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1. INTRODUCAO

O termo glaucoma engloba uma série de doencas oculares que tém
como caracteristica comum a escavacao progressiva da cabeca do disco
optico, decorrente da perda dos axénios das células ganglionares da retina,
com correspondente perda de campo visual (Shields et al, 1996).

O glaucoma pode ser classificado de acordo com a sua etiologia, pelo
aspecto anatémico do seio camerular, pelo nivel da presséao intra-ocular (PO >
21 mmHg: glaucoma de pressao elevada; PIO < 21mmHg: glaucoma de
pressao normal) ou pela idade de seu aparecimento (Leske, 1983).

Entre as diversas formas de glaucoma, a mais prevalente € o glaucoma
primario de angulo aberto (GPAA), que compreende cerca de 50% dos
glaucomas, variando de acordo com a populacdo estudada, sendo o tipo
predominante entre as popula¢des caucasoide e negra (Sommer et al, 1991).

O GPAA apresenta uma prevaléncia que varia de 1 a 2% na populacéao
acima dos 40 anos de idade e representa uma das principais causas de
cegueira no mundo, principalmente entre as populag¢des negras (Tielsch et al,
1991).

Além da PIO, da idade e da raga, a historia familiar é outro fator de risco
associado ao desenvolvimento do GPAA (Quigley, 1993).

Recentemente, estudos de ligacdo em familias com GPAA permitiram
identificar os dois primeiros genes associados a esta forma de glaucoma.
Apesar desta doenca apresentar, principalmente, o padrdo complexo de

heranca (Teikari, 1990), os dois genes identificados foram obtidos por meio de



estudos de ligacdo em familias com GPAA e padrao de heranga autossémica
dominante (Stone et al,1997;Rezaie et al, 2002).

O primeiro gene, identificado por Stone et al, em 1997, foi denominado
“Trabecular Meshwork-Induced Glucocorticoid Response Gene/ Myocilin Gene”
(TIGR/MYOC) localizado no cromossomo 1g21-gq31. Estudos em diferentes
populacdes relataram alteracdes na seqiéncia do gene TIGR/MYOC em 3% a
5% dos pacientes com GPAA (Alward et al, 1998; Ayala-Lugo et al, 2002). No
Brasil, a freqliéncia de mutacdes no gene TIGR/MYOC em pacientes com
GPAA-J foi de 35, 7% (Vasconcellos ,2002; Vasconcellos et al, 2003).

Em 2002, Rezaie e colaboradores identificaram na populagéo britanica o
gene “Optineurin” (“Optic Neuropathy Induced Protein” — OPTN) localizado no
cromossomo 10p14-p15, também associado ao GPAA. O mesmo estudo
constatou alteracées na sequéncia deste gene em 16,7% das familias com
GPAA e histéria familiar de GPAA, incluindo individuos glaucomatosos com
PIO normal (glaucoma de pressao normal - GPN). A partir deste estudo, outras
populacdées com GPAA foram avaliadas quanto a presenca de alteragdes no
gene OPTN.

Como néo existe estudo que avalie a freqliéncia das mutacdes no gene
OPTN em uma populacao brasileira de individuos com GPAA, o objetivo deste
estudo foi avaliar freqiéncia das mutagdes T34T, E50K, M98K, 691_692insAG
e R545Q, que sdo as mutacdes mais descritos para este gene, a fim de

estabelecer o perfil destas alteracdes em nossa populagédo glaucomatosa.



1.1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 Definicao e classificacao do glaucoma

O termo glaucoma engloba um grupo heterogéneo de doencas oculares
que tém como caracteristica comum a neuropatia Optica, caracterizada pela
escavacao progressiva do disco Optico, associada a correspondente perda de
campo visual (Leske, 1983; Shields et al, 1996; Quigley, Vitale, 1997). O
principal fator de risco associado ao desenvolvimento de glaucoma é a pressao
intra-ocular (P1O) (Quigley, 1993).

O glaucoma pode ser classificado, segundo a sua etiologia, em primario
e secundario; segundo o aspecto anatébmico do seio camerular; segundo a
idade de seu aparecimento e quanto ao valor da pressao intra-ocular.

De acordo com sua etiologia, o glaucoma é denominado secundario
quando os mecanismos de acado para o seu desenvolvimento sdo conhecidos e
envolvem condicdes oculares ou sistémicas que resultem em elevagao da PIO.
O termo primario se restringe aos glaucomas onde 0 mecanismo responsavel
pelo aumento da PIO nao esta estabelecido (Leske, 1983).

A classificacdo do seio camerular, segundo seu aspecto anatémico, é
realizada por meio do exame de gonioscopia. A identificacdo das estruturas
que compdem o seio camerular é fator determinante para a classificacdo do
glaucoma em: 1) glaucoma de angulo aberto 2) glaucoma de angulo fecahdo
ou fechado (Leske, 1983, Felman, 1998).

O glaucoma pode ser classificado de acordo com a idade de seu
aparecimento em congénito (GCP) e glaucoma crénico simples (GCS) do

adulto. Existem autores que fazem uma subdivisdo no GCS em juvenil (GPAA-



J) e adulto (GPAA-A), contudo esta subdivisdo ndo € consenso entre 0s
glaucomatélogos.

O GCP geralmente desenvolve-se nos primeiros anos de vida, tendo
como quadro clinico classico a epifora, o blefaroespasmo, a fotofobia e o
buftalmo (Deluise, Anderson, 1983). A elevacao da PIO ocorre devido a
malformacgéo congénita do seio camerular, impedindo o0 escoamento adequado
do humor aquoso. A incidéncia do GCP varia de acordo com a populacao
estudada (Gencik et al,1982; Gencik, 1989; Wagner,1993).

O glaucoma juvenil (GPAA-J) manifesta-se em individuos entre 10 e 35
anos de idade e normalmente apresenta niveis pressoéricos elevados (PIO > 21
mmHg). Existe um predominio de miopia neste tipo de glaucoma e
freqientemente ha necessidade de tratamento cirargico (Jhonson et al, 1993;
Wiggs et al, 1995).

No glaucoma do tipo adulto (GPAA-A), os aspectos clinicos séo
semelhantes aos aspectos do GPAA-J, os niveis pressoricos tendem a ser
mais baixos e o dano glaucomatoso é detectado em idade mais avancada
(Jhonson et al, 1996). Entretanto, esta divisdo em idade muitas vezes se
mostra artificial, devido a sobreposicdo destes subtipos de glaucoma (Stoilova
et al, 1996; Wiggs et al, 1996; Sarfarazi et al, 1998; Wirtz et al, 1999).

Podemos também classificar o glaucoma em relagcdo ao valor PIO:
pacientes que apresentam alteracées comprovadamente glaucomatosas e PIO
abaixo de 21 mmHg (valor teoricamente normal) sdo chamados de glaucoma
de pressao normal (GPN). Pacientes que apresentem PIO acima de 21 mmHg

sao considerados de glaucoma de pressao elevada.



1.1.2. Epidemiologia do Glaucoma Primario de Angulo Aberto

Quigley em 1996 estimou para o ano 2000, a existéncia de cerca de 66,8
milhdes de glaucomatosos no mundo (1,08%), sendo 33 milhdes do tipo
primario de angulo aberto. Desta populacdo, calculou-se que 6,6 milhdes de
individuos apresentariam cegueira bilateral, o que representaria a segunda
maior causa de cegueira no mundo. Outros autores sugeriram que as
probabilidades de desenvolvimento de cegueira unilateral e bilateral (acuidade
visual menor do que 20/200 e/ou campo visual com 20° ou menos de visao
central) por paciente com GPAA, no decorrer de 15 anos, seriam de 27% e 9%,
respectivamente (Hattenhauer et al, 1998). No Brasil, Gullo et al (1995)
avaliaram retrospectivamente pacientes atendidos pela primeira vez no Setor
de Glaucoma do Hospital das Clinicas da UNICAMP e constataram elevada
taxa de cegueira unilateral (51,8%) e bilateral (33,3%). O risco de perda de
visdo no glaucoma é maior nos individuos da raca negra (Sommer et al, 1991),
na faixa etaria acima de 60 anos (Perkins, 1978), e nos paises em
desenvolvimento (Thylefors, 1995).

Dados mais recentes da Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
publicados em seu boletim oficial do ano de 2004, cujos dados foram
compilados em 2002, apresentam numeros diferentes dos ja estimados
anteriormente, porém, a propria OMS afirma mudancas nos parametros de
avaliacdo e analise dos dados epidemiolégicos comparados com estudos
anteriores. No boletim de 2004, estima-se que o numero de pessoas com
deficiéncia visual caracterizadas como baixa visdo (acuidade visual <6/18 e >
3 / 60 e perda de campo visual menor que 20° e maior que 102 centrais no

melhor olho) seja de 161 milhdes de pessoas e que 37 milhdes sejam cegas



(acuidade visual < 3 / 60 e campo visual menor que 10° centrais no melhor
olho). O glaucoma € considerado a segunda maior causa de cegueira neste
estudo, acometendo 12,3% da populacdo mundial. Independentemente da
diferenca numérica apresentada pelos autores, a incidéncia de cegueira pelo
glaucoma no mundo é muito elevada, principalmente, se levarmos em
consideracao que esta € uma causa tratavel de cegueira. Além disso, é uma
doenca que impde a sociedade um custo elevado tanto no aspecto
socioeconémico quanto no politico (Resnikoff et al, 2004).

Smith & Smith em 1996 constataram a perda de um quarto a um sexto
do produto interno bruto per capita no Reino Unido devido a cegueira. No Brasil
Magacho et al em 2002 avaliando o custo do tratamento do glaucoma,
apresentaram dados onde o gasto médio do paciente era de 36,09 + 31,99
reais, valores que chegavam a comprometer até 15,5% da renda familiar.
Publicacbes mais recentes avaliando o custo do tratamento na Europa
demonstram que os gastos podem variar de €455 a € 969 euros por ano de
acordo com a gravidade da doenca (Traverso et al, 2005).

A prevaléncia do GPAA varia conforme a etnia, a faixa etaria e a
localizagdo geografica da populagdo estudada. Em caucasianos acima de 40
anos, a mesma situa-se entre 0,8% e 3,0%; entre 4,74% e 8,8% em individuos
da raca negra acima de 30 anos e na populacao japonesa acima de 40 anos é
de 2,6% (Bengtsson, 1981; Tielch et al, 1991; Shiose et al, 1991; Klein et al,
1992; Coffey et al, 1993; Dielemans et al, 1994; Leske et al, 1994; Michell et al,
1996; Mason et al, 1989). Recentemente foram publicados dados do Blue
Mountain Eye Stude que mostram que a incidéncia pela idade nesta populacéao

foi crescente. Nos individuos com 40 anos a frequiéncia foi de 0,07%; aos 50



anos de 0,2%; aos 60 anos de 0,7%:; aos 70 anos de 2,3% e aos 80 anos esta

incidéncia triplicou atingindo 6,9% da populacao nesta faixa etaria Hitzl W et

al, 2007).

1.1.3. Fatores de Risco

Dentre os fatores de risco relacionados ao glaucoma podemos citar a
PIO, a raca, a idade, a miopia. A PIO é o unico parametro no qual podemos
atuar no tratamento do glaucoma. Em geral, quanto mais alta maior a
possibilidade de dano ao nervo 6ptico (Armaly et al, 1980; Leske et al, 1995). A
raca negra é sabidamente mais frequentemente acometida, em comparacao as
racas branca e amarela. Além da maior freqiéncia, o grau de severidade e
progressao da lesao éptica também € maior na raca negra (Tielch et al,, 1991;
Quigley, Vitale, 1997). Quanto a idade, estudos indicam que a prevaléncia do
glaucoma aumenta com o envelhecimento. (Armaly et al, 1980; Shiose et al,
1991; Leske et al, 1994). A miopia também é descrita por alguns autores com
fator de risco para o glaucoma. (Michell et al, 1999; Wu et al, 2000).

Além dos fatores ja mencionados, a histéria familiar € outro fator de risco
associado ao GPAA. Varios estudos sugerem que o individuo com antecedente
familiar de glaucoma apresente um maior risco de desenvolvimento da doenca
e, possivelmente, um maior risco de sua progressao. A freqiiéncia da relacao
entre glaucoma e histéria familiar nos estudos é variada, mas sempre ocorre
uma maior incidéncia da doenga no grupo que apresenta antecedentes na
familia, quando comparado ao grupo sem histéria familiar (Tielsch et al,1994;

Leske et al, 1995; Wu, Leske, 1997).



1.1.4. Genética e oftalmologia

A genética é a ciéncia da diversidade bioldgica. Nos ultimos 45 anos, a
genética humana evoluiu da diversidade fenotipica até chegar a variacdo do
DNA propriamente dito.

A genética médica € um ramo da genética humana que estuda a relacao
entre a diversidade biolégica em humanos, saude e doenca. Dedica-se a
investigacdo de doencas que acometem pacientes e seus familiares, seu
diagnéstico, prevencao e tratamento (Mckusick, 1992). A evolucao da genética
médica permitiu determinar que as doencas podem apresentar um padrao de
heranca monogénico ou um padrao herancga poligénica multifatorial. No padrao
de herangca monogénico podemos ter os tipos autossémico dominante (AD),
autossémico recessivo (AR), ligado ao sexo (ligado ao X) e mitocondrial. O
padrao complexo de hereditariedade, envolve mais de um gene e possiveis
fatores ambientais na determinacao etiolégica da doenga (heranca poligénica
multifatorial) (Teikari, 1987, 1990).

