual. 

Desta forma, a identificação de grupos de risco baseada em aspectos genéticos é 

importante para auxiliar no diagnóstico precoce e estabelecer um seguimento clínico 

mais adequado para este grupo de pacientes, além de melhorar a compreensão da 

fisiopatologia desta afecção ocular.  
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OBJETIVOS 

 

Gerais 

 Analisar alterações nas sequências dos genes MYOC e CYP1B1 e o fenótipo 

possivelmente relacionado a tais alterações, em portadores de GPAA e GPAA-J, para 

melhor compreender o papel destes genes no desenvolvimento destes tipos de glaucoma 

na população brasileira. 

  

Específicos 

1. Em famílias portadoras de GPAA ou GPAA-J e mutações no gene MYOC 

avaliar-se-á a correlação genótipo/fenótipo.  

2. De acordo com as análises feitas para o gene MYOC, também será 

verificada a possível modulação do fenótipo da doença pelo gene CYP1B1 nas famílias 

com GPAA ou GPAA-J. 

3. Serão investigadas as sequências codificantes dos genes CYP1B1 e 

MYOC em pacientes esporádicos portadores de GPAA-J, com o intuito de melhorar o 

conhecimento sobre o perfil de mutações no gene MYOC na população brasileira 

portadora deste tipo de glaucoma e determinar a ocorrência e os tipos de mutações no 

gene CYP1B1 e sua relação com a etiologia da doença nesses pacientes. 
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CASUÍSTICA E MÉTODOS 

 

1. Casuística 

O recrutamento de pacientes portadores de GPAA e GPAA-J foi realizado no 

Serviço de Glaucoma do Ambulatório de Oftalmologia do Hospital das Clínicas da 

UNICAMP. Para esta pesquisa, quatro famílias portadoras de GPAA ou de GPAA-J 

(figuras 3, 4, 5 e 6) foram selecionadas, perfazendo um total de 102 indivíduos. Estas 

famílias são provenientes dos estados de São Paulo e Paraná e foram incluídas no estudo 

após avaliação dos probandos e constatação da presença de mutação no gene MYOC. 

Além das famílias, 51 pacientes não relacionados, com GPAA-J, foram avaliados 

oftalmologicamente, tiveram a amostra de sangue coletada e foram estudados em relação 

à presença de alterações nos genes MYOC e CYP1B1.  

O protocolo de pesquisa segue os princípios enunciados na Declaração de 

Helsinque, assim como as determinações do Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade 

de Ciências Médicas – UNICAMP. Os pacientes selecionados para o estudo foram 

informados sobre os objetivos e métodos da pesquisa, podendo ou não aceitar participar 

da mesma, sem constrangimento ou modificação de sua assistência médica. O projeto 

possui aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências Médicas da 

UNICAMP. 
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1.1. Heredogramas 

 Os heredogramas das quatro famílias avaliadas neste estudo estão apresentados nas figuras 3 a 6. Somente os números correspondentes 

aos indivíduos incluídos no estudo estão apresentados nos heredogramas, tendo sido suprimidos os números correspondentes aos membros das 

famílias que não fizeram parte das análises. 

 

 
 

Figura 3. Heredograma da família I, com 39 indivíduos avaliados. 
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Figura 4. Heredograma da família II, da qual 17 indivíduos foram incluídos na pesquisa. 

 
 
 

 
 

Figura 5.  Heredograma da família III, com 39 indivíduos estudados. 
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Figura 6. Heredograma da família IV, da qual sete indivíduos foram avaliados. 
 

 

1.2. Critérios de inclusão 

Foram incluídos os indivíduos com as seguintes características: 1. ângulo aberto à 

gonioscopia, 2. alteração glaucomatosa do disco óptico, incluindo: redução localizada da 

rima neural; aumento vertical da escavação; hemorragia e assimetria de escavação maior 

ou igual a 0,2 segundo avaliação oftalmológica sob visão binocular, 3. lesão 

glaucomatosa do disco óptico acompanhada por perda de campo visual correspondente 

na perimetria computadorizada acromática, 4. idade de diagnóstico inferior a 35 anos 

para GPAA-J e igual ou superior a 35 anos para GPAA.  

 

1.3. Critérios de exclusão 

Foram excluídos do estudo, pacientes que apresentaram alterações de segmento 

anterior compatíveis com glaucomas secundários (ou de desenvolvimento), trauma 
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ocular prévio, história de uso de corticoesteróide tópico e/ou sistêmico, além daqueles, 

no caso dos indivíduos com GPAA-J, que apresentaram parentesco com paciente já 

incluído no estudo. 

 
1.4. Grupo controle 

 
 O grupo controle foi constituído por 60 indivíduos atendidos nos setores de 

oftalmologia do Hospital das Clínicas da UNICAMP que não apresentaram nenhuma 

forma de glaucoma, além de ausência de antecedente familiar com glaucoma ou cegueira 

ocular de causa desconhecida, PIOs menores do que 15 mmHg, escavações dos discos 

ópticos menores do que 0,4 e idade superior a 50 anos.  

 

2. Métodos 

2.1. Exames oftalmológicos 

 Todos os exames oftalmológicos foram realizados pelo médico oftalmologista 

Dr. José Paulo Cabral de Vasconcellos, no Ambulatório de Glaucoma do Hospital das 

Clínicas da UNICAMP. 

 

2.1.1. Tonometria (medida da pressão intra-ocular) e paquimetria (medida da 

espessura da córnea) 

A tonometria de aplanação de Goldmann (TAG) é o exame utilizado na prática 

clínica diária e nos ensaios clínicos. É baseada no princípio de Imbert-Fick que define a 

pressão no interior de uma esfera de paredes infinitamente finas como a força necessária 

para aplanar sua superfície dividida pela área de aplanação. A TAG é influenciada por 

variáveis do tecido corneal, como sua curvatura, espessura e astigmatismo. Em córneas 

com astigmatismo acima de 3 dioptrias as medidas com o tonômetro de Goldmann 
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podem ser imprecisas e a PIO torna-se hipoestimada em córneas relativamente finas, 

bem como falsamente superestimadas nas córneas mais espessas. Neste contexto, a 

paquimetria assume grande importância nos pacientes com hipertensão ocular para se 

avaliar o risco de desenvolvimento de glaucoma e evitar o tratamento desnecessário em 

pacientes com baixo risco. A determinação da espessura da córnea é importante também 

naqueles pacientes com tecidos mais finos e cuja medida da PIO pela TAG é 

subestimada. Pacientes que apresentam sinais de progressão da doença e PIO 

aparentemente normal ou controlada podem, na verdade, ser pacientes com córneas finas 

que tem valores de PIO subestimados pela TAG. Embora não exista um nomograma 

absolutamente preciso para se corrigir as medidas da PIO pela TAG em função do desvio 

da espessura da córnea do seu valor médio, a incorporação da paquimetria na semiologia 

do glaucoma auxilia o raciocínio clínico e ajuda a quantificar a diminuição relativa da 

PIO em casos específicos (Kasahara, 2009). 

Os valores de PIO inferiores a 21 mmHg são considerados normais, sendo os 

pacientes hipertensos oculares (HO) aqueles que apresentam valores de PIO iguais ou 

superiores a este valor. 

 

2.1.2. Gonioscopia: avaliação do ângulo 

A gonioscopia é o exame que avalia a amplitude e as características do seio 

camerular, ou seja, o ângulo formado entre a face anterior da íris e o endotélio da córnea. 

Nesta região do olho encontram-se as estruturas que formam o sistema de drenagem do 

humor aquoso. O exame gonioscópico é fundamental para diferenciar os glaucomas de 

ângulo aberto dos glaucomas de ângulo estreito. Os tecidos observáveis à gonioscopia 

em um seio camerular aberto e normal são a linha de Schwalbe, o trabeculado 
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pigmentado, o esporão escleral, a sombra do músculo ciliar e a raíz da íris (Allingham et 

al., 2005).  

O exame deve ser realizado com lentes específicas para gonioscopia, pois os raios 

luminosos provenientes do ângulo da câmara anterior são refletidos internamente por 

excederem o ângulo crítico da interface corneal de 46° (Allingham et al., 2005). Neste 

estudo, a gonioscopia foi realizada com lente de Posner de 4 espelhos (Ocular 

Instruments, Bellevue, WA, EUA).  

 

2.1.3. Fundoscopia: avaliação do disco óptico (relação escavação/disco) 

Os axônios das células ganglionares da retina são as primeiras estruturas oculares 

a sofrer o dano glaucomatoso. Entretanto, muitos pacientes podem ser diagnosticados 

pela observação cuidadosa do disco óptico, sem a confirmação do correspondente dano 

funcional (glaucoma pré-perimétrico). Por isso, é importante o estudo detalhado do disco 

óptico, avaliando sua anatomia e variações não glaucomatosas que podem diferenciar do 

padrão normal.  

A documentação das características do disco óptico ao longo do tempo é muito 

importante. Os sinais característicos observados na fundoscopia e já descritos na 

literatura incluem: assimetria de escavação entre ambos os olhos, atrofia setorial da 

camada de fibras nervosas da retina (sinal de Hoyt), defeito localizado da rima neural 

(notch), aumento concêntrico da escavação, aumento vertical da escavação, discrepância 

palidez-escavação (escavação pintada de rosa), escavação nasal, desnudamento de vaso 

circunlinear, vaso em passarela, vaso em baioneta e hemorragia do disco (Caprioli, 

2003). Muitos destes sinais são, por si sós, suficientes para o diagnóstico da neuropatia 

óptica glaucomatosa.  
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Os valores da relação entre o tamanho da escavação e o tamanho total do disco 

óptico (relação escavação/disco) variam de 0 a 1. Em pacientes normais, em geral, este 

valor pode estar entre 0 e 0,8. Os valores iguais ou superiores a 0,7 são os mais 

frequentes no glaucoma, contudo valores superiores a 0,5 já devem ser investigados. 