A determinacdo exata do padrdo de heranca é dificultada pela
variabilidade da penetrancia e expressividade da doenca. Penetrancia € um
conceito que, geralmente, se refere a expressao de um genétipo mutante,
aplicado a caracteres dominantes em heterozigose. A penetrancia de um alelo
mutante pode variar de acordo com a porcentagem de individuos portadores
deste que manifestem seu fendtipo correspondente. Por exemplo, se uma
condicdo se expressar em 100% dos individuos que possuam o alelo
responsavel, este alelo apresentaria uma penetrancia de 100%, ao passo que,
se esta mesma condig¢ao estiver presente em 70% das pessoas portadoras do

alelo mutante, isto corresponderia a uma penetrancia de 70% para este alelo. A



expressividade corresponde ao grau de severidade de uma moléstia associada
a uma alteracdo genética. Se uma condicao apresentar uma expressividade
variavel, o fendtipo (manifestacdo clinica) determinado por esta alteracao
genética variard em grau de intensidade (leve a intenso), mas sempre presente
entre os individuos que possuirem o genétipo correspondente (Mussarella,
1992; Damiji, Allingham, 1997).

A genética e a oftalmologia estdo historicamente associadas desde o
inicio do século XX. Em 1911, Wilson deduziu que a deficiéncia da visdo de
cores estava localizada no cromossomo X. Em 1947, observou-se a ligagéo no
padrdo de transmissdo hereditaria entre duas moléstias (hemofilia e deficiéncia
de visao de cores) (Damiji, Allingham, 1997). Em 1963, identificou-se a primeira
doenca humana ligada a um cromossomo autossomo: catarata pulverulenta
com grupo sanguineo Duffy no cromosomo 1 (Damiji, Allingham, 1997).

Recentemente, com o desenvolvimento da biologia molecular, varios
pesquisadores tém procurado identificar genes associados aos mais diversos
tipos de moléstias humanas. Assim, um grande numero de afec¢des oculares
ja tem seu locus (posicdo no cromossomo) e gene determinados através do
mapeamento genético e da analise de ligagéo.

A classificacado proposta pela Organizacao Mundial do Genoma Humano
designa para os genes associados ao glaucoma a sigla “GLC” (Raymond,
1997). Os numeros “1”, “2” e “3” que seguem a sigla geral (“GLC”) para os
glaucomas representam angulo aberto, angulo fechado e glaucoma congénito,
respectivamente. Finalmente, as letras “A”, “B”, “C” e assim por diante, indicam
o primeiro e os subseqlentes loci identificados para determinado tipo de

glaucoma (Raymond, 1997). Assim, o primeiro /locus identificado em
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associacdo com o GPAA recebeu o nome de GLC1A, enquanto o primeiro
locus relacionado ao glaucoma congénito foi denominado GLC3A.

Apesar de varios trabalhos na literatura sugerirem que o GPAA seja
herdado segundo padrdes de herangca Mendeliana, a grande maioria dos
pacientes ndao apresenta este padrao de transmissao hereditaria (Adam, 1997).
Estudos com pares de gémeos dizigbticos e monozigbticos, avaliando o
componente genético para o0 GPAA sugerem a ocorréncia de padrao poligénico
multifatorial para a doencga (Teikari, 1987, 1990). Esta teoria ja havia sido
postulada por Armaly (1967a, 1967b, 1968) e Jay & Paterson (1970) e poderia
justificar a baixa prevaléncia da doenca, de 2,5% a 13,5%, entre os parentes de
pacientes com GPAA (Netland et al, 1993).

Até o momento temos a descricdo de onze loci e trés genes
relacionados ao glaucoma primario de angulo aberto (Tabela 1). O primeiro
gene, situado no /locus GLCT1A (cromossomo 1g21-g31), foi o gene
TIGR/MYOC, descrito em 1997 por Stone e colaboradores. Mutacdes no gene
TIGR/MYOC sao a causa mais freqiiente de cegueira com base molecular
conhecida. O segundo gene identificado foi o gene OPTN, situado no locus
GLC1E (cromossomo 10p14-p15) e o terceiro gene associado ao GPAA, o
“WD40-repeat 36" (WDR36) situado no locus GLC1G (cromossomo 5g22.1), foi

identificado por Monemi e colaboradores em 2005.
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TABELA 1: Loci genéticos descritos para o glaucoma primario de angulo aberto

Localizacao no Nome do Gene Autor
cromossomo locus identificado
1921-931 GLC1A MYOC Stone et al, 1997
2p4 - - Wiggs JL et al, 2000
2p16.3-p15 GLC1H - www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature
2cen-q13 GLC1B - Stoilova D et al, 1996
2033-q34 - - Nemesure B et al, 2003
3p21-p22 - - Baird PN et al, 2005
3021-g24 GLC1C - Wirtz MK et al, 1997
5022.1 GLC1G WDR36 Monemi S et al, 2005
7035-936 GLC1F - Wirtz MK et al, 1999
8023 GLC1D - Trifan OC et al, 1998
9922 GLC1J - Wiggs JL et al, 2004
10p12-p13 - - Nemesure B et al, 2003
10p14-p15 GLC1E OPTN Rezaie et al, 2002
14911 - - Wiggs JL et al, 2000
14921-922 - - Wiggs JL et al, 2000
15911-q13 GLCAI - Allingham RR et al, 2005
17p13 - - Wiggs JL et al, 2000
17925 - - Wiggs JL et al, 2000
19g12-q14 - - Wiggs JL et al, 2000
20p12 GLC1K - Wiggs JL et al, 2004

Fonte: Adaptado de Bao Jian Fan et al 2006
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1.1.5. Gene “Optineurin”

Descrito por Rezaie et al (2002), o gene OPTN foi relacionado a histéria
familiar de GPAA e ao GPN. Tal aspecto, adicionado ao fato do gene OPTN
poder participar da via de sinalizacdo do fator de necrose tumoral a (TNF-o),
que esta relacionada ao processo de apoptose celular do nervo Optico, abre
novas perspectivas para o entendimento do mecanismo do dano glaucomatoso
(Sarfarazi, Rezaie,2003). Posteriormente, observou-se que a expressao do
gene OPTN no seio camerular (malha trabecular) estava aumentada apés
exposicdo a dexametasona, ao TNF-a e ao aumento da PIO, sugerindo que a
proteina codificada por este gene poderia exercer fungao protetora neste tecido
(Vittitow, Borras, 2002). Portanto, tanto o disco 6ptico como o seio camerular,
estruturas diretamente envolvidas na patogenia do glaucoma, apresentam
expressdo do gene OPTN, a analise deste dado podera contribuir na
determinacao e seguimento do glaucoma.

O gene OPTN é constituido por 16 exons, dos quais trés séao
considerados nao codificadores (regido 5- nao traduzida ou 5’UTR) e os
demais 13 exons codificam uma proteina com 577 aminoacidos. (niUmero de
acesso no GenBank AF420371 a AF420373).

Rezaie et al em 2002, constataram as primeiras alteracées na seqiéncia
deste gene em 16,7% das familias com GPAA, incluindo individuos
glaucomatosos com PIO normal (GPN). Quatro alteracdes, divididas em a, b, c,
e d, foram identificadas por estes autores: a) A mutacdo E50K, no exon 4
(458G>A), descrita em 7 familias glaucomatosas (124 membros) sendo que 38
individuos apresentavam a mutacdo e glaucoma. Dos pacientes com

glaucoma, 7 (18,4%) tinham PIO elevada, os demais apresentavam PIO dentro
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dos valores estatisticamente normais (PIO < 21mmHg); b) A mutagdo no exon
6, determinada pela insercao de dois pares de bases “AG” na posi¢cao 691_692
do gene OPTN, identificado em uma familia com GPN. Essa alteracao leva ao
truncamento do produto protéico em 76% de sua extensao (levando a possivel
perda da funcdo por haploinsuficiéncia); ¢) A mutacdo R545Q, no exon 16
(1944G>A), em uma familia com GPN. Esta mutacao localiza-se em uma parte
desconhecida da proteina préximo a um motivo normalmente observado entre
os fatores de transcricdo (“zinc finger motif’); d) A quarta alteracdo na
sequUéncia descrita neste estudo foi a M98K, no exon 5 (603T>A), observada
entre as familias glaucomatosas (13,6% - 23/169) e no grupo controle (2,1% -
9/422), com freqUéncia significativamente maior entre os individuos
glaucomatosos (p = 2,18 X 10-7).

A partir deste estudo, outras populacées com GPAA foram avaliadas
quanto a presenca de alteracdes estruturais no gene OPTN.

Alguns grupos nao relataram a presenca destas mutacdes no gene
OPTN em pacientes com GPAA, como o de Walter et al (2002) que analisaram
individuos com GPAA e PIO elevada (>21mmHg) e Forsman et al (2003) que
avaliaram 8 familias Norueguesas com GPAA. Outros pesquisadores, apesar
de observarem variacbes no gene OPTN em pacientes com GPAA
provenientes de diferentes regides, ndo as correlacionaram com a doencga,
quando comparados a um grupo controle (Raymond et al, 2002, na populacao
francesa do Canada, Wiggs et al, 2003 em individuos da Inglaterra e do
sudeste dos Estados Unidos da América, Umeda et al, 2002 e Tang et al, 2003
na populacdo japonesa, Baird et al, 2004, na populacdo caucasiana da

Australia, Wang et al, em 2004, em uma familia das Filipinas, Weischuh et al,
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em 2005, na populagdo alema, Rezaie et al, em 2005, em um grupo de
individuos da Suécia e Hauser et al, em 2006, nos Estados Unidos da
América).

Entretanto, varios estudos relatam a associagdo entre as mutacdes no
gene OPTN e a doenga. Melki e colaboradores, em 2003, estudando
comparativamente um grupo de franceses e um grupo de marroquinos,
portadores de GPAA encontraram a mutagdo M98K (603 T>A) em maior
freqUéncia na populacdo marroquina.

Na populagédo Britanica foram investigadas duas alteragées, a E50K e
M98K, em pacientes portadores de GPAA e GPN, além de individuos
pertencentes ao grupo controle, contudo estas mutagdes foram infreqliente
(Child et al, 2002).

Fuse e colaboradores, em 2004, avaliando a populacao japonesa, nao
encontraram as alteragdes E50K (458 G>A), 691_692 insAG e R545Q
(1944G>A). As alteragcdes T34T (412 G> A) e M9I98K (603T>A) foram
observadas, porém apenas a mutacao M98K (603 T>A) apresentou-se com
freqUéncia estatisticamente significante, na comparacdo dos grupos GPAA e
controle (p= 0,009). Outro estudo também com a populagéo japonesa, relatou
uma freqléncia estatisticamente significante para a mutacdo T34T na
comparacdo entre portadores de GPAA e controles (p= 0,009). A freqiéncia
das mutacdes M98K (603 T>A) e R545Q (1994G>) ndo foram estatisticamente
significantes na comparacao entre os grupos (Funayama et al, 2004).

Estudos envolvendo a populacdo chinesa avaliaram portadores de

GPAA e controles normais e encontraram mutacdes ja descritas como a T34T



15

(412 G> A), a M98K (603 T>A) e a R545Q (1944 G>A) (Leung et al, 2003 Fan
et al, 2005), além de 13 novas sequéncias alteradas (Leung et al, 2003).

Em 2003, o grupo de Alward, estudou 1048 pacientes com GPAA de
diferentes etnias e 251 controles, encontrando as mutagbes E50K (458 G>A),
M98K (603T>A) e R545Q (1944G>A), principalmente no grupo de etnia
japonesa.

Na Inglaterra, Willoughby et al, em 2004, avaliaram uma populagéo
miscigenada, composta por individuos portadores de GPAA-J, GPAA e
controles normais observando que as mutacdes T34T (412 G> A), R545Q
(1944G>A) e M98K (603T>A) foram encontradas em diferentes freqiéncias e
significancia distinta entre os grupo étnicos analisados.

Mukhopadhyay et al, em 2005, avaliaram portadores de GPAA e
individuos controles, provenientes de varias partes da india, detectando as
alteracoes T34T (412 G> A), M98K (603 T>A) e R545Q (1994G>A) em seus
resultados. Entretanto apenas a R545Q (1994G>A) apresentou resultado

estatisticamente significante entre os grupos (p<0,05).
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1.1.6. Justificativa

O segundo gene associado ao GPAA foi o OPTN. A presenca de
alteracoes estruturais neste gene ocorre em grupos populacionais especificos,
tornando importante a caracterizacdo do mesmo na populacao brasileira. No
primeiro estudo, realizado por Rezaie et al em 2002, e em trabalhos
subsequentes, cinco mutagdes tém sido consistentemente descritas como
associadas ao dano glaucomatoso ou ao risco de desenvolvimento da doenca,
T34T, E50K, 691_692insAG, M98K, e R545Q, sendo as mesmas 0 objetivo

deste estudo.
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2. OBJETIVO

1. Determinar a freqiiéncia das mutacdes T34T, E50K, M98K, 691_692insAG e
R545Q no gene OPTN em uma populacao brasileira de pacientes com GPAA e
comparar com a freqiéncia encontrada em individuos sem glaucoma nesta

populacéo.



18

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Recrutamento de pacientes com GPAA e grupo controle

Apoés aprovagdo do projeto de pesquisa submetido ao Comité de Etica
em pesquisa em seres humanos da Santa Casa de Misericérdia de Sao Paulo
(CEP) e a Comissao Nacional de Etica em Pesquisa, iniciamos o recrutamento
de voluntarios (anexos 1 e 2). Os pacientes com GPAA foram selecionados no
Servico de Glaucoma do Ambulatério de Oftalmologia da Santa Casa de
Misericérdia de Sao Paulo e no Servico de Glaucoma do Ambulatério de
Oftalmologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

O grupo controle foi selecionado dentre as pessoas que freqlientaram o
ambulatério de oftalmologia de ambos os servicos em busca de exames
oftalmoldgicos basicos, como refratometria. Também foram obtidos voluntarios
para este grupo, através de palestra educativa sobre glaucoma para os
freqUentadores do grupo de terceira idade do SESC Dr Vila Nova, organizacao
voltada ao lazer, cultura e bem estar da populacéo.