Caso a assimetria da relação escavação/disco entre os olhos de um mesmo indivíduo seja 

superior a 0,2, esta também representa um indicativo da presença de glaucoma. 

 Neste estudo, a fundoscopia foi realizada com a lente de Volk de 78 dioptrias 

(Volk Incorporation, Mentor, OH, EUA). 

 

2.2. Coleta de amostras de sangue periférico 

Foram colhidos de 6 a 18 mL de sangue periférico em frasco estéril 

VACUETTE® de 6 mL, contendo 10,8 mg do anticoagulante etilenodiaminotetracetato 

dissódico.2H2O (EDTA) 0,5M pH 8,0 (Greiner Bio-One Brasil, Americana, SP, Brasil), 

de todos os indivíduos incluídos no estudo para extração de DNA genômico. 

 

2.3. Extração de DNA genômico 

A extração de DNA genômico foi realizada a partir de sangue periférico 

utilizando a metodologia de fenol/clorofórmio (Sambrook et al., 1989), lise das células 

com proteinase K (Invitrogen, Calrsbad, CA, EUA) e precipitação do DNA em etanol 

absoluto. 

Os tubos com as amostras de sangue foram centrifugados por 10 minutos a 2500 

rpm para separação do plasma, leucócitos e hemácias. Os leucócitos (camada 

intermediária entre o plasma e as hemácias) foram removidos com pipeta Pasteur (de 

plástico descartável) e transferidos para um tubo de polipropileno de 15 mL. A este tubo 
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foi adicionado tampão RSB 1X (Tris-HCl 5 mM pH 7,6; KCl 15mM; MgCl 10 mM) até 

completar o volume final de 11 mL. Assim, foram adicionados 60 µL de NONIDET – 

P40 (Affymetrix/USB products, Cleveland, OH, EUA) e as amostras foram 

homogeneizadas por 10 minutos, seguido de centrifugação a 2500 rpm por 10 minutos. 

O sobrenadante foi desprezado e o pellet foi ressuspendido em 0,5 mL de tampão RSB 

1X. Para a lise dos eritrócitos, adicionou-se 3 mL de solução A seguida de 

homogeneização. Posteriormente, foram adicionados 80 µL de proteinase K (numa 

concentração final de 100 µL/mL), seguida de incubação por aproximadamente 18 horas 

à 37ºC. Adicionaram-se 3,0 mL de fenol saturado e realizou-se homogeneização por 10 

minutos, e posterior centrifugação a 2500 rpm por 10 minutos. A fase aquosa (porção 

superior da mistura) foi transferida para outro tubo falcon, com pipeta Pasteur 

descartável e a porção inferior foi descartada. Adicionou-se com solução 

fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1, v:v:v) seguindo de homogeneização por 10 

minutos e posterior centrifugação a 2500 rpm por 10 minutos. A porção inferior do tubo 

foi removida e descartada com pipeta Pasteur descartável. Adicionou-se 3,0 mL de 

álcool isoamílico:clorofórmio (24:1, v:v), repetindo a homogeneização por 10 minutos e 

centrifugação a 2500 rpm por 10 minutos. A porção inferior do tubo foi removida por 

completo. Para precipitação do DNA, foram adicionados 6,0 mL de etanol absoluto 

gelado seguido de agitação leve. O DNA foi recuperado com haste de vidro esterilizada e 

ressuspendido em 200 a 250 µL de TE 1X (Tris-HCl 10 mM pH 8,0; EDTA 1 mM pH 

8,0). 
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    Solução A 

      [ ] final 

   RSB ............................... 1X  

   NaCl .......................... 0,4 M  

   SDS ........................... 0,5 %  

   EDTA ....................... 20 mM  

   H2O q.s.p. ............ 500,0 mL 

 

2.4. Quantificação e verificação da integridade do DNA genômico 

A quantificação do DNA extraído foi obtida por leitura de absorbância óptica a 

260 ηm em espectrofotômetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA). 

Água destilada foi utilizada como amostra referência (branco) para calibrar o aparelho e 

1 µL da amostra de DNA foi utilizado para análise.  

 A verificação da integridade do DNA genômico extraído foi realizada por meio 

de eletroforese em gel de agarose 1,0%, com 2,0% de brometo de etídio, em TBE 1X, 

preparado segundo protocolo descrito por Sambrook et al. (1989). 

A amostra foi aplicada no gel juntamente com tampão de corrida (0,25% de azul 

de bromofenol; 50% glicose) na razão de 3:1. As condições de eletroforese variaram 

entre 90 e 110 V. O marcador de peso molecular utilizado foi o DNA ladder de 100 pb 

(Invitrogen Corporation, Calrsbad, CA, EUA), em concentração de 0,15 µg/µL. Após a 

eletroforese, o gel foi visualizado e fotografado em transluminador de luz ultravioleta 

com câmera integrada (Molecular Imaging, L-PIX, Loccus Biotecnologia, São Paulo, 

SP, Brasil). 

 



 

55 
 

2.5. Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 As regiões codificantes e regiões intron-exon dos genes MYOC e CYP1B1 foram 

amplificadas através da reação em cadeia da polimerase. Para todas as regiões de ambos 

os genes, a PCR foi preparada com 40 a 100 ηg de DNA genômico, 20 pmoles dos 

iniciadores direto e reverso, 200 pmoles de cada didesoxinucleotídeo (dNTP), tampão da 

enzima 1X (Tampão 10X: Tris-HCl 200 mM pH 8,4; KCl 500 mM), 0,5 U de Taq DNA 

polimerase (Invitrogen TM Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), dimetilsulfóxido 

(DMSO) 10% (v:v) somente para as regiões 1 e 2 do gene CYP1B1 e a água ultrapura 

para completar o volume final de 25 µL.  

As amostras foram amplificadas em aparelhos termocicladores MasterCycler EP 

Gradient S (Eppendorf, Hamburg, Germany) e Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied 

Biosystem-Applera Corporation, Foster City, CA, EUA). As condições de amplificação 

foram as mesmas para todas as regiões gênicas, exceto para as temperaturas de 

anelamento, especificadas na tabelas II e III: desnaturação inicial a 95 ºC por 5 minutos, 

seguida de 35 ciclos a 95 ºC por 1 minuto, anelamento dos iniciadores em temperaturas 

específicas para cada região por 45 segundos e extensão a 72 ºC por 1 minuto e 30 

segundos, finalizando com extensão adicional a 72 ºC por 7 minutos.  

 

2.5.1. Amplificação dos fragmentos do gene MYOC 

Os DNAs extraídos a partir de amostras de sangue periférico dos pacientes com 

diagnóstico de GPAA-J foram submetidos à reação em cadeia da polimerase (PCR) 

utilizando-se os iniciadores escolhidos com base na sequência do gene MYOC depositada 

no GenBank (ref. MIM *601652). As três regiões codificadoras do gene (exons 1, 2 e 3) 

foram amplificadas e os produtos da reação submetidos à eletroforese em gel de agarose 
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1,5%. Na tabela II estão descritas as sequências dos iniciadores e respectivas 

temperaturas de anelamento utilizadas na PCR. 

 

Tabela II. Iniciadores direto (D) e reverso (R) do gene MYOC utilizados nas reações de PCR e sequenciamento 

direto e suas respectivas temperaturas de anelamento. 

 

Exon Sequência do iniciador (5' - 3') Temperatura de Anelamento (ºC) 

1 1(D) – GGTGCATAAATTGGGATGTTC 61,5 

1 1(R) – TTGTGCTAGCTGTGCAGTCTC 61,5 

2 2(D) – AACATAGTCAATCCTTGGGCC 61,0 

2 2(R) – GAGAGTTCTGTTCCTCTTCTCCTC 61,0 

3 3a(D) – GATTTGTCTCCAGGGCTGTC 65,0 

3 3a(R) – GCTTGGAGGCTTTTCACATC 65,0 

3 3b(D) – TCTGTGGCACCTTGTACACC 61,5 

3 3b(R) – CCACCTTTAACATCCTGCAATC 61,5 

 

2.5.2. Amplificação dos fragmentos do gene CYP1B1 

Os DNAs extraídos dos membros das famílias com GPAA e GPAA-J foram 

submetidos à reação de PCR utilizando os iniciadores escolhidos baseados na sequência 

do gene CYP1B1 depositada no GenBank (ref. MIM *601771) e os produtos da reação 

foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 1,5 %, sendo os alvos dos iniciadores 

as duas regiões codificadoras do gene (exons 2 e 3). Na tabela III estão descritas as 

sequências dos iniciadores e respectivas temperaturas de anelamento utilizadas na PCR. 
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Tabela III. Iniciadores direto (D) e reverso (R) do gene CYP1B1 utilizados nas reações de PCR e sequenciamento 

direto e suas respectivas temperaturas de anelamento. 