Foram avaliados neste estudo 99 pacientes com diagnéstico
comprovado de GPAA e 100 individuos sem diagnéstico de glaucoma (grupo
controle). A todos os participantes foram dadas informacgdes sobre o estudo e
apés esclarecimento de todas as duvidas, os voluntarios assinaram o termo de

consentimento e livre esclarecimento (anexo 3).
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3.1.1. Critérios de inclusao para portadores de GPAA

Foram incluidos pacientes com diagnostico de GPAA para avaliacdo
oftalmoldgica e genética. O GPAA foi definido como: 1. angulo aberto a
gonioscopia, 2. alteracdo glaucomatosa do disco Optico, incluindo: reducao
localizada da rima neural; aumento vertical da escavagdo; hemorragia e
assimetria de escavacdo maior ou igual a 0,2 (relagdo escavacao/disco)
segundo avaliagdo oftalmolégica sob visdo binocular e 3. lesdo glaucomatosa
do disco Optico acompanhada por perda de campo visual correspondente na
perimetria computadorizada acromatica, caracterizada por: trés pontos
adjacentes nao periféricos com p < 5% (um deles com p < 1% pertencentes ao
grafico de probabilidades do “pattern deviation”); “corrected pattern standard
deviation” com p < 5% e “glaucoma hemifield test” apresentando o resultado

“borderline” ou “outside normal limits”.

3.1.2 Critérios de exclusao para portadores de GPAA

Foram excluidos do estudo pacientes que apresentassem alteracoes
oculares compativeis com glaucomas secundarios (ou de desenvolvimento)
e/ou qualquer outra doenca ocular ou sistémica que pudesse levar a alteracdes

de disco 6ptico e campo visual simulando lesées glaucomatosas.

3.1.3. Critérios de inclusao para grupo controle

Foram incluidos voluntarios que, apdés submetidos a exame
oftalmolégico, ndo apresentassem diagnéstico de glaucoma. No exame

deveriam apresentar PIOs menores do que 15 mmHg e escavacdes do disco
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Optico menores do que 0,4 (relacdo escavacao/disco), auséncia de alteragcdes
campimétricas em exame realizado com a perimetria de freqténcia dupla

(FDP), programa “screening”.

3.1.4 Critérios de exclusao para grupo controle

Foram excluidos do grupo controle individuos que apresentassem
qualquer alteracao, ocular ou sistémica, que pudesse levar a alteracoes de
disco 6ptico e campo visual, mimetizando lesées glaucomatosas. Individuos
com antecedentes familiares de glaucoma ou cegueira de causa desconhecida
também foram excluidos. Foi respeitada e acatada qualquer manifestacao de

desinteresse em participar do estudo.

3.2 Coleta de sangue periférico

Foi extraida uma amostra de 5 ml de sangue periférico da veia
antecubital de todos os participantes, em frasco estéril contendo EDTA 10%
como anticoagulante. Os tubos com material coletado foram encaminhados ao
Laboratério de Genética Molecular, do Departamento de Genética Médica da

Unicamp, onde procedeu-se a extracdo do DNA.

3.3 Extracao de DNA

A extragdo de DNA foi realizada segundo o método de fenol/cloroférmio,

conforme descrito no anexo 4.
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3.4 Organograma do modelo do estudo

ORGANOGRAMA 1: Modelo do estudo

por PCR

Seqlienciamento Automatizado [ Digestdo Enzimatica ‘

[ Amplificagio do DNA ‘

T34T, E50K M98K, 691_692insAG, R545Q

[ Sequenciamento Automatizado |

3.5 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Foram desenhados 4 pares de oligonucleotideos iniciadores ou “primers”
para amplificacdo das regides compreendendo as mutacbes a serem
investigadas (regides 4, 5, 6 e 16), por meio do programa primer 3
(www.broad.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi), baseando-se na
sequéncia do gene OPTN (Numero de acesso no “Genbank” AF420371 a
AF420373). Os “primers” foram sintetizados pela Invitrogen™ Life Technologies

(Carlsbad, CA, USA) (Tabela 2).
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TABELA 2: Sequéncias dos “primers”, tamanho do fragmento amplificado e
temperatura de anelamento utilizados para o rastreamento de

mutagdes nos 4 exons do gene OPTN.

Exon Fragmento (pb) Sequiéncia do “primer” ‘S’ Seqiiéncia do “primer” ‘AS’ TA
4 224 5GGGGGACAGCTCTATTTTCA3 CTGCTCACCTTTCAGCTGGT 60°C
5 218 5TCCACTTTCCTGGTGTGTGA3 TTTTCCAAGCTCTTCCTTCAA 58°C
6 201 5ATGGTGCCCAGCCTTAGTTTY CGCTGGAGTTCAGCTTGAG  58°
16 232 5CGCCATCTGTTCTTCAAGTG3 ACCAACAGTTTTGGGGAGGT 58°C

pb: pares de bases,'S’: sense, ‘AS’: anti-sense, TA: temperatura de anelamento

Para a reacdo de PCR, as amostras de DNA foram adicionados 20
pmoles dos “primers” sense e anti-sense, em conjunto com 200 umoles de cada
dNTP, tampé&o da enzima 1X (Tampéo 10X: Tris-HCI 100mM pH 8.3; KCI 500
mM; MgCl, 15 mM. gelatina 0,01% w/v), 0,5 U de Taqg DNA polimerase
(Invitrogen™ Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), completando-se o volume
final da reagdo para 25uL com agua deionizada estéril. As amostras foram
amplificadas em aparelho ciclador de temperatura “MasterCycler EP Gradient S”
(Eppendorf, Hamburg, Germany). As temperaturas e duragdao dos ciclos para
cada regiao foram determinadas apds testes de padronizagdo. Para as regides
5, 6 e 16 as condigcdes de amplificacao foram: desnaturacgao inicial a 94°C por 5
minutos, seguida de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 58°C por 1 minuto e a
72° C por 2 minutos, finalizando-se com uma extensédo a 72°C por 7 minutos.
Para a regidao 4 as condi¢cdes de amplificacdo foram: desnaturacao inicial a

(94°C) por 5 minutos, seguida de 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 60°C por 1
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minuto e a 72° C por 1 minuto e 30 segundos, finalizando-se com uma extensao

a 72°C por 7 minutos.

Ao final da reacédo, 5 uL do produto da PCR foram misturados a 1 uL do
tampdo de corrida 10X “Blue Juice:Gel Loading Buffer” (Invitrogen™-Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5% corado com brometo de etideo e visualizados sob iluminacao UV.
Os fragmentos amplificados foram comparados ao marcador de peso molecular
“100bp DNA Ladder” (Invitrogen™-Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) ou, no
caso de realizacdo de reacao de sequienciamento, a concentracdo do DNA da
amostra purificada foi estimada a partir da comparagdo com a intensidade da
banda do marcador de peso e massa molecular “Low DNA Mass Ladder”
(Invitrogen™:Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). As imagens foram
digitalizadas através da camera “Kodak Digital Science” (Eastman Kodak

Company, Rochester, NY, USA).

3.6 Reacao de Seqlienciamento

As mutacgbes T34T e E50K, localizados no exon 4, foram analisados por
meio de sequienciamento direto do produto da PCR. Apo6s confirmagdo da
amplificagdo, o produto da PCR foi purificado utilizando-se 0s seguintes
reagentes: 5,0 ul da PCR amplificada e 2,0 ul da mistura de enzimas
exonuclease | e fosfatase alcalina de camardo “ExoSAP-IT” (Amersham Life
Sciences, Uppsala, Sweden). A seguir as amostras foram levadas ao aparelho

ciclador de temperatura por 15 minutos a 37°C e15 minutos a 80°C.
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Para a reagdo de sequenciamento foram utilizados de 3 a 10 ng (1,5 pL)
do produto purificado para um volume final de reacdo de 10 uL, contendo 1 uL
de “Big Dye Terminator Ready Reaction v3.0” (ABI PRISM Big Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems Foster City, CA, USA), 3uL do
tampao de seqlienciamento 5X (Applied Biosystems Foster City, CA, USA) e 1,6
pmol de um dos “primers” (sense ou antisense) utilizados na PCR, sendo o
volume final completado com agua deionizada estéril.

As condi¢cdes da reacao de seqglienciamento foram: 25 ciclos a 96°C por
10 segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos. Apds esta reacdo, as
amostras foram novamente purificadas para eliminacao dos nucleotideos nao

incorporados.

3.7 Purificacao da Reacao de Seqlienciamento

Apés realizacdo da reacao de seqlienciamento os 10ul do produto final
foram tratados com adicdo de 50 pl de Isopropanol 65%, permanecendo em
repouso em ambiente escuro por 20 minutos e logo em seguida submetidos a
centrifugacdo por 25 minutos a 25°C a 13000rpm. Apods centrifugacdo, o
sobrenadante foi retirado por pipetagem. Procedeu-se em seguida com a
adicao de 250 pl de etanol 60%, levando-se a centrifugacado por 10 minutos a
25°C a 13000rpm. Ap6s centrifugacdo o sobrenadante foi retirado por
pipetagem. Em seguida os tubos foram levados ao banho seco a 90°C por 4
minutos para evaporacdo do etanol residual, permanecendo no tubo apenas o

“pellet” do material tratado aderido a parede do tubo.
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As amostras foram ressuspensas em 17 uL de Formamida Hi-Di (Applied
BioSystems, Foster City, CA, USA), desnaturadas a 95°C por 3 minutos,
colocadas em gelo e submetidas a eletroforese no analisador automatico “ABI
PRISM 310" (Applied BioSystems, Foster City, CA, USA). Para confirmacéao da
regiao gendmica analisada, as sequéncias foram submetidas a buscas por
similaridade, utilizando-se 0 “algoritmo de buscas” Blast

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

3.8 Digestao Enzimatica

Trés das cinco alteracdes estudadas foram determinadas por meio de
digestdo enzimatica do produto da PCR. As alteragbes M98K (exon 5 -
603T>A), 691_692insAG (exon 6 — cdédon de parada prematuro) e R545Q
(exon 16 —1944G>A) foram avaliadas por meio da digestdo com as enzimas
Stul, Bsll, e Bbvli (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA), respectivamente.
Apds o tratamento enzimatico o produto da digestdo foi aplicado em gel de
agarose 3,0% corado com brometo de etideo e visualizado sob iluminagéo UV,
comparando-se os produtos da digestdo com o marcador de peso molecular
50bp DNA Ladder (Invitrogen™:Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). As
amostras controle, positivas para cada uma destas alteracbes, foram
gentiimente cedidas pela Dra. Tayebeh Rezaie, da Universidade de
Connecticut, New Haven, CT, USA.

Para a detec¢do da mutacao M98K (603T>A) realizou-se a digestdo com
a endonuclease de restricao Stul (New England BiolLabs, Ipswich, MA, USA),
visto que esta substituicao cria um novo sitio de restricdo para a enzima. Foram

utilizadas 10 unidades de Stul e 7ul do produto da PCR, no tampao apropriado,
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incubando-se a reacdo a 37°C em banho seco durante 2 horas e procedendo-
se com a inativagdo da enzima a 65°C por 20 minutos. Os individuos sem
mutacdo apresentam um fragmento de 218pb, as mutacbes em homozigose,
apresentam dois fragmentos, de 174pb e 44pb e os individuos com mutades
em heterozigose apresentam trés fragmentos, de 218pb, 174pb e 44bp (Tabela
3, Figura 1-A).

Com o objetivo de se detectar a mutagdo 691_692insAG realizou-se a
digestdo com a endonuclease de restricao Bs/l (New England BioLabs, Ipswich,
MA, USA), visto que esta substituicdo cria um novo sitio de restricdo para a
enzima. Foram utilizadas 10 unidades de Bsll e 9ul do produto da PCR, no
tampao apropriado, incubando-se a reacdo a 55°C em banho seco durante 2
horas, seguindo-se com a inativacdo da enzima a 80°C por 20 minutos. Os
individuos sem mutacao apresentam um fragmento de 201pb, as mutacdes em
homozigose, apresentam dois fragmentos, de 136pb e 65pb e os individuos
com mutagao em heterozigose apresentam trés fragmentos, de 201pb, 136pb e
65bp (Tabela 3, Figura 1-B).

Para a deteccdo da mutacdo R545Q (1944G>A) realizou-se a digestao
com a endonuclease de restricdo Bbvl (New England BiolLabs, Ipswich, MA,
USA), visto que esta substituicdo cria um novo sitio de restricao para a enzima.
Foram usadas 2 unidade de Bbvl e 3ul do produto da PCR, no tampéo
apropriado, incubando-se a reacdo a 37°C em banho umido durante 12 horas,
procedendo-se com a inativacdo da enzima a 65°C por 20 minutos. Os
individuos sem mutacao apresentam um fragmento de 232pb, as mutacdes em

homozigose, apresentam dois fragmentos, de 126pb e 106pb e os individuos
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com mutacoes em heterozigose apresentam trés fragmentos, de 232pb, 126pb

e 106bp (Tabela 3, Figura 1-C).

Para confirmacao das alteracbes determinadas por meio de digestédo

enzimatica, amostras positivas e negativas para cada alteracdo foram

escolhidas aleatoriamente e submetidas ao seqlenciamento, conforme descrito

nos itens 3.6 e 3.7.

TABELA 3: Padrao de restricdo da digestao enzimatica

Exon Mutacdes Enzima Tamanho do fragmento encontrado (pb)
Fragmento Polimorfismo Polimorfismo
esperado Homozigose heterozigos
5 M98K Stul 218 174/ 44 218 /174 / 44
6 691_692insAG  Bsl/| 201 136 /65 201/136 /65
16 R545Q Bbv | 232 126/ 106 232/126/106

FIGURA 1: Modelo esquematico do padrao de restricao enzimatica em gel de

agarose; A: enzima Stu |; B: enzima Bsl |; C: enzima Bbv |

A B C
Stul Bsl | Bbv |
TIT TA AA 0-0 O-AG AG-AG GG GA AA
21 8pb 201 pb — — 232pb — —
7apb  —— || 1 36pb — — || 12em —
44pb —_— P —— || 106pb

3.9 - Analise estatistica

Realizou-se a andlise descritiva dos dados epidemiol6gicos,

diagnésticos e moleculares da populagéo.

clinicos,
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Os dados foram estatisticamente avaliados por meio do Teste de Qui-
quadrado ou Teste Exato de Fisher para analise de variaveis categéricas, com
o auxilio do programa “Epi Info™ Version 3.3.2”. Valores de p<0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.
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4 . RESULTADOS

4.1. Dados Demograficos e Oftalmoldgicos

O grupo de pacientes estudados era composto por 99 portadores de
GPAA, sendo 46 (46,46%) do sexo feminino e 53 (53,54%) do sexo masculino.
Apresentaram idade média de 63,67 + 12,96 anos, sendo a idade minima de 35
e a idade maxima de 87 anos. Em relacdo a cor da pele, 68 (68,69%) eram
brancos, 17 (17,17%) eram pardos e 14 (14,14%) eram negros.

O grupo controle estudado era composto por 100 individuos, sendo 62
(62,00%) do sexo feminino e 38 (38,00%) do sexo masculino. Apresentaram
idade média de 69,30 + 6,57 anos, sendo a idade minima de 52 e a idade
maxima de 94 anos. Em relacdo a cor da pele, 75 (75,00%) eram brancos, 15
(15,00%) eram pardos € 10 (10,00%) eram negros.

Em relacao aos dados oftalmoldgicos, no grupo com GPAA a PIO média
foi de 24 £ 8,52 mmHg no olho direito (OD) e de 25 + 8,42 mmHg no olho
esquerdo (OE) sendo que estes valores s6 eram alcancados com uso de
medicacao hipotensora, a média da escavacao (lesdao no disco 6ptico) foi de
0,8 £ 0,17 (relagdo escavacao / disco 6ptico) no OD e de 0,8 £ 0,18 (relagao
escavacao / disco 6ptico) no OE. A média do numero de cirurgias neste grupo
foi de 1,31 = 1,18 e a média de medicacdes utilizadas pelos pacientes
diariamente foi de 2,41 + 1,03 colirios. Todos os pacientes apresentavam
alteragbes campimétricas em maior ou menor gravidade de acordo com cada

caso (anexo 2).
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No grupo controle, a PIO média foi de 12 + 2,11 mmHg no OD e de 12
1,73 mmHg no OE e na avaliacao do disco 6ptico, a média da escavacao foi de
0,3 £ 0,09 (relagdo escavacao / disco 6ptico) no OD e de 0,3 £ 0,07 (relagéao
escavacao / disco éptico) no OE. Uma vez que estes pacientes foram
submetidos a avaliagéo cuidadosa para que se enquadrassem nos critérios de
inclusédo pré-determinados, nenhum destes pacientes usava medicamentos
oculares ou haviam sido submetidos a cirurgia ocular prévia e nem

apresentavam alteracées campimétricas (anexo 3).

4.2. Andlise Genética

Ao analisar os resultados encontrados para o exon 4 constatou-se a
auséncia da mutacdo E50K (458 G>A) em nosso grupo de estudo. Porém a
alteracao T34T (412 G>A) foi identificada em 37/99 (37,37%) pacientes
portadores de glaucoma e em 23/100 (23,00%) individuos do grupo controle (p
= 0,027).

Ao avaliar as frequéncias dos gendtipos e alelos da mutagdo T34T,
encontramos como genoétipo mais freqlente no grupo de estudo o “GG” em
62/99 (62,63%) seguido por “GA” em 28/99 (28,28%) e “AA” em 9/99 (9,09%) e
para o grupo controle encontramos “GG” em 77/100 (77,00%) seguido por “GA”
em 17/100 (17,00%) e “AA” em 6/100 (6,00%) (p= 0,086).

Os alelos mais comuns para esta mutacao no grupo de estudo foram o
“G” em 152/198 (76,77%) e “A” em 46/198 (23,23%) € para o grupo controle,
observou-se “G” 173/200 (86,50%) e “A” em 27/200 (13,50%) (p = 0,012)

(Tabela 4).
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A representacdo dos padrées de genotipagem da mutacdo T34T, por

seqlenciamento, encontra-se na Figura 2.

TABELA 4: Mutag6es do gene OPTN avaliadas no estudo

Genotipos*® Alelos
Seqliéncia  Mutagdes GPAA  Controle p GPAA Controle p GPAA Controle
Exon alterada (%) (%) n =99 (%) n =100 (%) n =198 (%) n = 200(%)
4 412G>A T34T 37/99 23/100 0,027 AA: 9 (9,09) AA: 6 (6,00) 0,086  A:46 (23,23) A: 27 (13,50
(37,37) (23,00) GA: 28 (28,28) GA: 17 (17,00) G: 152 (76,77)  G: 173 (86,50,
GG: 62 (62,63) GG: 77 (77,00)
4 458 G>A E50K 0/99 0/100 0 0 0 0
(0,00) (0,00) (0,00) (0,00) (0,00) (0,00)
5 603T>A M98K 1/99 2/100 0,566 AA: 0 (0,00) AA: 0 (0) 0,566 A:1(0,5) A: 2 (1,00)
(1,01) (2,00) TA: 1 (1,01) TA: 2 (2,00) T: 197 (99,5) T: 198 (99,00)
TT: 98 (98,99) TT: 98 (98,00)
6 691_692 codon de 2/99 2/100 0,991 AG-AG:0 (0,000 AG-AG:0(0) 0,991 AG: 2 (1,02) AG: 2 (1,00)
ins AG parada (2,02) (2,00) 0-AG: 2 (2,03) 0-AG: 2 (2,00) 0: 196 (98,98) 0: 198 (99,00
prematuro 0-0: 97 (97,97) 0-0 98: (98,00)
0,014 AA: 0 (0,00) 0,011
16 1994G>A R545Q 10/99 23/100 GA: 10 (10,11) AA: 0 (0) A: 10 (5,05) A: 23 (10,65)
(10,10) (23,00) GG: 89 (89,89) GA: 23(23,00) G: 188 (94,95) G:177 (89,35

*gendtipos homozigoto/heterozigoto/esperado
p (colocar o teste estatistico utilizado): analise entre os grupos GPAA e controle

GG: 77 (77,00)
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A

110 1249 130
CAAACCT GG ACAC G TTACCCC GG AG

.

B

100 110 12
A A ACCTGGACAQATTTACCCCGGAGG AQ

Cc

100 110 !
AAACCTGGACACHT TTACCCZCGG AGGA

FIGURA 2: Representagcédo dos padrées de genotipagem da mutacédo T34T, no
exon 4 do gene OPTN, apbds seqlenciamento direto automatizado. (A)
Controle, (B) Mutagcdo T34T(412G—~>A) em homozigose, (c) Mutagao
T34T(412G—~>A) em heterozigose.

Na anadlise do exon 5, a mutacdo M98K (603T>A) foi encontrada em
1/99 (1,01%) pacientes portadores de glaucoma e em 2/100 (2,00%) individuos
do grupo controle (p= 0,566 ). A avaliacao das freqiiéncias dos gendétipos e

alelos da mutacdo M98K apresentou como genoétipo mais freqliente no grupo



33

de estudo o “TT” em 98/99 (98,99%) casos, seguido por “TA” em 1/99 (1,01%)
casos. No grupo controle encontrou-se “TT” em 98/100 (98,00%) individuos,
seguido por “TA” em 2/100 (2,00%) individuos (p= 0,566). O gendtipo
homozigoto “AA” nao foi encontrado em nenhum dos grupos estudados. Os
alelos mais comuns para esta mutacdo no grupo de estudo foram o “T” em
197/198 (99,50%) pacientes e “A” em 1/198 (0,50%) pacientes e para o grupo
controle observou-se “T” em 198/200 (99,00%) individuos e “A” em 2/200
(1,00%) individuos. Os resultados ndo foram estatisticamente significantes
quando comparamos 0s gendtipos e alelos entre os grupos (Tabela 4). As
representacbes dos padrbées de genotipagem da mutacdo M9I8K, por
sequenciamento e restricdo enzimatica, encontram-se nas Figuras 3 e 4,

respectivamente.
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A

130 140 150 160
A AGCAALAGAGCGTCTAAT)GGCCTTGAGTCATGAGALATC

120 130 140 150

FIGURA 3:. Representacao dos padrées de genotipagem da mutacdo M98K,
no exon 5 do gene OPTN, ap6s seqienciamento direto automatizado. (A)
Controle, (B) Mutacdo M98K (603T>A) em heterozigose.

FIGURA 4: Representacdo da analise da mutacdo M98K, no exon 5, por meio
de digestdo com a enzima Stul em gel de agarose 3,0%.

M. Marcador de peso molecular (“Ladder 50pb”);

1 e 2. Controle (+) para a mutacdo em heterozigose para o genétipo TA;

3,4, 5, 6 e 7. Pacientes homozigotos para o gendtipo TT
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Relacionado a mutagcédo “cédon de parada prematuro” (691_692insAG)
no exon 6, a freqiéncia encontrada foi de 2/99 (2,02%) pacientes portadores
de glaucoma e em 2/100 (2,00%) individuos do grupo controle (p = 0,991). A
avaliacao das frequéncias dos genétipos e alelos da mutagdo 691_692insAG,
apresentou como genétipo mais freqlente tanto no grupo de estudo quanto no
grupo controle a auséncia da inser¢cdao “AG” entre as posicbes 691_692 do
exon 6, o qual denominamos “0_0". Este gendétipo foi encontrado em 97/99
(97,97%) glaucomatosos e 98/100 (98,00%) individuos do grupo controle. A
insercao “AG” entre as posicdes 691_692 do exon 6 foi denominada gendtipo
“0_AG” e foi encontrada em 2/99 (2,02%) pacientes portadores de glaucoma e
em 2/100 (2,00%) individuos do grupo controle. O gendtipo homozigoto
“AG_AG” nao foi encontrado em nenhum dos grupos estudados. O padrao dos
alelos para esta mutacao foram, a auséncia de insercao (alelo“0”) e a insercao
(alelo “AG”). O alelo “0” foi encontrado em 196/198 (98,98%) glaucomatosos e
em 198/200 (99,00%) controles. O alelo “AG” foi encontrado em 2/198 (1,02%)
e 2/200 (1,00%) individuos dos grupos de estudo e controle, respectivamente.
O valor estatistico da comparacao entre grupos estudo e controle ndao foram
significantes (p= 0,991) (Tabela 4). As representagcdes dos padrdes de
genotipagem da mutacdo 691_692insAG, por seqlenciamento e restricao

enzimatica, encontram-se nas Figuras 5 e 6, respectivamente.
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D
CCCCAC TG ATG ACTCC AG

FIGURA 5: Representacédo dos padrbes de genotipagem da mutacéo “cédon de
parada prematuro” (691_692insAG), no exon 6 do gene OPTN, apés
seqlenciamento direto automatizado. (A) Controle (B) corresponde a mutagao

cbédon de parada prematuro (691_692insAG) em heterozigose.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
M 0-AG 0-AG 00 0-0 0-0 0-0 0-0 0-AG 0-AG

3

e e L e

s Weoid B «——136pb

FIGURA 6: Representacdo da analise da mutacdo “cdédon de parada
prematuro” (691_692insAG), no exon 6, por meio de digestdo com a enzima
Bsll em gel de agarose 3,0%.

M. Marcador de peso molecular (“Ladder 50pb”);

1, 2 Controles (+) para a mutagdo em heterozigose para o genoétipo 0-AG;

8 e 9 Pacientes com mutacado em heterozigose para o gendtipo 0-AG;

3, 4, 5, 6 e 7 Pacientes homozigotos para o genétipo 0-0.
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Na avaliacdo do exon 16, a mutacao R545Q (1994G>A) foi encontrada
em 10/99 (10,10%) pacientes portadores de glaucoma e em 23/100 (23,00%)
individuos do grupo controle (p= 0,014). Na avaliacdo das freqUéncias dos
genoétipos e alelos da mutacdo R545Q, encontramos como genédtipo mais
freqUente no grupo de estudo o “GG” em 89/99 (89,89%) pacientes, seguido
por “GA” em 10/99 (10,11%) pacientes. No grupo controle encontramos “GG”
em 77/100 (77,00%) pacientes, seguido por “GA” em 23/100 (23,00%)
pacientes (p= 0,011) o gendtipo homozigoto “AA” nao foi encontrado em
nenhum dos grupos estudados. Os alelos mais comuns para esta mutagdo no
grupo de estudo foram o “G” em 188/198 (94,95%) pacientes e 0 “A” em 10/198
(5,05%) pacientes e para o grupo controle observou-se o alelo “G” em 177/200
(88,50%) individuos e o alelo “A” em 23/200 (11,50%) individuos. Os resultados
foram estatisticamente significantes quando comparamos o0s genoétipos (p=
0,011) e alelos (p= 0,019) entre os grupos (Tabela 4). As representacdes dos
padrées de genotipagem referentes a mutacao R545Q, por seqlienciamento e

restricdo enzimatica e, encontram-se nas Figuras 7 e 8, respectivamente.
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A

100 110 120
CAGGGACTGGCOGOGCAACAGCGG!

100 110
CAGGGACTGG GCAACAGC GG

L

FIGURA 7: Representagao dos padroes de genotipagem da mutagdo R545Q
(1994G>A), no exon 16 do gene OPTN, apés seqienciamento direto
automatizado. (A) Controle (B) Mutagao R545Q (1994G>A) em heterozigose.

M GA GA GG GA GA GG GA

<«———126pb

FIGURA 8:: Representacado da andlise da mutagdo R545Q, no exon 16, por
meio de digestdo com a enzima Bbvl em gel de agarose 3,0%.

M. Marcador de peso molecular (“Ladder” 50pb);

1,2, 4,5 e 7. Pacientes com mutacdo em heterozigose para o gendétipo GA;

3 e 6. Pacientes homozigotos para o genétipo GG.
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5. DISCUSSAO

Ainda é cedo para afirmar que a presenca de mutacdées no gene OPTN
ird seguir a mesma distribuicio mundial do gene TIGR/MYOC (3 a 5% em
diversas populag¢des avaliadas). Primeiro porque algumas mutacées do gene
OPTN parecem estar associado mais freqtientemente ao GPN, forma menos
comum de glaucoma entre as populacées caucasbdides e negras, sendo mais
predominante na populacdo Japonesa; segundo, pela falta de mais estudos
envolvendo diferentes populacdes; e, finalmente, porque este pode ser um
gene de influéncia restrita a certos grupos populacionais. Em nossa populacao
este gene apresentou caracteristicas singulares, ora como fator protetor para a
doenca ora como fator causador da doenga, fato descrito por apenas alguns

estudos analisados.