 
Exon Sequência do iniciadores (5' - 3') Temperatura de Anelamento (ºC) 

2 2a(D) – TCTCCAGAGAGTCAGCTCCG 61,0 

2 2a(R) – GGGTCGTCGTGGCTGTAG 61,0 

2 2b(D) – ATGGCTTTCGGCCACTACT 58,0 

2 2b(R) – GATCTTGGTTTTGAGGGGTG 58,0 

3 3(D) – TCCCAGAAATATTAATTTAGTCACTG 61,0 

3 3(R) – TATGGAGCACACCTCACCTG 61,0 

 

2.6. Reação de sequenciamento  

 Os produtos das PCRs de ambos os genes estudados foram purificados utilizando 

ExoSAP-IT® (Affymetrix, USB Products, EUA), de acordo com recomendações do 

fabricante. Após a purificação as amostras foram quantificadas em espectrofotômetro 

para, então, serem sequenciadas. 

As reações de sequenciamento foram realizadas com os mesmos iniciadores das 

PCRs, segundo o método de Sanger et al. (1975), utilizando o kit ABI PRISM Big Dye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystem-Applera Corporation, Foster 

City, CA, EUA). 

 

Reagentes para a reação de sequenciamento  

Produto da PCR purificado ............................................ 40 - 80 ηg 

Tampão Big Dye 5x (fornecido pelo fabricante) .................... 2 µl  

Big Dye (fornecido pelo fabricante) ....................................... 2 µl  

Iniciador direto ou reverso (5 pmol/�l) .................................. 1 µl  

H2O ultra-pura ............................................................. q.s.p. 10 µl 
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Ciclo geral da reação de sequenciamento 

 96 °C – 1 minuto 

 96 °C – 10 segundos      

 57 °C – 5 segundos           30 ciclos  

 60°C – 4 minutos 

  

Após a reação de sequenciamento as amostras foram precipitadas com 80 �l de 

etanol 80% e centrifugadas a 4000 rpm por 45 minutos. O sobrenadante foi descartado, 

seguido da adição de 150 �l de etanol 70%. Uma nova centrifugação foi realizada com as 

amostras, desta vez por 10 minutos a 4000 rpm. Para finalizar, o sobrenadante foi 

descartado e as amostras foram secadas em termociclador por 3 minutos a 64 ºC e 

armazenadas a -20 ºC. O produto da reação de sequenciamento purificado foi 

ressuspendido em 10 �l de Formamida Hi-Di (Applied Biosystem-Applera Corporation, 

Foster City, CA, EUA), sendo em seguida vigorosamente agitado e posteriormente 

desnaturado a 94 ºC por 5 minutos. As leituras das sequências de bases nitrogenadas dos 

fragmentos foram realizadas em sequenciador automático ABI PRISM 3700 ou ABI 

PRISM 3130 DNA Analyzers (Applied Biosystem-Applera Corporation, Foster City, CA, 

EUA). 

As sequências obtidas foram analisadas com o auxílio do programa FinchTV 

(Geospiza) e comparadas com as sequências normais dos genes (NM_000261.1 para o 

gene MYOC e NM_000104.3 para o gene CYP1B1) por meio do BLAST no servidor 

NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov).  
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2.7. Correlação genótipo/fenótipo – Gene MYOC 

 Nas famílias com GPAA e GPAA-J, foi associado o genótipo, quanto à existência 

ou não de mutação no gene MYOC, com o fenótipo clínico apresentado pelos pacientes. 

Há a possibilidade da ocorrência de duas situações. Na primeira, alguns pacientes podem 

apresentar uma correlação positiva entre genótipo e fenótipo, ou seja, uma penetrância 

completa, na qual todos os indivíduos que apresentam a mutação no gene MYOC 

desenvolvem a doença a partir de determinada idade e apresentam características clínicas 

semelhantes, e aqueles que não são portadores da mutação, não desenvolvem a doença. 

Em uma segunda situação, alguns indivíduos podem apresentar uma penetrância 

incompleta, situação na qual os pacientes portadores da mutação no gene MYOC não 

obrigatoriamente desenvolvem a doença ou a desenvolvem em faixas etárias distintas, 

podendo apresentar sintomas diferentes entre os indivíduos glaucomatosos de uma 

mesma família. Neste último caso, será avaliada a possível ação moduladora do gene 

CYP1B1 sobre o gene MYOC, por meio da correlação genótipo/fenótipo do gene 

CYP1B1 nos pacientes com glaucoma.  

 

2.8. Correlação genótipo/fenótipo – Gene CYP1B1 

 Após sequenciamento do gene CYP1B1, os indivíduos foram submetidos à 

análise de correlação entre o genótipo, ou seja, presença ou não da mutação neste gene, 

com o fenótipo, sendo consideradas as características clínicas relacionadas ao glaucoma, 

conforme citado anteriormente para o gene MYOC. Assim, nas famílias cuja penetrância 

do gene MYOC se mostrou incompleta para a doença e foram observadas alterações no 

gene CYP1B1, foi verificado o possível envolvimento do gene CYP1B1 na modulação do 

fenótipo da doença, por meio da correlação genótipo/fenótipo. 
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 2.9. Estudo in silico 

 Para verificar quão conservada é a região protéica onde foi detectada uma 

mutação que consiste na inserção de dois aminoácidos, a sequência da miocilina humana 

normal foi comparada com proteínas correspondentes de alguns mamíferos (Bairoch et 

al., 2005), sendo: camundongo, rato, cachorro, boi, ovelha e porco, utilizando o 

programa de alinhamento múltiplo de sequências ClustalW (http://align.genome.jp/, 

acesso livre) (Thompson et al., 1994). 

 Para a avaliação estrutural da alteração, foi realizada modelagem molecular da 

miocilina humana normal e mutada a partir da estrutura 3D resolvida de DDAH 

(dimetilamino-hidrolase dimetilarginina) de Pseudomonas aeruginosa (PDB-ID 1H70) 

(Murray-Rust et al., 2001), através do software MODELLER 8v2® 

(http://salilab.org/modeller/, acesso livre) (Sali & Blundell, 1993). Foram construídos 

modelos, que foram avaliados pelos métodos computacionais Procheck® (Laskowski et 

al., 1993) e gráfico Ramachandran® (Branden & Tooze, 1999), onde cada modelo foi 

comparado com a estrutura de referência e o melhor modelo foi selecionado para a 

análise. A visualização e a análise de contatos internos das estruturas foram realizadas 

através da interface gráfica gerada pelo programa de acesso livre STING Millennium 

(suíte BlueStar STING, www.cnptia.embrapa.br) (Neshich et al., 2003).  

 

2.10. Análise dos resultados 

Foi avaliada a associação da presença da mutação com a presença da doença, 

através do teste exato de Fisher. Também foi avaliado o genótipo, tanto com relação a 

variantes no gene MYOC quanto no gene CYP1B1, em relação aos seguintes aspectos 

clínicos (correlação genótipo/fenótipo): realização ou não de cirurgias, pressão 



 

61 
 

intraocular máxima e relação escavação/disco. Para esta análise, utilizamos o teste T de 

Student não pareado. Foram considerados estatisticamente significantes valores de P 

inferiores a 0,05. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

1. Análises de mutações no gene MYOC 

Foram avaliadas quatro famílias com GPAA e GPAA-J, com fenótipo misto entre 

uma doença e outra, considerando-se a idade de instalação da doença dos membros das 

famílias; com exceção da família IV, na qual todos os afetados apresentam GPAA-J, pois 

a idade de instalação da doença é inferior a 35 anos de idade. Com a observação dos 

heredogramas destas famílias (figuras 3, 4, 5, 6), é possível notar que elas apresentam 

segregação autossômica dominante, apesar do GPAA ser reportado, em geral, como uma 

doença complexa.  

Em três dessas famílias, houve recorrência da mutação C433R, já descrita na 

população brasileira, que leva à troca de bases T>C na posição 1297, acarretando na 

mudança do aminoácido cisteína para uma arginina (Vasconcellos et al., 2000). Esta 

mutação foi associada a PIOs elevadas e necessidade frequente de procedimento 

cirúrgico para controle da doença (Vasconcellos et al., 2003). Na quarta família 

pertencente ao estudo, uma nova mutação (Figura 7), segregando com a doença em 

quatro indivíduos (II-3, III-1, IV-1 e IV-4) de três gerações e ausente em 60 indivíduos 

controle analisados, foi observada no exon 3 do gene MYOC. Trata-se de uma inserção 

de seis pares de bases (CCCAGA) entre as bases 1187 e 1188 

(c.1187_1188insCCCAGA).  
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Figura 9. Gráfico de contatos internos da miocilina gerado pelo programa STING Millennium. A. Sequência 

normal: o resíduo D395 interage com o S393 por ligação de hidrogênio na cadeia principal. E396 interage com 

diferentes aminoácidos: T394 e S393 por ligação de hidrogênio na cadeia principal; E96 por interação repulsiva; 

K398 e R38 por interação atrativa; N41 por ligação de hidrogênio na cadeia lateral e ligação hidrofóbica.  B. 

Sequência mutante: foram observadas alterações de contato relevantes em D395 e E398. A inserção de D396 e 

P397 permitiu que D395 e E398 criassem muitos contatos internos, sugerindo que estas mudanças podem 

também causar relevantes mudanças estruturais na proteína. C. Resíduos inseridos: a inserção dos resíduos 

D396 e P397 leva à criação de novos contatos internos na proteína em uma região bastante conservada. D396 

estabelece duas fortes interações com A399 e Y392. O resíduo hidrofóbico P397 estabelece interações 

hidrofóbicas com T394, S393, T50 e D395.  