5.1 Polimorfismo E50K (458 G>A)

Neste estudo avaliou-se uma populacédo de etnia variada, composta por
99 individuos portadores de GPAA (PIO > 21 mmHg) e por 100 voluntarios,
sem glaucoma, formando o grupo controle. Nao encontramos a mutacdo E50K
(458 G>A) nesse grupo estudado, resultado contrario ao descrito por Rezaie et
al (2002). Esses autores avaliaram um total de 54 familias com padrao de
heranca autossdmica dominante para GPAA, e descreveram a presenca da
mutacdo E50K (458 G>A), no exon 4, em sete de 52 familias estudadas
(13,5%) para esta mutacdo. Nao foi encontrada essa mutacdo nos 540

individuos que formaram o grupo controle o que conferiu a este resultado uma
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forte significancia estatistica (p=2,74 x 10®). Nas sete familias glaucomatosas
com a mutacdo, 38 individuos apresentavam a mutacdo associada ao
glaucoma, enquanto 16 individuos eram portadores assintomaticos do gene.
Dos 38 individuos com glaucoma, sete (18,42%) tinham PIO elevada, entre 23
e 26 mmHg, e os outros 31 (81,58%) individuos apresentavam PIOs dentro dos
valores considerados estatisticamente normais (PIO < 21 mmHg). Este dado
mostrou uma maior incidéncia desta mutacao entre os portadores de GPN.

O nosso trabalho analisou apenas individuos portadores de GPAA e néo
portadores de GPN e a histéria familiar para glaucoma nao foi um critério
necessario para a inclusao no estudo. Estes fatos podem ter contribuido para a
nao identificacdo desta mutacdo em nossa populacdo. Entretanto, existem
outros estudos, realizados com uma populacdo com GPN, supostamente
propicia ao encontro da mutacdo ES50K (458 G>A), que apresentaram
resultados semelhantes aos nossos. Entre estes estdo os estudos de Fause et
al (2004) e Toda et al (2004), que avaliaram individuos portadores de glaucoma
na populacao japonesa. Fause et al (2004) avaliaram um grupo composto por
89 pacientes com GPAA, 65 pacientes com GPN e 100 individuos controle,
sem glaucoma. Toda et al (2004) avaliaram um grupo composto por 165
pacientes com GPAA, 148 pacientes com GPN e 196 individuos controle, sem
glaucoma. Nesses estudos nao foi identificada a mutacdao E5S0K o que levou os
autores a sugerirem que caracteristicas populacionais especificas podem estar
relacionadas a presenca da mutagao.

Outras populagcbes foram estudadas quanto a incidéncia da mutacao
E50K. Baird et al (2004) publicaram resultados parciais de um estudo

prospectivo realizado com a populagao australiana na regido de Blue Mountain
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em New South Wales. Analisaram 18 pacientes portadores de GPAA e 9
portadores de GPN de um grupo de 108 portadores de glaucoma do estudo
inicial do Blue Mountains Eye Study, comparando a um grupo controle formado
por 94 individuos e também nao encontraram a mutacdo E50K (458 G>A) nos
pacientes estudados. Weischuh et al (2005) em outro estudo com a populagao
alema avaliaram um grupo de 112 pacientes portadores de GPN e 100
individuos controles, sem a doenca e assim como outros autores ja citados néao
encontraram a mutacdo E50K (458 G>A). Diante desse resultado, os autores
supdem ser rara a presenca da mutagdo E50K (458 G>A) nessas populacdes
estudadas.

Alguns estudos identificaram a mutacao E50K (458 G>A) em diferentes
populagdes, porém em freqiéncia menor do que a descrita por Rezaie et al, em
2002.

Alward et al (2003) estudaram 1048 pacientes com glaucoma (GPN e
GPAA) de diferentes etnias e 251 individuos controles. A mutacdo E50K (458
G>A) foi encontrada em apenas um individuo no grupo de GPAA (0,1%). Este
paciente pertencia ao grupo de 29 individuos com GPN e histéria familiar para
glaucoma (3,5%). A partir desses resultados os autores sugerem que, apesar
de pouco freqliiente nessa populacdo, a mutacdo E50K (458 G>A) tem
correlacdo com a hereditariedade. Em nossa opinido esta afirmacédo deve ser
melhor avaliada uma vez que existe a possibilidade deste paciente apresentar
esta mutagdo ao acaso, ou mesmo nao estar associada ao desenvolvimento do
GPN. Uma forma de reforcar a sugestao dos autores em relacdo a mutagao
E50K seria avaliar o seu padrdo de segregacdo com a doenca nos outros

familiares.
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Avaliando a populacdo britanica, Aung et al (2003) estudaram 315
individuos portadores de glaucoma (132 com GPN e 183 com GPAA), além de
95 individuos controles, sem glaucoma. Encontraram a mutagcdo E50K (458
G>A) em dois dos 315 portadores de glaucoma (0,6%), € nenhuma alteragao
foi descrita no grupo controle. Os dois individuos com alteragédo apresentavam
GPN (1,5%). Os autores descrevem a mutacdo E50K (458 G>A) como uma
causa esporadica de GPN nessa populacéo. Esses resultados se contrapdem a
alta freqiiéncia da mutacdo E50K (458 G>A) encontrada por Rezaie et al
(2002), descrita em sete das 52 familias estudadas (13,5%). Essa alta
prevaléncia pode estar relacionada a escolha da populacdo estudada, onde
todas as familias apresentavam heranca autossémica dominante para GPAA.

Em outro estudo, Hauser et al (2006), avaliando um grupo da populagéo
norte americana, de etnia variada, encontraram apenas 1 portador da mutacéo
E50K (458 G>A) entre os 67 pacientes avaliados com GPN (1,49%). Os 86
individuos do grupo com GPAA e os 100 individuos do grupo controle nao
apresentaram a mutagdo. Os autores sugerem uma correlagdo entre a mutagao
E50K (458 G>A) e uma forma mais severa do GPN, usando como argumentos
caracteristicas como a precocidade e severidade do dano glaucomatoso
apresentado pelo paciente com a mutagao.

A partir dos nossos resultados, comparados aos achados desses
estudos anteriormente citados, supomos que a freqiéncia variada da mutacao
E50K (458 G>A) pode estar associada as caracteristicas genéticas de cada
populacdo. E importante que novos estudos sejam desenvolvidos, com o intuito
de tracar melhor o perfil genético dessa mutacdo em cada grupo étnico. A

reproducao desses achados em um maior numero de pacientes podera dar
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respaldo as correlagdes com a mutacdo ES50K (458 G>A) sugeridas por esses

autores.

5.2 Mutacédo T34T (412 G> A)

Nosso estudo identificou a mutacdo T34T (412 G> A) em 37 dos 99
pacientes portadores de GPPA estudados, numa freqiéncia de 37,37%, e em
23 dos 100 individuos que formavam o grupo controle, numa freqiiéncia de
23,00% diferenca estatisticamente significante (p= 0,027). Na analise dos
genotipos nos grupos de pacientes com GPAA e controle, o genédtipo mais
frequente foi o GG, (62,63% / 77,00%), seguido pelo genétipo GA, (28,28% /
17,00%), e pelo gendtipo AA, (9,09% / 6,00%). Contudo na analise das
freqiéncias dos genétipos nao houve diferenca entre os grupos (p= 0,086).
Entretanto na analise da freqiéncia dos alelos houve diferenga
estatisticamente significante entre os grupos (p= 0,012.

No primeiro estudo de identificacdo do gene OPTN, publicado por
Rezaie et al (2002), esta mutacdo nao foi descrita. Entretanto varios estudos
posteriores investigaram a presenca da mutacdo T34T (412 G> A) em
pacientes com glaucoma, encontrada em freqgliiéncia semelhante aos nossos
resultados.

Funayama et al, (2004) avaliaram um grupo composto por 194 pacientes
portadores de GPAA e 218 individuos controles, sem glaucoma, na populagéao
japonesa. Apresentaram como resultado uma prevaléncia da mutacao T34T
(412 G> A) em 69 dos 194 portadores de GPAA (35,6%) e em 52 dos 218

individuos controles (23,9%). A comparacdo dos grupos portadores de
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glaucoma com o grupo controle foi estatisticamente significante no grupo com
GPAA (p= 0,009). Na andlise da freqiiéncia dos alelos no grupo controle o alelo
G foi encontrado em 382/436 alelos (87,6%) e o alelo A em 54/436 alelos
(12,4%) e nos portadores de GPAA, o alelo G foi encontrado em 311/388 alelos
(80,2%) e o alelo A foi encontrado em 77/388 alelos (19,8%) apresentando p=
0,003 na comparagao com o grupo controle.

Forsman et al (2003) analisaram familias com diagnéstico de glaucoma
na Finlandia, e encontraram o polimorfismo T34T (412 G> A) em seis de 11
pacientes com glaucoma (54,5%).

Uma alta freqiéncia da mutacdo T34T (412 G> A) também foi
apresentada por Willoughby et al (2004), analisando pacientes portadores de
GPAA na Inglaterra. Os autores obtiveram como resultado a incidéncia do
T34T(412 G>A) em 23 dos 49 portadores de GPAA avaliados (46,9%) e em 42
dos 107 individuos controles (39,25%).

Um estudo envolvendo a populagdo chinesa também evidenciou a
presenca da mutacdo T34T(412 G>A), numa freqiéncia menor do que a
identificada no trabalho anterior. A mutacdo foi identificada em 19 dos 119
portadores de GPAA (16,0%) e em 12 dos 126 individuos do grupo controle
(9,5%), porém a diferenca nao foi estatisticamente significante entre os grupos
(Leung et al,2003). Outro estudo, também envolvendo a populagdo chinesa,
identificou essa mutacdo em 76 dos 294 portadores de GPAA analisados,
numa frequéncia de 25,85% e em 59 dos 281 individuos controles (20,99%).
Nesses varios estudos a freqliéncia da mutacdo T34T(412 G>A) é

significantemente maior no grupo de pacientes com glaucoma, quando
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comparados ao grupo controle. Entretanto, existem outros trabalhos onde esta
diferenca nao ocorre.

A mutacao T34T(412 G>A) foi pesquisada nos trabalhos de Tang et al
(2003) e Fause et al (2004), com a populacdo japonesa, e posteriormente
Rezaie, Sarfarazi et al (2005) avaliando um grupo de individuo da Suécia, sem
diferenca estatistica quanto a presenca da mutacao nos grupos com glaucoma
em relacao aos grupos controles estudados. Da mesma forma Mukhopadhyay
et al (2005), avaliando pacientes de varias partes da india, e Hauser et al
(2006), estudando individuos nos Estados Unidos da América do Norte,
também identificaram a mutacdo numa freqiéncia semelhante entre os grupos.

Nossos resultados séo concordantes com os achados de Forsman et al,
2003, Funayama et al, 2004, Fan et al, 2005 e Weischuh et al, 2005 e
discordantes dos estudos de Tang et al, 2003, Fause et al, 2004, Rezaie,
Sarfarazi et al, 2005, Mukhopadhyay et al, 2005 e Hauser et al, 2006.

Apesar de nao apresentar uma diferenca estatisticamente entre a
frequéncia do T34T no grupo de doentes e controle, os resultados de
Mukhopadhyay et al (2005) sugerem um papel protetor deste gene em relacéao
a doencga. Seu resultados apresentam uma freqiéncia do gene em 47% do
grupo controle contra 33% do grupo de estudo. Este resultado € totalmente
discordante dos nossos achados, uma vez que a mutacdo T34T em nossa
populacdo demonstrou-se causador da doenca sendo encontrado em 37,37%
dos pacientes com GPAA e em 23,00% dos controles (p=0,027).

A diversidade étnica entre as populacées estudadas pode ser o fator que
explique a grande variacao de resultados. A melhor definicdo do perfil genético

de cada populagcédo poderia auxiliar na busca, caso haja, de um denominador
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comum entre os grupos das diferentes etnias. O glaucoma é uma doenca
multifatorial, sendo varios os polimorfismos e mutagcdes que podem estar
envolvidos na génese desta doenca, seja como fator protetor ou deletério ao

seu portador.

5.3 Mutacao M98K (603 T>A)

Encontramos a mutagdo M98K (603 T>A) em apenas um dos 99
individuos do grupo portador de GPAA (1,01%), e em dois dos 100 individuos
do grupo controle (2,00%), diferenca nao significante entre os grupo (p=0,566).

Nossos resultados sdo contrarios aos apresentados por Rezaie et al
(2002), que encontraram a mutacao em oito (17,8%) das 45 familias portadoras
de GPAA analisadas para esta mutacao. A freqiéncia da mutacao foi de 13,6%
no grupo de pacientes glaucomatosos (23 pacientes com a mutacdo em 169
pacientes), onde 20 dos 23 portadores da mutacao apresentavam GPN (87%).
No grupo controle esta alteragdo foi encontrada em nove dos 422 individuos
controle (2,1%). A diferenca da freqiéncia da mutagdo entre os dois grupos
apresentou-se significante, com o valor de p=2,18 x10™.

A discordancia dos nossos achados em relacao ao estudo de Rezaie et
al (2002) pode estar relacionada ao grupo avaliado, j& que nosso estudo
avaliou pacientes portadores de GPAA, e Rezaie et al avaliaram pacientes com
GPN. Outro fator citado pelo préprio autor que deve ser analisado é a idade
média do grupo controle, que em seu estudo foi de 54,3 anos nao

apresentando o desvio padrdo. E sabido que o glaucoma tem uma maior
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incidéncia em idades mais avancadas, ou seja, existe a possibilidade de algum
dos individuos do grupo controle (422 individuos) vir a desenvolver esta doenca
ao longo dos anos, o que mudaria o resultado do estudo. Buscamos em nosso
estudo um grupo controle com idade avancada, apresentando média de 69,08
anos + 6,57, tentando minimizar este possivel erro.