 

Nos 51 casos de GPAA-J, foram encontrados polimorfismos e mutações já 

anteriormente descritos na literatura, e suas frequências alélicas estão apresentadas nas 
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tabelas IV e V. O polimorfismo P13P foi observado em heterozigose em um indivíduo. 

Este polimorfismo, já descrito anteriormente em outras populações, sendo encontrado em 

frequências similares entre casos e controles (Fingert et al., 1999), leva à troca de bases 

T>G na posição 39, não havendo mudança de aminoácido. Outro polimorfismo, uma 

troca nucleotídica na posição 227 (G>A), que leva à troca de uma arginina por uma lisina 

no resíduo 76 (R76K), foi observado em heterozigose em quatro indivíduos. Este 

polimorfismo, apesar de levar à troca de aminoácidos, foi reportado como neutro em 

diversas populações (Stoilova et al., 1998; Willoughby et al., 2004; Krawczynski et al., 

2004; Weisschuh et al., 2005; Bayat et al., 2008). Em apenas um dos indivíduos foi 

detectado o polimorfismo neutro G122G, em heterozigose, resultante da troca de base C 

para T na posição 366 (Wiggs et al., 1998), já identificado em indivíduos glaucomatosos 

em outras populações também em baixa frequência (Alward et al., 1998; Kanagavalli et 

al., 2003). Além destes polimorfismos, cinco mutações relacionadas ao desenvolvimento 

do glaucoma foram encontradas nestes indivíduos, sendo três delas já descritas 

anteriormente e duas ainda não reportadas. Uma delas, a mutação C433R, descrita na 

população brasileira por Vasconcellos e colaboradores, em 2000, e associada a altas PIOs 

e necessidade frequente de intervenção cirúrgica para controle da doença, apresentou 

grande frequência nesta coorte, corroborando com a hipótese de ser a mutação mais 

frequente na população brasileira (Povoa et al., 2003; Vasconcellos, 2001). A outra 

mutação, Q368X, associada a fenótipos menos graves da doença, com PIOs não muito 

elevadas (média aproximada de 30 mmHg) e idade de instalação da doença por volta da 

quinta e sexta décadas de vida (Wiggs et al., 1998; Shimizu et al, 2000) e considerada a 

mais frequente em muitas populações (Fingert et al., 1999), foi detectada em somente 

dois indivíduos. A terceira mutação identificada foi a P370L, já descrita anteriormente 
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(Stoilova et al., 1998) e associada a valores de PIO elevados (acima de 40 mmHg) e 

idade média de instalação da doença entre a primeira e segunda décadas de vida (Wiggs 

et al., 1998; Shimizu et al., 2000; Melki et al., 2003; Puska et al., 2005; Hewitt et al., 

2007). As duas mutações ainda não reportadas, I345V (figura 10) e 

c.1187_1188insCCCAGA, foram encontradas em heterozigose no mesmo indivíduo. A 

mutação c.1187_1188insCCCAGA foi também encontrada na família IV deste estudo, 

segregando com o GPAA-J em quatro indivíduos de três gerações. Ambas as mutações 

não foram encontradas em 60 indivíduos controle. 

 

 

Figura 10. Eletroferograma do terceiro exon do gene MYOC, no qual é possível observar a mutação I345V 

identificada em heterozigose em indivíduo com GPAA-J. A seta indica o local da mutação, que leva à troca 

de bases A>G, acarretando na mudança do aminoácido isoleucina por uma valina (A). Indivíduo não 

portador da mutação I345V (B). 
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Tabela IV. Frequência alélica dos polimorfismos encontrados no gene MYOC nos casos não relacionados 

de GPAA-J. 

 Polimorfismo Alelo Frequência 

P13P 
T 98,04% 

G 1,96% 

R76K 
G 86,27% 

A 13,73% 

G122G 
C 98,04% 

T 1,96% 

 

Tabela V. Frequência alélica das mutações encontradas no gene MYOC nos casos não relacionados de 

GPAA-J. 

Mutação Troca 
nucleotídica 

Frequência 

I345V T>C 1 (1,96%) 

c.1187_1188insCCCAGA - 1 (1,96%) 

Q368X C>T 2 (3,92%) 

P370L C>T 1 (1,96%) 

C433R T>C 12 (23,53%) 

 

 

2. Correlação genótipo/fenótipo – Gene MYOC 

A tabela VI mostra a penetrância com relação à mutação no gene MYOC nos 

indivíduos das quatro famílias estudadas, dividida por faixa de idade. Nesta tabela é 

possível verificar a instalação precoce da doença na família I, ao observarmos a 

penetrância de 40% em menores de 20 anos (indivíduos com 18 e 19 anos). Esta 

penetrância aumenta para 80% na faixa entre 20 e 40 anos e diminui para 66,67% após os 

40 anos de idade, visto que há dois indivíduos com idade avançada (58 e 73 anos), mas 

que ainda não manifestaram a doença. 
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De acordo com as análises mostradas na tabela VII, o p-valor de 0,002 

(significativo), mostra a correlação positiva entre a presença da mutação C433R no gene 

MYOC e o desenvolvimento do glaucoma em membros da família I. Podemos observar 

que existem seis membros desta família com a mutação, mas que não apresentam a 

doença. Alguns destes indivíduos podem não ter manifestado a doença devido à idade, 

podendo manifestá-la futuramente, pois apresentam idades de 10, 11, 15 e 26 (indivíduos 

IV-18, IV-11, IV-20, IV-28, respectivamente). A idade de instalação da doença nesta 

família está entre 19 e 53 anos, com média de 36 anos de idade (tabela VIII). Assim, 

torna-se intrigante o fato de dois indivíduos desta família, com 58 e 73 anos (indivíduos 

III-19 e II-9, respectivamente) e portadores da mutação, ainda não terem desenvolvido a 

doença. Além disso, há três indivíduos com a doença, mas que não são portadores da 

mutação C433R (indivíduos III-8, III-9 e IV-25). Dois deles são irmãos. Por se tratar de 

uma família grande, com contribuições genéticas provenientes de diversas origens, há a 

possibilidade de haver outros genes, não investigados neste trabalho, envolvidos na 

etiologia da doença nesta família.  

Na tabela IX está descrita a associação entre a presença ou ausência da mutação e 

os parâmetros clínicos de PIO e relação escavação/disco, analisados em ambos os olhos 

separadamente, pois, apesar do GPAA acometer, na grande maioria dos casos, os dois 

olhos, ele costuma manifestar-se assimetricamente, originando fenótipos de gravidade 

distintos em cada olho. Nesta tabela estão os resultados das análises da família I, na qual 

todas as associações se mostraram significantes. As médias de PIO máxima e relação 

escavação/disco de ambos os olhos mostraram-se discrepantes entre os grupos com e sem 

a mutação. 
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Tabela VI. Penetrância da mutação no gene MYOC (C433R nas famílias I, II e III e 

c.1187_1188insCCCAGA na família IV) nos indivíduos das quatro famílias com GPAA estudadas. 

 

Família 
Faixa etária 

(anos) 
Mutação no gene MYOC/ 

Afetados 
Mutação no gene MYOC/ 

Não afetados 

I 

< 20  40% (2/5) 60% (3/5) 

20-40 80% (4/5) 20% (1/5) 

> 40 66,67% (4/6) 33,33% (2/6) 

II 

< 20  0% (0/2) 100% (2/2) 

20-40 62,5% (5/8) 37,5% (3/8) 

> 40 50% (1/2) 50% (1/2) 

III 

< 20  33,33% (1/3) 66,67% (2/3) 

20-40 100% (4/4) 0% (0/4) 

> 40 100% (4/4) 0% (0/4) 

IV 

< 20  0% (0/1) 100% (1/1) 

20-40 100% (4/4) 0% (0/4) 

> 40 - - 

 

 

 

Tabela VII. Associação entre o desenvolvimento do GPAA com a presença da mutação C433R no gene 

MYOC, em membros da família I. 

 

Mutação 
Diagnóstico   

GPAA Normal Total 

Presente 10 (26%) 6 (15%) 16 (41%) 

Ausente 3 (8%) 20 (51%) 23 (59%) 

Total 13 (34%) 26 (66%) 39 (100%) 

 
p-valor = 0,002 
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Tabela VIII. Dados clínicos dos membros da família I de acordo com a presença/ausência da mutação 

C433R no gene MYOC. 

ID GPAA C433R Sexo Idade Idade 
Diag. 