Contrapondo a hip6tese, apresentada por Rezaie et al em 2002 ,de que
a mutacdo M98K teria um papel causador da doenca em individuos com GPN
existem estudos que avaliaram pacientes portadores de GPN, encontramos
uma freqiiéncia da mutacdo M98K (603 T>A) variando entre 6,3%, nha
populacéo alema (Weisschuh et al, 2005) e 36,7%, na populacéo chinesa (Fan
et al, 2005), outros estudos nas populagdes japonesa (Tang et al, 2003; Toda
et al, 2004; Funayama et al, 2004) e australiana (Baird et al, 2004), também
descrevem a presenca da mutacdo M98K (603 T>A), porém todos sem
diferenca estatisticamente significante entre o grupo com GPN e o grupo
controle.

Os estudos que analisaram a mutacao M98K (603 T>A) em portadores
de GPAA, como o0 nosso, encontraram a mutacdo numa freqiiéncia que variou
entre 4,5% (Rezaie, Sarfarazi, 2005), na populacao da Suécia e 30,6% (Fan et
al, 2005), na populacao chinesa. Entretanto, nesses dois estudos, também nao
houve significancia estatistica na comparacdo com o grupo controle. Leung et
al (2003), também avaliando a populacdo chinesa, encontraram uma
freqiéncia de 24,6% da mutacdo nos portadores de GPAA e de 28,6% no
grupo controle. Wiggs et al (2003), avaliando um grupo de individuos da
Inglaterra e do sudeste dos Estados Unidos da América, identificaram a

mutacao numa freqiéncia de 9% nos portadores de GPAA e de 10% no grupo
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controle. Nesses ultimos dois estudos também n&o houve diferenga significante
entre 0s grupos.

Melki et al (2003) estudaram 237 franceses e 56 marroquinos portadores
de GPPA e um grupo controle formado por 110 e 60 individuos,
respectivamente. Encontraram a mutacdo M98K (603 T>A), na populacédo
francesa, na frequéncia de 11 entre 237 pacientes portadores de GPAA
(4,64%) e de cinco entre 110 individuos controles (4,54%). Na populacédo
marroquina a frequéncia foi de seis entre 56 portadores de GPAA (10,7%) e de
cinco entre 60 individuos controles (8,33%). Este dado levou o autor a sugerir
que a mutacao M98K (603 T>A) seja mais freqlente na populacdo marroquina
quando comparada a populacao francesa, entretanto sem diferenca quando
analisada a freqiiéncia entre doentes e controles para cada populacao.

Willoughby et al, em 2004, avaliando GPAA e individuos controles, sem
glaucoma, em uma populagdo miscigenada, composta por individuos
predominantemente descendentes de europeus e canadenses (57,5%), porém
também formada por chineses (4,5%), descendentes africanos oriundos do
Caribe (12%), filipinos, indianos do leste da india e individuos oriundos da
Malasia (26%). Seu trabalho relata a presenca da mutacdo M98K (603 T>A)
principalmente nos individuos de etnia européia, descendentes africanos
oriundos do Caribe e oriundos da Malasia, na freqiéncia de oito entre 49
portadores de GPAA (16,3%) e quatro entre 101 individuos controles (3,9%),
apresentando p= 0,02 na compara¢édo do grupo controle com o grupo portador
de GPPA. Diante destes resultados, o autor observa que a mutacdo M98K (603

T>A) também esta presente nos portadores de GPAA, como ja apresentado
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por outros autores. A diversidade étnica entre as populacées pode estar
relacionada a frequiéncia variada nas mutagdes do gene OPTN.

Mukhopadhyay et al, 2005 em trabalho realizado na india com 200
portadores de GPAA e 200 controles encontraram a mutagdo em 22/200
(11,0%) e 11/200 (5,5%), respectivamente nao sendo estatisticamente
significante a diferenca porem sugerindo um efeito causador da doenca nesta
populacéo.

Alward et al, 2003 analisaram 1048 pacientes de etnia variada
portadores de GPAA, GPN, glaucoma exfoliativo, glaucoma pigmentar e 251
controles. No resultado geral, a mutacdo M98K (603 T>A) nao foi
estatisticamente significante na analise dos grupo doentes e ndo doentes onde
a incidéncia foi de 109/1048 (10,4%) e 18/251 (7,2%), respectivamente. Porém,
ao avaliar o sub- grupo dos japoneses portadores de GPN a incidéncia nos
doentes foi de 51 / 247 (20,7%) comparada a 8 / 89 (9,0%) nos controle com
um valor de p=0,01. Este fato reforca a hipbtese de que fatores étnicos

influenciam na presenca das mutacoes.

5.4 Mutacao codon de parada prematuro (691_692insAG)

Em relacdo a mutagao “cédon de parada prematuro” (691_692insAG) no
exon 6, no presente estudo encontramos na populacdo estudada uma
freqiéncia baixa nos dois grupos analisados, 2/99 (2,02%) nos pacientes
portadores de glaucoma e em 2/100 (2,00%) dos individuos do grupo controle,

dados estes que nao foram significantes estatisticamente (p= 0,929).
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A baixa frequéncia da mutacdo coédon de parada prematuro
(691_692insAG) no exon 6 foi também descrita por Rezaie et al em 2002 que
encontraram esta mutagcdo em apenas 1/ 46 (2,2%) individuos portadores de
glaucoma e em nenhum individuo no grupo controle obtendo em sua analise
estatistica um valor de p=0,187.

Desde entdo alguns autores avaliaram diferentes populagcbes e
constataram que a presenca desta mutacdo é pouco frequente. Toda et al,
(2004) e Fuse et al, 2004 avaliaram a populacado japonesa com um grupo de
portadores de GPAA e controle sem a doencga e ndo encontraram a mutagao
“cddon de parada prematuro” (691_692insAG) em nenhum de seus grupos de
estudos.

Baird et al, (2004) na andlise do estudo “Blue Mountains Eye Study” com
a populacédo caucasiana da Australia também nao encontraram esta mutacgao,
assim como os autores Weisschuh et al (2005) realizaram estudo avaliando
112 pacientes com glaucoma provenientes de dois hospitais na Alemanha e
100 voluntarios normais e ndo encontraram a mutacao.

Baseado nestes estudos, concluimos que a mutagcédo “cédon de parada
prematuro” (691_692insAG) apesar de ter sido citada por Rezaie et al, (2002)
como alteragdo causadora da doenca, nao apresenta uma freqiéncia

significativa entre estas populacoes e nem pdde ser correlacionada a doenca.

5.5 Mutacdo R545Q (1994G>A)

Nosso estudo detectou a mutacdo R545Q (1994G>A) do exon 16 numa

freqiéncia de 10/99 (10,10%) no GPAA e 23/100 (23,00%) nos controles,
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caracterizando uma diferenga na analise entre os grupos (p= 0,014). A
determinacao desta alteracdo também foi descrita por outros autores em
diferentes populagdes.

No estudo de Rezaie et al em 2002 a mutagdo R545Q (1994G>A) foi
descrita numa frequéncia de 1/46 (2,2%) nos pacientes portadores de
glaucoma e em nenhum individuo do grupo controle, na andlise estatistica o
valor de p= 0,315 foi determinado.

Posteriormente a publicagdo de Rezaie et al, 2002 varios autores
desenvolveram estudos avaliando a presenca da mutacdo R545Q (1994G>A).
Autores como Fuse et al em 2004 estudando a populacdo japonesa em um
grupo de 89 GPAA e 100 controles, Baird et al, também em 2004 na andlise do
estudo “Blue Mountains Eye Study” com a populacdo caucasiana da Australia,
assim como Weisschuh et al em 2005 que avaliaram 112 pacientes alemées
com glaucoma e 100 voluntérios normais, ndo encontraram a mutagdo R545Q
(1994G>A) em nenhum dos individuos analisados em seus estudos.

Tang et al em 2003, Toda et al em 2004 e Funayama et al, 2004
realizaram trés estudos com portadores de GPAA e controles normais na
populacao japonesa e encontraram a mutacdo R545Q (1994G>A) em todos os
grupos analisados, numa freqiéncia de aproximadamente 5,5% no GPAA e de
aproximadamente 5,0% no grupo controle o que nao caracterizou diferenca
estatisticamente significante. No que diz respeito aos seus resultados
Funayama et al, (2004) sugerem que esta mutacdo R545Q (1994G>A) seja
mais freqliiente na populacdo japonesa quando comparada a populacao

caucasoide.
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Leung et al em 2003 estudaram 119 portadores de GPAA e 126
controles na populagéo chinesa, assim como, Fan et al que em 2005 avaliaram
a mesma populagdo com um grupo de 294 GPAA e 281 controles e
encontraram a mutagdo R545Q (1994G>A) em uma freqiéncia semelhante
entre os grupos. Leung et al (2003) apresentam a alteracdo em 6,7% dos
GPAA e 8,7% dos os controles e Fan et al (2005) relatam uma freqiéncia de
6,8% para o GPAA e 6,7% para os controles.

Alward et al, 2003 analisaram 1048 pacientes de etnia variada
portadores de glaucoma e 251 controles. No resultado geral a mutacdo R545Q
(1994G>A) nao foi estatisticamente significante na analise dos grupos doentes
e nao doentes, onde a incidéncia foi de 12/1048 (1,2%) e 3/251 (1,2%)
respectivamente com valor de p=1,00.

Willoughby et al, 2004 avaliaram uma populagédo miscigenada composta
por individuos predominantemente europeus e canadenses (57,5%), porém
também composta por chineses (4,5%), descendentes africanos oriundos do
Caribe (12,0%), filipinos e indianos do leste e individuos oriundos da Malasia
(26,0%) e também portadores de glaucoma e controles normais (101).
Determinaram a mutagcdo R545Q (1994G>A) neste grupo de estudo na
frequéncia de 0/48 (0%) no GPAA e 3/184 (1,63%) nos controles. Contudo é
importante relatar que os individuos que apresentaram a mutacdo R545Q
(1994G>A) eram de etnia chinesa. A variabilidade na freqiéncia de
aparecimento das mutacdes pode ter forte correlagdo com a diversidade de
caracteristicas étnicas de populagdes especificas.

Em 2005, Mukhopadhyay et al, realizaram um estudo na india com 200

portadores de GPAA e 200 controles, encontrando a mutacdo R545Q
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(1994G>A) em 6/200 (3,0%) GPAA e 0/200 (0%) controles sendo a diferenca
estatisticamente significante (p<0,05). Este dado conferiu a esta mutagdo um
caracteristica de causador da doenca para esta populacao.

Contudo nossos resultados apresenta caracteristicas completamente
divergente as apresentadas por Mukhopadhyay et al, 2005 uma vez que para
nossa populacdo a mutacao R545Q apresentou-se como fator protetor para a
doenca ja a frequéncia foi de 23,00% nos controle contra 10,105 nos GPAA
(p=0,014).

E interessante ressaltar que a andlise de trés mutacdes T34T, MI8K e
R545Q na populacdo Indiana (Mukhopadhyay et al, 2005) encotramos
caracteristicas divergentes de nossa populagéo. A primeira quanto a freqiéncia
da mutacdo T34T que foi de 47% do grupo controle contra 33% do grupo de
estudo sugerindo um papel protetor deste gene em relacdo a doenca. A
segunda quanto a mutacdo M98K onde a frequéncia foi de 22/200 (11,0%) no
GPAA e 11/200 (5,5%) nos controles, mesmo que a diferenca ndo seja
estatisticamente significante sugeri um efeito causador da doenca nesta
populacédo. E no terceira mutacdo a R545Q a frequéncia foi de 6/200 (3,0%)
GPAA e 0/200 (0%) controles (p<0,05) o que conferiu a esta mutacdo um
caracteristica de causador da doenca. Nestas trés situacbes 0s Nnossos
resultados mostraram-se contraditério deixando evidente a necessidade da
realizacdo de novos estudos em busca de dados mais sélidos diante desta

adversidade étinica.
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6. CONCLUSOES

1- A mutagdo T34T (412 G>A) no exon 4 do gene OPTN foi encontrado em
37,37% pacientes portadores de GPAA e em 23,00% individuos do grupo
controle (p = 0,027) o que confere a esta mutacdo um efeito causador da

doenca nesta populacao.

2- A mutagdo E50K (458 G>A) no exon 4 do gene OPTN esteve ausente em

nosso grupo de estudo.

3- A mutacao M98K (603 T>A) no exon 4, e a mutagcdo cédon de parada
prematuro (691 _692insAG) no exon 6 do gene OPTN, foram encontradas em
baixa freqiéncia o M98K em 1,01% nos GPAA e 2,00% nos controles e o
691_692insAG em 2,02% nos GPAA e 2,00% nos controles. Nao houve
diferenca estatisticamente significante na comparacao entre o grupo de GPAA
e 0 grupo controle para as duas mutacdes. Neste estudo concluimos que estas

mutagbes ndo sado freqlientes em nossa populagao.