Trat. 
Cir./N° 

Trat. 
Clín./N° 

Máx. 
PIO OD 

Máx. 
PIO OE 

RED 
OD 

RED 
OE 

II-2 + + M 78 48 +/2 +/1 ND 10 1 0,8 

II-6 + + F 61 38 +/1 +/1 22 22 1 1 

II-9 - + F 73   - - 19 20 0,2 0,2 

III-4 + + F 38 38 - - 26 22 0,1 0,1 

III-6 - - F 48   - - 12 12 0,1 0,1 

III-8 + - F 37 37 - - 19 22 0,1 0,1 

III-9 + - M 41 41 - - 24 26 0,2 0,2 

III-11 - - M 61   - - 20 20 0,2 0,2 

III-12 + + M 54 53 - +/2 25 26 0,2 0,2 

III-16 - - F 42   - - 16 18 0,1 0,1 

III-19 - + F 58   - - 18 18 0,2 0,2 

III-20 + + M 44 43 - - 40 40 0,2 0,2 

III-25 - - F 36   - - 17 18 0,1 0,1 

III-27 + + F 49 29 +/2 +/2 24 14 0,6 0,2 

III-30 + + F 50 32 +/3 +/2 54 55 1 1 

IV-1 - - F 26   - - 16 17 0,3 0,2 

IV-2 - - F 23   - - 16 16 0,2 0,2 

IV-3 - - M 12   - - 14 15 0,1 0,1 

IV-4 - - M 14   - - 14 14 0,1 0,1 

IV-5 - - M 20   - - 16 16 0,1 0,1 

IV-6 - - F 6   - - 12 12 0,1 0,1 

IV-7 - - M 12   - - 14 12 0,1 0,1 

IV-8 - - M 12   - - 15 16 0,1 0,1 

IV-9 - - F 6   - - 18 18 0,1 0,1 

IV-10 - - M 12   - - 15 16 0,1 0,1 

IV-11 - + M 11   - - 17 17 0,1 0,1 

IV-12 - - F 16   - - 15 15 0,1 0,2 

IV-13 - - F 36   - - 11 12 0,2 0,2 

IV-16 + + F 48 48 - - 20 21 0,3 0,2 

IV-18 - + F 10   - - 20 19 0,2 0,2 

IV-20 - + M 15   - - 17 17 0,1 0,1 

IV-21 - - F 23   - - 16 16 0,1 0,1 

IV-22 - - M 21   - - 16 16 0,2 0,2 

IV-23 - - M 11   - - 18 17 0,1 0,1 

IV-25 + - M 25 25 - - 25 25 0,2 0,2 

IV-26 + + F 28 22 - +/2 24 24 0,3 0,3 

IV-27 - - F 21   - - 17 18 0,1 0,2 

IV-28 - + M 26   - - 19 18 0,1 0,2 

V-2 + + M 19 19 - - 26 24 0,2 0,1 

ID = Identificação do indivíduo (de acordo com o heredograma) 
+ = Presente 
- = Ausente 
M = Masculino 
F = Feminino 
Idade Diag. = Idade de diagnóstico da doença 
Trat. Cir./N° = Presença ou ausência de tratamento cirúrgico/número de tratamentos cirúrgicos 
Trat. Clín./N° = Presença ou ausência de tratamento clínico/número de tratamentos clínicos 
Máx. PIO OD/OE = Máxima pressão intra-ocular no olho direto (OD) e no olho esquerdo (OE) 
RED OD/OE = Relação escavação/disco no olho direito (OD) e no olho esquerdo (OE)  

 ND = Não determinado 
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Tabela IX. Comparação entre os parâmetros clínicos de PIO máxima e fundoscopia (relação 

escavação/disco) em ambos os olhos de acordo com a presença ou ausência da mutação C433R no gene 

MYOC, em membros da família I. 

 

  Mutação N Média Erro Padrão da Média p-valor 

MáxPIOod Ausente 23 16,348 0,702 
0,0006 

  Presente 15 24,733 2,561 

MáxPIOoe Ausente 23 16,826 0,777 
0,0157 

  Presente 16 22,938 2,682 

RED OD Ausente 23 0,135 0,012 
0,0030 

  Presente 16 0,363 0,085 

RED OE Ausente 23 0,139 0,010 
0,0098 

  Presente 16 0,319 0,078 

MáxPIOod/oe = Máxima pressão intraocular do olho direito (od) e no olho esquerdo (oe) 
RED OD/OE = Relação escavação/disco do olho direito (OD) e do olho esquerdo (OE) 
 

É possível observar na tabela VI, que membros da família II só começam a 

manifestar a doença na faixa etária entre 20 e 40 anos, com penetrância de 62,5%. A 

idade de diagnóstico destes pacientes é de 26, 32, 35, 38 e 40 anos (indivíduos II-12, II-

11, II-8, II-7, II-5, respectivamente). Há somente dois membros da família com mais de 

40 anos portadores da mutação (indivíduos II-3 e II-10). Contudo, um deles, com 41 anos 

de idade, ainda não manifestou a doença (indivíduo II-10). 

Na tabela X, podemos ver que o p-valor maior que 0,05 indica a não associação 

da mutação com o desenvolvimento da doença na família II. Contudo, este resultado deve 

ser interpretado com cautela, pois há seis indivíduos com a mutação e com a doença e 

seis com a mutação e normais. Os indivíduos normais têm idades de 9, 16, dois com 26, 

28 e 41 anos (indivíduos III-7, III-2, III-5, III-4, III-3 e II-10, respectivamente). Nesta 

família, a idade de diagnóstico varia entre 26 e 43 anos com média de 36 anos de idade 

(tabela XI). Deste modo, estas pessoas, (com menor probabilidade, o indivíduo com 41 

anos) podem não ter desenvolvido a doença devido à idade, podendo apresentar fenótipo 

glaucomatoso daqui a alguns anos. Este fato também pode justificar a não correlação 



 

74 
 

entre a PIO máxima e a relação escavação/disco com a mutação C433R nesta família 

(tabela XII). 

 

Tabela X. Associação entre o desenvolvimento do GPAA com a presença da mutação C433R no gene 

MYOC, em membros da família II. 

 

Mutação 
Diagnóstico   

GPAA Normal Total 

Presente 6 (35%) 6 (35%) 12 (70%) 

Ausente 1 (6%) 4 (24%) 5 (30%) 

Total 7 (41%) 10 (59%) 17 (100%) 

p-valor = 0,3382 

 

Tabela XI. Dados clínicos dos membros da família II de acordo com a presença/ausência da mutação 

C433R no gene MYOC. 

ID GPAA C433R Sexo Idade Idade 
Diag. 

Trat. 
Cir./N° 

Trat. 
Clín./N° 

Máx. 
PIO OD 

Máx. 
PIO OE 

RED 
OD 

RED 
OE 

II-2 + - M 51 43 +/2 +/1 10 11 0,7 0,8 

II-3 + + M 49 41 +/2 +/2 11 14 0,8 0,7 

II-5 + + F 48 40 - +/3 14 15 0,7 0,65 

II-7 + + F 46 38 - +/1 14 13 0,75 0,75 

II-8 + + M 43 35 +/2 +/1 16 14 0,8 0,7 

II-10 - + F 41   - +/1 18 16 0,6 0,4 

II-11 + + M 39 32 - +/2 19 20 0,5 0,6 

II-12 + + M 34 26 - +/3 28 27 0,55 0,55 

II-13 - - M 38   - +/1 11 12 0,2 0,3 

II-14 - - M 28   - - 15 15 0,3 0,3 

III-1 - - F 12   - - 14 18 0,2 0,4 

III-2 - + M 16   - - 16 14 0,2 0,2 

III-3 - + F 28   - - 20 18 0,4 0,45 

III-4 - + F 26   - - 10 10 0,2 0,2 

III-5 - + M 26   - - 14 14 0,4 0,5 

III-6 - - M 13   - - 15 14 0,4 0,5 

III-7 - + F 9   - - 16 15 0,4 0,2 

ID = Identificação do indivíduo (de acordo com o heredograma) 
+ = Presente 
- = Ausente 
M = Masculino 
F = Feminino 
Idade Diag. = Idade de diagnóstico da doença 
Trat. Cir./N° = Presença ou ausência de tratamento cirúrgico/número de tratamentos cirúrgicos 
Trat. Clín./N° = Presença ou ausência de tratamento clínico/número de tratamentos clínicos 
Máx. PIO OD/OE = Máxima pressão intra-ocular no olho direto (OD) e no olho esquerdo (OE) 
RED OD/OE = Relação escavação/disco no olho direito (OD) e no olho esquerdo (OE)  
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Tabela XII. Comparação entre os parâmetros clínicos de PIO máxima e fundoscopia (relação 

escavação/disco) em ambos os olhos de acordo com a presença ou ausência da mutação C433R no gene 

MYOC em membros da família II. 

 
  Mutação N Média Erro Padrão da Média p-valor 

MáxPIOod 
Ausente 5 13,000 1,049 

0,1582 
Presente 12 16,333 1,361 

MáxPIOoe 
Ausente 5 14,000 1,225 

0,3966 
Presente 12 15,833 1,242 

RED OD 
Ausente 5 0,360 0,093 

0,1630 
Presente 12 0,525 0,061 

RED OE 
Ausente 5 0,460 0,093 

0,7758 
Presente 12 0,492 0,059 

MáxPIOod/oe = Máxima pressão intraocular do olho direito (od) e no olho esquerdo (oe) 
RED OD/OE = Relação escavação/disco do olho direito (OD) e do olho esquerdo (OE) 
 

De acordo com a tabela VI, podemos verificar que apenas um membro da família 

III foi diagnosticado com GPAA-J antes dos 20 anos. Este diagnóstico foi feito aos 12 

anos de idade neste indivíduo. Entre os 20 e 40 anos e após os 40 anos, todos os 

indivíduos portadores da mutação apresentam glaucoma, com menor idade de instalação 

da doença de 25 anos. Assim, nesta família a penetrância se mostrou completa após os 25 

anos de idade. 

A alta associação entre a mutação e o desenvolvimento do GPAA (p-valor 

<0,0001) na família III está apresentada na tabela XIII. Nesta família, dentre os 12 

indivíduos portadores da mutação, apenas dois não apresentam a doença, cujas idades são 

de 8 e 17 anos (indivíduos V-13 e V-7, respectivamente. A idade de diagnóstico nesta 

família está entre os 12 e 52 anos, com média de 35 anos de idade (tabela XIV). 

Entretanto, apenas um dos membros desta família, foi diagnosticado com menos de vinte 

anos (indivíduo III-5), como já dito anteriormente. Assim, estes indivíduos normais e 

portadores da mutação no gene MYOC, podem não ter atingido idade suficiente para 

manifestação da doença. 
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A tabela XV mostra a associação significante entre a mutação e os parâmetros 

clínicos na família III. Podemos observar a grande diferença nos valores de PIO máxima 

e relação escavação/disco entre os grupos com e sem a mutação, resultando em p-valores 

bem baixos. 

 

Tabela XIII. Associação entre o desenvolvimento do GPAA com a presença da mutação C433R no gene 

MYOC, em membros da família III. 

 

Mutação 
Diagnóstico   

GPAA Normal Total 

Presente 10 (26%) 2 (5%) 12 (31%) 

Ausente 0 (0%) 27 (69%) 27 (69%) 

Total 10 (26%) 29 (74%) 39 (100%) 

p-valor = <0,0001 
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Tabela XIV. Dados clínicos dos membros da família III de acordo com a presença/ausência da mutação 

C433R no gene MYOC. 

ID GPAA C433R Sexo Idade Idade 
Diag. 

Trat. 
Cir./N° 

Trat. 
Clín./N° 

Máx. 
PIO OD 

Máx. 
PIO OE 

RED 
OD 

RED 
OE 

III-3 + + M 62 52 - +/3 24 24 0,7 0,7 

III-5 + + F 60 12 +/5 +/3 45 42 1 1 

III-9 + + M 54 38 - +/2 32 34 1 1 

III-10 - - M 58   - - 14 14 0,2 0,2 

III-12 - - F 50   - - 13 13 0,1 0,1 

III-17 + + M 49 49 +/1 - 57 57 1 1 

III-19 - - F 52   - - 13 13 0,1 0,1 

III-20 + + F 48   - +/1 21 22 0,2 0,3 

III-21 - - M 59   - - 20 20 0,2 0,2 

III-22 + + M 41 41 - +/1 24 22 0,7 0,7 

III-23 - - M 61   - - 14 14 0,3 0,2 

IV-2 - - F 31   - - 14 15 0,1 0,1 

IV-6 + + F 38 38 - +/1 15 25 1 1 

IV-8 + + F 41   - - 18 18 0,4 0,5 

IV-10 - - M 33   - - 16 16 0,1 0,1 

IV-12 - - F 28   - - 15 13 0,5 0,5 

IV-13 - - F 35   - - 15 16 0,2 0,2 

IV-14 - - F 27   - - 15 16 0,2 0,1 

IV-15 - - F 40   - - 12 12 0,4 0,4 

IV-17 + + M 30 25 +/2 - 35 38 0,8 1 

IV-19 + + F 28 28 - +/1 15 14 0,3 0,3 

IV-21 - - F 18   - - 17 15 0,3 0,3 

IV-22 - - F 8   - - 12 12 0,2 0,2 

IV-23 - - M 4   - - 14 14 0,1 0,1 

IV-24 - - F 25   - - 18 18 0,1 0,1 

IV-25 - - M 30   - - 14 16 0,4 0,4 

IV-26 - - F 26   - - 16 15 0,1 0,1 

IV-27 - - M 19   - - 14 14 0,2 0,2 

V-1 - - F 9   - - 14 14 0,1 0,1 

V-2 - - F 15   - - 16 16 0,1 0,1 

V-3 - - F 10   - - 20 20 0,2 0,2 

V-4 - - F 19   - - 15 15 0,2 0,2 

V-5 - - F 16   - - 16 17 0,1 0,1 

V-6 - - M 12   - - 16 16 0,3 0,3 

V-7 - + M 17   - - 15 15 0,2 0,4 

V-9 - - F 9   - - 15 15 0,2 0,2 

V-12 - - M 20   - - 14 13 0,3 0,3 

V-13 - + F 8   - - 16 16 0,1 0,2 

V-14 - - F 6   - - 12 13 0,1 0,1 

ID = Identificação do indivíduo (de acordo com o heredograma) 
+ = Presente 
- = Ausente 
M = Masculino 
F = Feminino 
Idade Diag. = Idade de diagnóstico da doença 
Trat. Cir./N° = Presença ou ausência de tratamento cirúrgico/número de tratamentos cirúrgicos 
Trat. Clín./N° = Presença ou ausência de tratamento clínico/número de tratamentos clínicos 
Máx. PIO OD/OE = Máxima pressão intra-ocular no olho direto (OD) e no olho esquerdo (OE) 
RED OD/OE = Relação escavação/disco no olho direito (OD) e no olho esquerdo (OE)  
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Tabela XV. Comparação entre os parâmetros clínicos de PIO máxima e fundoscopia (relação 

escavação/disco) em ambos os olhos de acordo com a presença ou ausência da mutação C433R no gene 

MYOC em membros da família III. 

 
  Mutação N Média Erro Padrão da Média p-valor 

MáxPIOod 
Ausente 27 14,963 0,398 

<0,0001 
Presente 12 26,417 3,889 

MáxPIOoe 
Ausente 27 15,000 0,399 

<0,0001 
Presente 12 27,250 3,766 

RED OD 
Ausente 27 0,200 0,021 

<0,0001 
Presente 12 0,617 0,103 

RED OE 
Ausente 27 0,193 0,021 

<0,0001 
Presente 12 0,675 0,093 

MáxPIOod/oe = Máxima pressão intraocular do olho direito (od) e no olho esquerdo (oe) 
RED OD/OE = Relação escavação/disco do olho direito (OD) e do olho esquerdo (OE) 
 

Nestas três famílias, podemos observar fenótipos bastante variados, sendo que nas 

famílias I e II, há indivíduos mostrando instalação precoce da doença, mas penetrância 

incompleta mesmo após os 40 anos de idade. Além disso, a idade de instalação da doença 

nas três famílias é bastante variável. Estas observações sugerem a participação de outros 

genes e a modulação do ambiente na instalação do glaucoma, reforçando a avaliação do 

gene CYP1B1 como modulador do fenótipo do glaucoma.  

Na família IV, a mutação c.1187_1188insCCCAGA segrega com a doença em 

quatro indivíduos de três gerações (indivíduos II-3, III-3, IV-1 e IV-4), estando presente 

também no indivíduo da quinta geração da família que, muito provavelmente devido à 

idade (6 anos), não apresenta glaucoma. Assim, nesta família, foi constatada penetrância 

completa a partir dos 20 anos de idade (tabela VI). 

Na tabela XVI, podemos verificar a não associação da mutação 

c.1187_1188insCCCAGA  com a doença (p-valor = 0,1429). Entretanto, este dado pode 

não significar realmente a não associação desta mutação com o desenvolvimento do 

glaucoma na família IV, já que o teste estatístico pode ter sido prejudicado pelo baixo 
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número de indivíduos analisados (somente sete). Nesta tabela podemos ver que todos os 

indivíduos que apresentam a mutação, apresentam a doença, exceto por um indivíduo 

que, muito provavelmente, devido à sua idade (6 anos), não possui fenótipo 

glaucomatoso. Além disso, nesta família não há indivíduos glaucomatosos que não sejam 

portadores da mutação no gene MYOC e os dois indivíduos que não apresentam a 

mutação não apresentam a doença.  

Na associação entre a mutação e os dados clínicos PIO máxima e relação 

escavação/disco, somente a primeira apresentou associação significante (tabela XVIII). 

Apesar da associação não significante da mutação com a relação escavação/disco, dentre 

os cinco indivíduos com a mutação, dois são cegos, ou seja, apresentam relação 

escavação/disco igual a 1 e outro apresenta escavação de 0,9 no olho direto e 0,7 no olho 

esquerdo e, portanto, comprometimento grave da função visual. Já os indivíduos sem a 

mutação apresentam escavação de 0,2 em ambos os olhos (tabela XVII). 

 
Tabela XVI. Associação entre o desenvolvimento do GPAA com a presença da mutação 

c.1187_1188insCCCAGA  no gene MYOC, em membros da família IV. 

 

Mutação 
Diagnóstico   

GPAA Normal Total 

Presente 4 (57%) 1(14%) 5 (81%) 

Ausente 0 (0%) 2 (19%) 2 (19%) 

Total 4 (57%) 3 (33%) 7 (100%) 

p-valor = 0,1429 
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Tabela XVII. Dados clínicos dos membros da família IV de acordo com a presença/ausência da mutação 

c.1187_1188insCCCAGA no gene MYOC. 

ID GPAA c.1187_1188insCCCAGA Sexo Idade Idade 
Diag. 