4- Detectamos a mutacdo R545Q (1994G>A) do exon 16 numa freqiéncia de
10,10% nos GPAA e 21,29% nos controles, caracterizando uma diferenga
estatisticamente significante na analise entre os dois grupos (p= 0,027). Para
nossa populacdo a mutacao R545Q apresentou-se como fator protetor para a

doencga.
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7. ANEXOS

ANEXO 1: Extracao do DNA genémico por fenol cloroféormio

Protocolo Primeira Etapa:

Coleta de sangue em tubo contendo EDTA ou ACD;

Centrifugagao por 10 minutos a 2500rpm;

Descarte do plasma com pipeta Pasteur descartavel, em descarte com
solucédo de hipoclorito, num Becker.;

Remocéo dos globulos brancos (leucdcitos) com pipeta Pasteur;
Transferéncia dos leucécitos para um tubo de polipropileno do tipo
“Falcon”de 15ml;

Adicao de tampao RSB 1X até completar o volume final de 11ml no tubo;
Adicdo de 60yl de NONIDET - P40 (TRITON ou IGEFAL) e
homogeneizacao por 10 minutos;

Centrifugacdo a 2500rpm por 10 min e descarte do sobrenadante no
descarte;

Ressuspensdo do “pellet” em 0,5ml de tampdo RSB 1X seguida de

homogeneizacao;

10-Lise das hemacias com 3,0ml| de sabao SDS;

11-Adigéao de 40 pL de proteinase K;

12-Levar a estufa por 2 - 3 horas a 37°C ou overnight;

Protocolo Segunda Etapa:

1-

Adicionar 3,0 mL de fenol no tubo falcon.;
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Homogeneizacao por 10 minutos, seguida de centrifugacao a 2500 rpm por
10 min;

Remocéao da porcao superior do tubo (transparente), com pipeta Pasteur
para outro tubo “Falcon”;

Adicao de cloroférmio-alcool iso-amilico com fenol saturado (1:1) (1,5ml de
cloroférmio e 1,5ml de fenol.saturado);

Homogeneizagdo por 10 minutos e centrifugagdo por mais 10 minutos a
2500 rpm;

Remocéo da porcéo inferior do tubo (fenol), com pipeta Pasteur, seguida de
adicao de 3.0ml de cloroférmio-alcool iso-amilico;

Homogeneizacdao por 10 minutos e centrifugacdo por mais 10 minutos a
2500 rpm seguida de remocao completa da porgao inferior do tubo;

Adicao de 6.0ml de etanol absoluto gelado, para que haja a precipitacao do
DNA;

Manutencdo do DNA precipitado a 4°C por 16 horas, seguida da remog¢ao

do DNA com uma pipeta e ressuspensao em 200 a 250ul de tampéao TE;

Solucoes empregadas

Para a realizacao das técnicas previamente descritas, foram utilizadas

algumas solugdes cujos protocolos encontram-se a seguir:

Para extracdo de DNA:

RSB 10X (500,0 mL):

Tris HCI pH 7,6; 0,1M 50,0 mL

KCI 0,1M 25,0 mL

MgCl 0,1M 50,0 mL



H20 gsp 500,0 mL
RSB 1X (500,0 mL):

RSB 10X 50,0 mL
H20 gsp 500,0 mL

SDS (solucao para sangue) (500,0 mL):

RSB 1X 500,0 mL de RSB 10X

NaCl 0,4 M 40,0 mL de NaCI5 M

SDS 0,5 % 12,5 mL de SDS 20 %

EDTA 20 mM 2,0 mL de EDTA0,5M
H20 gsp 500,0 mL

TE 10X (200,0 mL):

Tris HCI pH 8,0 1,0mL
EDTA 0,2M 1,0 mL

H20 gsp 200,0 mL
Autoclavar

Cloroférmio Alcool Isoamilico (25,0 mL):
Cloroférmio 24,0 mL

Alcool isoamilico 1,0 mL

N&o autoclavar (guardar em geladeira)

EDTA pH 8 0,2M (100,0 mL):

PM = 372,24
EDTA 7,44 g
H-0 gsp 100,0 mL

Autoclavar

57
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Tris/HCI 2M pH 7,5< 8,0 (500,0 mL):
PM Tris = 121,1g V= volume em litros
M = m.V.PM PM = peso molecular

M=2.0,5.121,1 M = quantidade final

M=121,1g

Tris 121,11 g

H20 gsp 500,0 mL

HCI 35,0 240,0 mL
Autoclavar

Tris/Hecl 0.5 M (500,0mL):
Cy. Vi =Ca. V2
2.Vy=0,5.500

Vi =125 ml de Tris/HCI 2M
EDTA 0,5M (500,0 mL):
M=m.V(e).PM
M=0,5.0,5.372,24g/mL
M = 93,69 de EDTA
EDTA=93,06 g

H20 gsp=500,0 mL
Autoclavar, pH 8,7.
Molaridade da solucdo (M): E a quantidade de mol do soluto dissolvido em 1
litro de solucao.
M=n1/VouM=m1/mgi.V

Para acertar o pH das solucdes:



NaOH: deixa a solucao basica (maior ou igual a 7,0)

HCI: Deixa a solugéo acida (menor ou igual a 4,0)

Fenol Saturado:

- Descristalizar o fenol em banho maria a 68° C;

- Em um becker de 2000mL, despejar o fenol ja descritalizado e adicionar a

solucao Tris/Hcl 0,5M num volume final de 500mL;

- Agitar por 15 minutos no agitar magnético e esperar a separagao das fases;
- Descartar a fase superior (Tris/Hcl);

- Adicionar Tris/Hcl 1M;

- Agitar por 15 minutos no agitar magnético e esperar a separacao das fases;
- Verificar o pH da solucéao (7.8) com fita medidora;

- Se nao obtiver o pH desejado, repetir o passo 5 em diante;

- Apéds obtido o pH adicionar 10% do volume total da solucao de Tris/Hcl 1M;

- No frasco do fenol adicionar 0,1g de BME hidroxiquinolina para evitar

oxidacao da solugao;

- Despejar o fenol de volta ao frasco e armazenéa-lo em geladeira 4°C.
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ANEXO 2: Dados referentes a avaliacao oftalmolégica do grupo com GPAA

60

Identificacdo |IDADE| PIOOD | PIOOE | FO OD* | FO OE* | Numerode | Numerode |Historia
(anos) | (mm Hg) | (mm Hg) Cirurgias Medicacoes | Familiar
2 56 26 25 0,8 0,7 3 2 -
3 55 0 24 1,0 1,0 4 2 -
5 79 28 28 0,9 0,9 2 2 +
8 80 20 23 0,8 1,0 2 3 -
10 69 16 16 1,0 1,0 3 3 -
11 70 25 32 1,0 0,9 3 3 -
15 76 42 46 0,9 0,9 3 3 -
18 69 20 21 0,6 0,6 1 1 +
19 77 28 24 0,7 0,5 2 1 +
20 52 20 20 0,9 0,9 1 1 -
25 49 22 32 0,4 0,9 1 3 -
26 73 42 38 1,0 1,0 4 4 -
27 60 26 27 0,8 0,8 1 1 -
28 83 30 44 0,7 0,9 2 3 -
33 49 14 21 1,0 0,9 3 3 +
34 70 14 22 1,0 1,0 3 3 -
35 70 30 51 0,8 1,0 4 4 +
36 70 29 27 1,0 1,0 3 3 -
37 60 20 20 0,5 0,5 1 1 -
38 70 35 29 0,8 0,8 2 2 -
40 49 25 26 0,9 1,0 2 3 +
42 83 22 22 0,6 0,7 1 1 -
45 54 54 44 1,0 1,0 2 3 -
53 68 24 30 0,9 0,8 3 3 +
56 70 28 25 0,3 0,1 1 1 -
57 68 46 34 1,0 1,0 3 3 +
58 79 20 32 0,7 1,0 2 3 -
59 84 26 26 0,8 0,7 2 3 -
61 57 18 18 0,7 0,6 1 1 -
62 68 22 28 0,9 0,9 3 3 -
63 45 20 19 0,7 0,8 2 2 -
65 73 32 22 0,9 0,9 3 3 -
66 68 18 18 1,0 1,0 3 3 -
69 70 31 28 1,0 1,0 3 3 -
72 70 16 23 0,9 1,0 3 3 -
73 87 19 22 0,9 0,9 2 2 -
76 45 28 32 0,8 0,8 1 1 -
77 72 26 24 0,7 0,8 1 2 -
78 84 23 33 0,9 1,0 3 3 -
79 68 32 32 1,0 1,0 3 3 +
80 65 20 20 0,6 0,4 1 1 +
83 52 18 18 0,5 0,5 1 1 -
87 80 23 26 0,8 0,9 2 2 +
91 74 35 35 0,9 1,0 3 3 +
95 63 28 26 0,6 0,6 1 1 -




61

Identificacdo |IDADE| PIOOD | PIO OE | FO OD* | FO OE* | Nimerode | Numerode |Histéria
(anos) | (mm Hg) | (mm Hg) Cirurgias Medicagoes | Familiar
96 82 24 22 1,0 1,0 3 3 -
99 82 17 22 0,6 0,7 1 1 -
98 76 20 20 0,7 0,6 2 2 -
100 70 50 50 1,0 1,0 3 3 -
101 70 23 33 0,8 0,8 2 2 -
102 52 28 56 0,6 1,0 1 3 -
156 62 24 24 0,9 0,9 1 0 -
157 69 15 20 0,6 0,8 1 2 -
210 56 20 18 0,9 0,8 0 3 +
245 77 23 23 1,0 1,0 1 1 -
305 79 9 12 0,7 0,6 0 4 -
309 54 27 24 0,7 0,8 0 2 -
311 67 26 28 0,5 0,5 0 3 -
312 65 23 23 1,0 1,0 0 1 -
340 37 26 28 0,5 0,5 0 3 +
341 53 24 20 0,7 0,8 1 0 -
342 54 20 20 0,4 0,6 0 3 +
351 62 23 21 0,7 0,6 0 3 -
353 54 32 32 0,9 0,9 0 4 -
359 56 23 21 0,7 0,7 0 2 -
381 72 20 20 0,7 0,7 0 2 -
383 35 23 16 0,8 0,6 1 3 -
384 61 22 23 0,6 0,8 0 3 -
386 66 17 21 0,9 0,8 0 0 -
387 76 22 22 0,7 0,7 0 1 -
388 63 23 25 0,9 1,0 0 3 +
394 67 20 18 0,5 0,6 0 1 +
395 45 36 36 1,0 1,0 1 4 +
396 57 18 18 0,9 0,9 0 4 -
397 47 24 20 0,9 1,0 1 3 -
398 40 20 17 1,0 1,0 1 4 -
400 57 20 24 0,8 1,0 1 3 -
401 68 28 30 0,8 0,9 1 4 -
402 41 15 16 0,5 0,7 0 3 +
403 43 20 20 0,8 0,8 0 3 -
404 38 35 35 0,9 0,9 1 3 +
406 79 18 16 0,9 0,8 0 3 -
408 52 13 14 1,0 1,0 0 3 -
409 64 14 14 1,0 1,0 1 3 +
412 35 28 29 0,7 0,4 0 3 +
453 65 23 23 1,0 1,0 1 1 -
454 44 26 30 0,8 1,0 1 3 +
484 43 27 20 0,5 0,6 1 1 +
485 73 22 32 0,9 0,9 0 4 -
486 60 20 20 0,6 0,8 0 3 -
490 65 16 16 0,8 0,8 1 1 -
491 87 19 15 0,8 0,5 0 3 -
492 87 17 17 0,9 0,9 0 2 -
493 62 14 14 1,0 0,9 0 2 -
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Identificacdo |IDADE| PIOOD | PIO OE | FO OD* | FO OE* | Nimerode | Numerode |Histéria
(anos) | (mm Hg) | (mm Hg) Cirurgias Medicagoes | Familiar
591 61 45 15 0,9 0,9 1 2 -
672 48 14 12 1,0 0,8 1 1 +
906 55 2 19 0,6 0,6 0 3 +
1545 69 23 26 0,8 0,9 0 3 -
1714 68 18 18 0,9 0,9 0 4 -
Média 63,67 24 25 0,8 0,8 1,31 2,41
Desvio Padrao | 12,95 8,52 8,42 0,17 0,18 1,18 1,03
Maximo 87,00 54 56 1 1 4 4
Minimo 35,00 9 12 0,4 0,4 0 0

* Relacao escavacao / disco optico; + histéria familiar presente; - historia
familiar ausente
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ANEXO 3: Dados referentes a avaliacao oftalmoldgica no grupo controle