Trat. 
Cir./N° 

Trat. 
Clín./N° 

Máx. 
PIO OD 

Máx. 
PIO OE 

RED 
OD 

RED 
OE 

II-3 + + M 77 30 +/2 +/1 34 34 1 1 

III-1 + + M 48 29 +/3 +/2 35 35 1 1 

IV-1 + + F 23 20 - +/3 34 32 0,9 0,7 

IV-2 - - F 21   - - 14 14 0,2 0,2 

IV-3 - - F 12   - - 16 15 0,2 0,2 

IV-4 + + M 27 22 - +/2 26 25 0,2 0,2 

V-1 - + M 6   - - ND ND 0,3 0,3 

ID = Identificação do indivíduo (de acordo com o heredograma) 
+ = Presente 
- = Ausente 
M = Masculino 
F = Feminino 
Idade Diag. = Idade de diagnóstico da doença 
Trat. Cir./N° = Presença ou ausência de tratamento cirúrgico/número de tratamentos cirúrgicos 
Trat. Clín./N° = Presença ou ausência de tratamento clínico/número de tratamentos clínicos 
Máx. PIO OD/OE = Máxima pressão intra-ocular no olho direto (OD) e no olho esquerdo (OE) 
RED OD/OE = Relação escavação/disco no olho direito (OD) e no olho esquerdo (OE)  
ND = Não determinado 

 
 
Tabela XVIII. Comparação entre os parâmetros clínicos de PIO máxima e fundoscopia (relação 

escavação/disco) em ambos os olhos de acordo com a presença ou ausência da mutação 

c.1187_1188insCCCAGA   no gene MYOC em membros da família IV. 

 

  Mutação N Média Erro Padrão da Média p-valor 

MáxPIOod 
Ausente 2 15,000 1,000 

0,0058 
Presente 4 32,250 2,097 

MáxPIOoe 
Ausente 2 14,500 0,500 

0,0075 
Presente 4 31,500 2,255 

RED OD 
Ausente 2 0,200 0,000 

0,1665 
Presente 5 0,680 0,177 

RED OE 
Ausente 2 0,200 0,000 

0,1808 
Presente 5 0,640 0,169 

MáxPIOod/oe = Máxima pressão intraocular do olho direito (od) e no olho esquerdo (oe) 
RED OD/OE = Relação escavação/disco do olho direito (OD) e do olho esquerdo (OE) 

 

Nos casos não relacionados de GPAA-J, doze indivíduos são portadores da 

mutação C433R e apresentam PIO elevada (acima de 24 mmHg e PIO máxima média de 

43mmHg) e todos onze deles já tiveram que passar por intervenção cirúrgica para 

controle do glaucoma. Em um dos pacientes foi detectada a mutação P370L, já descrita 
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anteriormente (Stoilova et al., 1998) e associada à instalação precoce da doença, 

características clínicas severas, altas PIOs não responsivas a tratamento, e necessidade de 

intervenção cirúrgica na grande maioria dos casos (Zhuo et al., 2008). Apesar de este 

paciente apresentar PIOs não tão altas, de 20 mmHg em ambos os olhos, aos 22 anos, ele 

já passou por duas intervenções cirúrgicas para controle da doença. Outros dois 

indivíduos apresentaram a mutação Q368X, já identificada em pacientes com GPAA e 

não relacionada à instalação precoce do glaucoma, mas com presença de PIOs elevadas 

(Alward et al., 1998). Corroborando com a literatura, estes pacientes não apresentaram 

instalação precoce da doença (31 e 32 anos de idade), contudo mostraram PIOs não muito 

elevadas (PIO máxima média de 22mmHg). Estes indivíduos também já foram 

submetidos a cirurgias. O indivíduo com as mutações I345V e c.1187_1188insCCCAGA 

foi diagnosticado com glaucoma aos 19 anos e apresentou PIO máxima de 30mmHg em 

ambos os olhos. Atualmente, aos 25 anos de idade, apresenta relação escavação/disco de 

0,6 no olho direito e 0,5 no olho esquerdo, além de já ter passado por cirurgia em ambos 

os olhos. Neste caso, a avaliação da influência da mutação I345V no fenótipo da doença 

fica dificultada pela presença da mutação c.1187_1188insCCCAGA, já associada ao 

GPAA-J neste estudo, mas identificada em somente quatro indivíduos que já 

manifestaram a doença. Os dados clínicos dos casos não relacionados de GPAA-J estão 

apresentados nas tabelas XIX e XX. 
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Tabela XIX. Dados clínicos dos casos não relacionados de GPAA-J que apresentam mutação no gene 

MYOC. 

ID 
Idade 
Diag. Sexo 

Máx. PIO 
OD 

Máx. PIO 
OE 

RED 
OD 

RED 
OE 

N° Trat. 
Clín.  

N° Trat. 
Cir. OD  

N° Trat. 
Cir. OE Mutação no gene MYOC 

AFS 29 M 60 60 ND ND 0 0 1 C433R 

CVS 22 M 20 20 ND ND 0 1 1 P370L 

DPB 32 M 38 40 ND ND 0 1 0 C433R 

IS 35 F 38 38 ND ND 0 1 1 C433R 

NGSJ 25 M 54 49 ND ND 0 1 1 C433R 

OOL 29 M 44 56 ND ND 0 1 1 C433R 

SAF 24 F 41 52 ND ND 0 1 1 C433R 

VDN 27 F 24 24 ND ND 0 1 1 C433R 

MJN 20 M 32 28 ND ND 0 1 1 C433R 

JAR 32 M 14 12 ND ND 0 1 2 Q368X 

FASO 21 F 36 47 0,3 0,7 0 1 2 C433R 

JAA 19 F 30 30 0,6 0,5 0 1 1 
I345V e 

c.1187_1188insCCCAGA  

AZ 32 M 28 28 0,4 0,4 4 0 0 C433R 

VBS 39 M 48 62 1 1 3 1 1 C433R 

JACJ 31 M 32 29 0,8 0,4 3 1 0 Q368X 

MASP 37 F 50 52 0,9 0,8 3 1 1 C433R 

ID = Identificação do indivíduo 
M = Masculino 
F = Feminino 
Idade Diag. = Idade de diagnóstico da doença 
Máx. PIO OD/OE = Máxima pressão intra-ocular no olho direto (OD) e no olho esquerdo (OE) 
RED OD/OE = Relação escavação/disco no olho direito (OD) e no olho esquerdo (OE)  
N° Trat. Clín. = Número de tratamentos clínicos 
N° Trat. Cir. OD/OE = Número de tratamentos cirúrgicos no olho direito (OD) e no olho esquerdo 
(OE) 
ND = Não determinado 
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Tabela XX. Dados clínicos dos casos não relacionados de GPAA-J que não apresentam mutação no gene 

MYOC. 

ID 
Idade 
Diag. Sexo 

Máx. PIO 
OD 

Máx. PIO 
OE 

RED 
OD 

RED 
OE 

N° Trat. 
Clín. 

N° Trat. 
Cir. OD 

N° Trat. 
Cir. OE 

AAS 39 M 37 42 ND ND 0 2 1 

CBF 31 M 36 32 ND ND 0 2 2 

CSS 15 F 32 32 ND ND 0 1 0 

DAJ 10 M 24 24 ND ND 0 0 0 

EMI 25 M 30 26 ND ND 0 1 1 

EAS 25 F 34 34 ND ND 0 0 1 

HGF 30 F 21 23 ND ND 0 0 0 

JLU 30 M 12 12 ND ND 0 1 1 

JMNF 31 M 22 20 ND ND 0 1 0 

JGK 33 F 28 18 ND ND 0 1 1 

JRL 24 F 20 24 ND ND 0 1 1 

JCS 11 M 20 18 ND ND 0 0 0 

LAB 36 F 24 25 ND ND 0 3 0 

LGS 16 F 54 60 ND ND 0 0 1 

MAN 25 M 22 22 ND ND 0 0 0 

SCP 19 F 34 30 ND ND 0 0 0 

SCASS 18 F 30 38 1 1 3 1 1 

TME 34 F 28 28 ND ND 0 1 1 

ECS 13 M 31 31 0,8 0,6 2 0 0 

FPS 24 M 25 40 0,4 1 4 0 2 

PFOF 27 M 23 22 0,8 0,9 4 0 0 

LM 25 M 38 38 0,8 0,9 2 1 2 

IQ 20 M 24 24 0,8 0,8 1 3 2 

WC 10 M 25 39 1 0,8 0 2 1 

CPN 38 M 20 20 0,8 0,8 2 0 0 

MAS 23 M 48 46 0,9 0,9 2 1 1 

AGO 16 F 22 21 0,9 0,9 3 2 1 

RNE 34 F 23 24 0,9 1 2 1 1 

EFLT 12 F 20 19 0,7 0,5 1 0 0 

EBS 16 M 62 44 1 0,9 3 0 3 

DB 18 M 18 19 0,8 0,7 1 0 0 

MRS 35 M 20 22 0,7 0,7 1 0 0 

AMM 32 M 32 36 0,9 0,9 3 1 1 

LVC 32 F 48 42 0,9 0,9 3 1 1 

RCS 9 M 29 28 0,7 0,7 2 0 0 

ID = Identificação do indivíduo 
M = Masculino 
F = Feminino 
Idade Diag. = Idade de diagnóstico da doença 
Máx. PIO OD/OE = Máxima pressão intra-ocular no olho direto (OD) e no olho esquerdo (OE) 
RED OD/OE = Relação escavação/disco no olho direito (OD) e no olho esquerdo (OE)  
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N° Trat. Clín. = Número de tratamentos clínicos 
N° Trat. Cir. OD/OE = Número de tratamentos cirúrgicos no olho direito (OD) e no olho esquerdo 
(OE) 
ND = Não determinado 

  

 Também foi realizada análise da associação da presença de mutação no gene 

MYOC e os dados clínicos de PIO máxima em ambos os olhos e número de cirurgias em 

ambos os olhos, por serem os únicos dados clínicos disponíveis para todos os casos 

estudados. Foi encontrada associação entre a presença de mutação no gene MYOC e os 

valores máximos de PIO, porém, o mesmo não ocorreu com o número de cirurgias 

realizadas por pacientes com e sem mutação neste gene (tabela XXI). 

 

Tabela XXI. Avaliação da associação da presença de mutação no gene MYOC com os dados clínicos de 

pressão intra-ocular máxima e número de cirurgias realizadas, nos casos não relacionados de GPAA-J. 

 

  
Média ± EPM 

p-valor 
MYOC mut MYOC WT 

MáxPIOod 36,81±3,124 29,03±1,813 0,0268 

MáxPIOoe 39,19±3,819 29,23±1,729 0,0083 

N°CirOD 0,88±0,085 0,77±0,148 0,6514 

N°CirOE 0,94±0,143 0,74±0,218 0,2966 

EPM = erro padrão da média 
MáxPIOod/oe = Máxima pressão intraocular do olho direito (od) e no olho esquerdo (oe) 
N°CirOD/OE = Número de cirurgias no olho direito (OD) e no olho esquerdo (OE) 

   

 

3. Análise de mutações no gene CYP1B1 

 Os polimorfismos de base única R48G, A119S, V432L, D449D e N453S, já 

identificados na população brasileira em estudo de caso-controle para o glaucoma 

congênito primário (Stoilov et al., 2003), foram avaliados no gene CYP1B1 nas famílias 

estudadas (tabelas XXII, XXIII, XXIV, XXV). Além destes polimorfismos, foi 
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encontrada a mutação R368H em dois membros da família I normais, sem mutação no 

gene MYOC. Esta mutação, uma troca de G para A, na base 1449, que leva à mudança de 

uma arginina para uma histidina, no aminoácido 368, foi primeiramente identificada em 

pacientes indianos com glaucoma congênito primário (Reddy et al., 2003). Esta variante 

já foi detectada previamente em homozigose em pacientes com GPAA-J por Bayat et al. 

(2008). Estes autores encontraram diversas mutações no gene CYP1B1 em indivíduos 

com GPAA-J estando todas em homozigose, levando-os a crer no modo de herança 

autossômica recessiva para estes pacientes. Nestes indivíduos da família I, a variante 

R368H foi encontrada em heterozigose. 

 

Tabela XXII. Frequência alélica dos polimorfismos encontrados no gene CYP1B1 na família I.  

Polimorfismo  Alelo Frequência 

R48G 
C 61,36% 

G 38,64% 

A119S 
G 61,36% 

T 38,64% 

V432L 
G 9,09% 

C 90,91% 

D449D 
T 9,09% 

C 90,91% 

N453S 
A 29,55% 

G 70,45% 
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Tabela XXIII. Frequência alélica dos polimorfismos encontrados no gene CYP1B1 na família II. 

Polimorfismo  Alelo Frequência 

R48G 
C 64,71% 

G 35,29% 

A119S 
G 64,71% 

T 35,29% 

V432L 
G 0% 

C 100% 

D449D 
T 0% 

C 100% 

N453S 
A 17,65% 

G 82,35% 

  

Tabela XXIV. Frequência alélica dos polimorfismos encontrados no gene CYP1B1 na família III. 

 Polimorfismo Alelo Frequência 

R48G 
C 17,50% 

G 82,50% 

A119S 
G 17,50% 

T 82,50% 

V432L 
G 7,50% 

C 92,50% 

D449D 
T 7,50% 

C 92,50% 

N453S 
A 72,50% 

G 27,50% 

 

Tabela XXV. Frequência alélica dos polimorfismos encontrados no gene CYP1B1 na família IV. 

Polimorfismo  Alelo Frequência 

R48G 
C 28,57% 

G 71,43% 

A119S 
G 28,57% 

T 71,43% 

V432L 
G 14,29% 

C 85,71% 

D449D 
T 14,29% 

C 85,71% 

N453S 
A 100% 

G 0% 
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 Na família IV, foi encontrada a variante Y81N em heterozigose, no indivíduo que 

possui mutação no gene MYOC, mas que está com 6 anos de idade. Portanto, não há 

como relacionar a possível modulação do fenótipo por esta variante. Em casos de GCP, 

esta variante também foi encontrada em homozigose e heterozigose (Campos-Mollo et 

al., 2009). Neste caso, somente os indivíduos homozigotos para a mutação apresentaram 

a doença.  

 Nos casos não relacionados de GPAA-J, os mesmos polimorfismos no gene 

CYP1B1 foram avaliados (R48G, A119S, V432L, D449D e N453S) e as frequências 

alélicas estão apresentadas na tabela XXVI. 

 Também foram encontradas cinco mutações no gene CYP1B1 nos casos não 

relacionados de GPAA-J (G61E, P52L, E229K, A443G e 

8037_8046dupTCATGCCACC), todas já reportadas anteriormente na literatura e 

relacionas ao GPAA ou GPAA-J (tabela XXVII). 

 

Tabela XXVI. Frequência alélica dos polimorfismos encontrados no gene CYP1B1 nos casos não 

relacionados de GPAA-J. 

Polimorfismo Alelo Frequência 

R48G 
C 47,06% 

G 52,94% 

A119S 
G 45,10% 

T 54,90% 

V432L 
G 39,22% 

C 60,78% 

D449D 
T 37,25% 

C 62,75% 

N453S 
A 82,35% 
G 17,65% 

 

 



 

88 
 

Tabela XXVII. Frequência alélica das mutações encontradas no gene CYP1B1 nos casos não relacionados 

de GPAA-J. 

Mutação 
Troca 

nucleotídica 
Frequência 

G61E G>A 1 (1,96%) 

P52L C>T 1 (1,96%) 

E229K G>A 2 (3,92%) 

A443G C>G 2 (3,92%) 

8037_8046dupTCATGCCACC - 1 (1,96%) 

 

4. Correlação genótipo/fenótipo – Gene CYP1B1 

 Vincent et al. (2002) reportaram que membros de uma família com GPAA 

portadores de mutações nos genes MYOC e CYP1B1 apresentavam instalação precoce do 

glaucoma em comparação aos indivíduos portadores de mutação somente no gene 

MYOC.  

Entretanto, nenhuma mutação no gene CYP1B1 foi encontrada nas famílias 

avaliadas no presente estudo. Apesar disso, foram encontrados diversos polimorfismos 

neste gene. Bhattacharjee et al. (2008), em estudo com 264 indivíduos glaucomatosos e 

95 indivíduos controle, concluíram que o alelo 1666C do polimorfismo V432L era um 

alelo de susceptibilidade para o GPAA. Assim, realizamos as análises para avaliar a 

possível relação deste alelo com a modulação do fenótipo da doença nos membros 

afetados pela doença das famílias I, II e III. Contudo, não foram encontradas relações 

significativas entre este alelo e a idade de instalação da doença, os valores de PIO e a 

relação escavação/disco. 

 Chakrabarti et al. (2006), analisando os diferentes haplótipos formados pelos 

polimorfismos R48G, A119S, V432L, D449D e N453S, verificaram a significativa 

prevalência do haplótipo  CGGTA em casos de GCP. Para verificar se este haplótipo de 



 

89 
 

risco também estava relacionado ao GPAA, analisamos a relação deste haplótipo com a 

segregação da doença e os dados clínicos nos membros das famílias I, II e II. Nenhuma 

relação significativa foi encontrada.  

 Nos casos não relacionados, todas as mutações encontradas (G61E, P52L, E229K, 

A443G e 8037_8046dupTCATGCCACC) já foram encontradas, em heterozigose, em 

casos de GPAA ou GPAA-J. Assim, pode-se considerar a possibilidade destas mutações 

estarem envolvidas com o desenvolvimento do GPAA-J nestes indivíduos estudados.  
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CONCLUSÕES 

 

•  Alterações no gene MYOC parecem contribuir para o desenvolvimento do GPAA 

em famílias brasileiras, seguindo um padrão de herança autossômico dominante. 

•  Uma nova mutação no gene MYOC (c.1187_1188insCCCAGA) foi encontrada, 

segregando com a doença em 3 gerações da família IV, estando, provavelmente, 

envolvida na etiologia do GPAA-J nesta família; 

•  Esta nova mutação leva a uma possível alteração de estrutura secundária e de 

contatos internos da miocilina. 

•  O fenótipo variável encontrado nas famílias I, II e III, sugere o envolvimento de 

outros genes que contribuem para o desenvolvimento da doença, modulando seu 

fenótipo. Contudo, nenhum dos polimorfismos ou mutações encontrados no gene 

CYP1B1 foram associados à diferença de fenótipo observado nos pacientes das 

famílias analisadas, podendo ser atribuída a outros genes não avaliados neste 

estudo (e.g. WDR36, OPTN).  

•  Nos casos não relacionados de GPAA-J foram encontradas cinco diferentes 

mutações encontradas no gene MYOC, sendo a C433R a mais frequente. 

•   Os indivíduos com mutação no gene MYOC parecem apresentar fenótipo mais 

grave, com PIO mais elevadas. 

•  Nos casos não relacionados de GPAA-J foram encontradas cinco diferentes 

mutações encontradas no gene CYP1B1, todas em heterozigose, podendo estar 

relacionadas com o desenvolvimento da doença nestes indivíduos. 
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ANEXO  

Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências Médicas. 
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