Identificacdo | |pADE | PIOOD | PIOOE | FOOD* | FO OE* | Nimerode | Numerode |Historia
(anos) | (mm Hg) | (mm Hg) Cirurgias Medicagoes | Familiar
607 67 11 12 0,2 0,2 0 0 -
608 66 12 12 0,4 0,4 0 0 -
612 69 12 11 0,3 0,3 0 0 -
615 78 11 12 0,3 0,3 0 0 -
622 63 10 12 0,4 0,4 0 0 -
623 74 12 12 0,3 0,4 0 0 -
625 73 10 10 0,3 0,3 0 0 -
626 79 12 12 0,2 0,2 0 0 -
627 84 00 09 0,3 0,3 0 0 -
628 60 10 10 0,2 0,2 0 0 -
631 72 11 10 0,2 0,2 0 0 -
633 72 09 11 0,4 0,4 0 0 -
634 62 13 12 0,3 0,4 0 0 -
636 73 13 12 0,4 0,4 0 0 -
637 94 12 12 0,4 0,4 0 0 -
638 63 10 11 0,3 0,3 0 0 -
641 69 10 14 0,2 0,3 0 0 -
646 74 12 15 0,2 0,2 0 0 -
649 73 09 11 0,2 0,2 0 0 -
650 84 12 12 0,3 0,3 0 0 -
651 63 14 12 0,3 0,3 0 0 -
654 69 08 08 0,4 0,4 0 0 -
656 72 10 09 0,4 0,4 0 0 -
659 69 14 10 0,4 0,4 0 0 -
668 66 13 13 0,2 0,2 0 0 -
669 54 12 12 0,4 0,4 0 0 -
1060 62 10 10 0,2 0,2 0 0 -
1061 68 10 10 0,4 0,4 0 0 -
1062 70 10 10 0,3 0,3 0 0 -
1063 70 14 12 0,3 0,3 0 0 -
1064 62 12 12 0,4 0,4 0 0 -
1065 68 10 11 0,3 0,4 0 0 -
1066 69 10 10 0,3 0,3 0 0 -
1067 73 10 10 0,2 0,2 0 0 -
1068 67 13 13 0,3 0,3 0 0 -
1070 75 14 14 0,2 0,2 0 0 -
1071 64 14 14 0,2 0,2 0 0 -
1072 76 14 14 0,4 0,4 0 0 -
1073 67 12 12 0,3 0,4 0 0 -
1074 60 12 10 0,4 0,4 0 0 -
1075 72 14 12 0,4 0,4 0 0 -
1076 73 12 12 0,3 0,3 0 0 -
1077 70 15 16 0,3 0,3 0 0 -
1448 83 10 10 0,2 0,3 0 0 -
1450 66 10 10 0,4 0,4 0 0 -
1451 83 12 12 0,2 0,2 0 0 -
1452 69 13 11 0,3 0,3 0 0 -
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Identificacdo | IDADE | PIOOD | PIOOE | FOOD* | FOOE*| Numerode | Numerode |Historia
(anos) | (mm Hg) | (mm Hg) Cirurgias Medicagoes | Familiar
1453 63 13 14 0,2 0,2 0 0 -
1454 64 14 14 0,3 0,3 0 0 -
1456 68 14 14 0,3 0,3 0 0 -
1458 67 10 10 0,4 0,4 0 0 -
1459 74 13 14 0,4 0,4 0 0 -
1461 71 10 12 0,4 0,4 0 0 -
1462 64 11 11 0,2 0,2 0 0 -
1540 86 14 14 0,3 0,3 0 0 -
1794 75 14 14 0,4 0,4 0 0 -
1795 63 12 12 0,3 0,4 0 0 -
1796 69 12 12 0,2 0,2 0 0 -
1798 72 14 14 0,4 0,4 0 0 -
1800 70 12 12 0,4 0,4 0 0 -
1801 72 14 14 0,0 0,4 0 0 -
1805 78 14 14 0,3 0,3 0 0 -
1806 63 10 10 0,3 0,3 0 0 -
1807 67 10 11 0,4 0,4 0 0 -
1808 73 10 10 0,3 0,3 0 0 -
1810 70 14 14 0,4 0,4 0 0 -
1811 63 11 12 0,3 0,4 0 0 -
1812 60 12 12 0,3 0,3 0 0 -
657 72 14 10 0,4 0,4 0 0 -
658 60 12 12 0,4 0,4 0 0 -
661 52 10 10 0,4 0,4 0 0 -
667 67 9 9 0,3 0,3 0 0 -
671 62 10 14 0,2 0,2 0 0 -
713 62 13 13 0,4 0,4 0 0 -
716 68 13 15 0,4 0,4 0 0 -
727 66 15 15 0,0 0,4 0 0 -
729 63 13 12 0,3 0,3 0 0 -
754 73 13 12 0,3 0,3 0 0 -
755 73 12 13 0,3 0,3 0 0 -
759 67 12 11 0,4 0,4 0 0 -
844 68 10 12 0,3 0,3 0 0 -
1457 64 14 14 0,4 0,4 0 0 -
1460 70 15 15 0,4 0,4 0 0 -
1463 63 14 14 0,4 0,4 0 0 -
1799 63 14 14 0,3 0,3 0 0 -
1803 71 13 13 0,2 0,2 0 0 -
2563 74 15 15 0,4 0,4 0 0 -
2564 73 13 13 0,4 0,4 0 0 -
2566 66 14 14 0,3 0,3 0 0 -
2568 67 13 14 0,2 0,2 0 0 -
2570 63 14 14 0,4 0,4 0 0 -
2571 68 14 13 0,4 0,4 0 0 -
2573 69 13 13 0,0 0,4 0 0 -
2574 81 13 13 0,3 0,3 0 0 -
2577 72 15 15 0,3 0,3 0 0 -
2580 66 12 10 0,3 0,3 0 0 -
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Identificacdo | IDADE | PIOOD | PIOOE | FOOD* | FO OE* | Numero de Numero de | Historia
(anos) | (mm Hg) | (mm Hg) Cirurgias Medicagoes | Familiar
2586 74 13 15 0,4 0,4 0 0 -
2588 68 15 14 0,3 0,3 0 0 -
2592 69 14 14 0,4 0,4 0 0 -
2597 75 15 15 0,4 0,4 0 0 -
média 69,30 12 12 0,3 0,3
desvio padrao 6,57 2,11 1,73 0,09 0,07
maximo 94,00 15 16 0,4 0,4
minimo 52,00 8 8 0,2 0,2

* Relacao escavacao / disco optico; - historia familiar ausente
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RESUMO

O glaucoma é uma das principais causas de cegueira irreversivel no
mundo. Recentemente, estudos de ligagdo em familias com glaucoma primario
de angulo aberto (GPAA) permitiram identificar os dois primeiros genes
associados a esta forma de glaucoma, tendo sido o primeiro, o gene
TIGR/MYOC identificado em 1997 por Stone e cols. Em 2002 Rezaie e cols
identificaram o gene OPTN, também associado ao GPAA. Mutacdes neste
gene ja foram descritas nas populagcées caucasoides Americana, Canadense e
Britanica e entre Japoneses. OBJETIVO: Determinar a freqiéncia das
mutacdes E50K, T34T, M98K, 691_692insAG e R545Q no gene OPTN em uma
populacdo brasileira de individuos com GPAA e grupo controle. METODO:
Foram incluidos neste estudo 99 pacientes com GPAA, independentemente do
nivel de PIO e 100 individuos sem glaucoma da mesma faixa etaria. A
freqUiéncia das mutacdes na sequiéncia do gene OPTN foram analisadas por
meio de seqlenciamento direto e digestdo enzimatica do produto da PCR.
RESULTADO: Cinco mutagdes foram avaliadas em nosso estudo, as mutacdes
T34T e R545Q apresentaram diferenca estaticamente significante na
comparacao entre a freqiéncia nos grupo GPAA e controle, sendo a T34T mais
freqiente no grupo com glaucoma e a R545Q mais freqlente no grupo
controle. As mutacbes M98K e 691 692insAG foram encontradas em
freqiéncia baixa e similar nos grupos estudados. A mutacdo E50K néo foi
observada. CONCLUSOES: A freqiiéncia das mutacdes no gene OPTN é
variavel entre as diferentes etnias. E necessaria a realizacdo de novos estudos

com intuito de melhor determinar e caracterizar o perfil de cada populacéo para
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que no futuro possamos atuar de maneira mais efetiva na prevencdo do

glaucoma.
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ABSTRACT

Glaucoma is one of the leading causes of irreversible blindness in the
world. Recently, research involving families with primary open angle glaucoma
(POAG) have identified the first two genes related to the disease. The
TIGR/MYOC was the first gene and was identified by Stone et al in 1997. The
OPTN was described in 2002 by Rezaie et al. Mutations in this gene have
already been described in the white population of the USA and Canada, and
also in japaneses. PURPOSE: To verify the frequency of E50K, T34T, M98K,
691_692insAG e R545Q mutations on the OPTN gene in Brazilian subjects with
POAG. METHODS: 99 patients with POAG and 100 normal age-matched
subjects enrolled in this study. The frequency of mutations in the OPTN gene
sequences ere analyzed by direct sequencing and enzymatic digestion of PCR
products. RESULTS: Four different mutations were evaluated; T34T and
R545Q mutations were statistically significant when compared to controls, seing
T34T more frequent in POAG patients and R545Q in controls. The M98K and
691_692insAG presented with low frequency and were similar between groups.
The E50K substituition was not observed. CONCLUSION: The frequency of
mutations in the OPTN gene is variable among different ethnic groups. It is
necessary to prepare other studies with POAG patients in order to better
understand the profile of each population, and effectively act in the prevention

of glaucoma.
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LISTA E APENDICES

APENDICE 1: Aprovacdo do Comité de Etica em pesquisa em seres

humanos da Santa Casa de Misericordia de Sao Paulo

IRMANDADE DA SANTA CASA DE MISERICORDIA DE SAO PAULO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS
APROVADO PELA CONEP/MS EM 30/04/97-REF: CNS/CARTA 32 DOC.
Rua Dr. Gesario Mota Junior, 112 Santa Cecilta CEP 01277990 Sao Paulo -SP
PABX (11) 32240122 Ramal: 5502 - Fax- Ramal: §710 E-mail: z2zz =

Sao Paulo, 1 de junho de 2004.
Projeta n® 038/04

Informe este nimero para identificar
seu prajeto ne CEP

imo.(a).Sr.(a).
Dr.(a).Cristiano Caixeta Umbelino
Departamento de Oftalmologia

O Comité de Etica em Pesquisa da ISCMSP, reunido nc dia 31/03/2004 e no

cumprimento de suas atribuigbes, apOs revisdo do seu projeto de pesquisa.
“Rastreamento de mutagées no gene OPTN em pacientes com

glaucoma primario de angulo aberto”, emitiu enquadrando-o na seguinte
categoria:

l:] Aprovado inclusive o TCLE ;

D Com pendéncia modificagdes ou informagéo relevante a serem atendidas
em 60 dias (enviar as alteragdes em duas copias};

E:l Retirado, por ndc ser reapresentado no prazo determinado;

E Nao aprovado: e

Aprovado inclusive o TCLE (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
versdo ) e encaminhadc para apreciacdo da Comissao Nacional de Etica em
Pesquisa — MS -CONEP, a qual deverd emitir parecer no prazo de 60 dias.

informamos, outrossim, que, segundo os termos da Resolugdo 196/96 do

Ministério da Satde a pesquisa s6 podera ser iniciada apés o recebimento
N

do parecer de aprovagédo da CONEP. f
\/

Prof. Dr Danlel R.Mufioz
Presidente do Comité de Ftica em Pesquisa
ISCMSP




APENDICE 2: Aprovacdo do Comissao Nacional de Etica em Pesquisa

MINISTERIO DA SA0DE
Conselho Maciona! de Satds
Comisslo Naclonal de Etica em Pesguiss - CONEP

PARECER N 1277/2008

Fegistro CONEP: 10442 (Eate n° dove ser sitade nas corespondéncias referentes & esta projeto)

Hegistro CEP: 038/04 Processo n® 25000.084003/2004-51
Projeto de Pesquisa: “Fasftreamento de mutacdes no gene OPTN em paciontes
com glaucoma primério de dngulo aberto”

Pesquisador Responsavel: Dr. Cristiano Caixeta Umbelino

instituiglo: Irmandade da Santa Casa de Miserictrdia de Sao Paulo

Area Temética Especial: Gendtica Humana

Ao se proceder & andlise do projeto de pesquisa em gquestido, em
resposta ao Parecer CONEP n® 527/2005, cabem as ssguintes consideracbes:

a) Uma nova vers@o do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido com as
adequactes solicitadas fol apresentada.

b} As informagdes enviadas atendem aos aspectos fundamentais da Hes. ONS
196/96 sobre diretrizes & normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo
sares hurmanos., )

c) O projsto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa - CEP da instituig&o
supracitada,

Diante do exposto, a Comissio Nacional de Etlca em Pesquisa — CONER,
de acordo com as airibuicbes definidas na Res. CNS 186/96, manifestage pela
aprovagdo do projeto de pesguisa proposto.

Situwagio: Protocolo aprovado.

Brasilia, 11 de julho de 2005,

/M /i,\é» ol %@wﬂh

WILLIAM SAAD HOSSNE
Coordenador da CONEP/CNS/MS

79



APENDICE 3: Termo de consentimento e livre esclarecimento

TERMOC DE CONSENTIMENTO E LIVRE ESCLARECIMENTO
Titulo do projeto:

RASTREAMENTO DE MUTAQGES NO GENE OPTN EM PACIENTES COM
GLAUCOMA PRIMARIO DE ANGULO ABERTO

Investigador principal:
Dr. Cristiano Caixeta Umbelino CRM:96458 - CiC: 561069471-04 - RG: 1740890

Eu, Cristiano Caixta Umbelino convide o} Sr(a)

a participar de um projeto de

pesquisa envolvendo pacientes com € sem glaucoma.

OBJETIVO DA PESQUISA:

Identificar em um grupo de pessoas, regides no DNA humano associados ao glaucoma.
Posteriormente, procurar identificar alteragdes (mutagdes) no gene que correspondam ao
gene "Optineurim” (OPTN), relacionado ao do desenvoivimento do glaucoma. Esse estudo
podera levantar dados que possibilitaram um conhecimento mais aprofundado sobre o
glaucoma, doenga que representa uma das principais causas de cegueira no mundo.

As amostras de DNA, e as informacgéo médica obtidas neste estudo poderdo ser

compartithadas com outros pesquisadores, sempre com aprovacio prévia do Comité de Etica

em Pesquisa da Irmandade Santa Casa de Misericordia de 580 Paulo & Comissdo Nacional
de Ftica em Pesquisa — CONEP e com a obtencac de novo “termo de consentimento e livre
esclarecimento” (TCLE), sempre que possivel.

O sigilo sera mantido em todos os estudos colaborativos através da utilizacdo de um
cédigo para a identificacdo dos individuos participantes.

O senhor(a) deve entender gue neste estudc o objetivo ndo & a realizacdo de

aconsethamento genético e nem_alterar gualguer forma de tratamento ou acompanhamento

prévio do participante, seja ele portador ou ndc de glaucoma. O estudo tem finalidade de

realizar triagem de mutacSes genéticas que podem ou nfo aumentar a predisposicdo de

desenvolver glaucoma.

Portanto desejo ser informado dos resultados dos exames:
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RECUSA OU DESCONTINUACAQ DA PARTICIPACAO

Sua participacao € voluntaria e o senhor(a) podera recusar a participar ou retirar seu
consentimente interrompendo a sua participagée no estudo a qualquer momento (incluindo a
retirada da amostra de sangue) sem comprometer os cuidados medicos que esta recebo
atualmente ou recebera no futurc nas instituicdes participantes.

Sua participac@o nesse estudo podera ser interrompida a gualquer momento pela

comité de ética em pesquisa (CEP) da Santa Casa de Misericérdia de Sdo Paulo.

PROCEDIMENTO:

Caso o senhor(a) concorde em participar desse estudo, os pesquisadores participantes
far@o perguntas a respeito dos seus antecedentes médicos e de seus familiares. A Unica
vantagem que o senhor(a) podera ter & saber sobre a presenca do gene OPTN e de suas
alteraces (mutacdes), que por ventura possam ser encontradas na andlise do DNA obtido
com a amostra de sangue coletada.

No entanto, o senhor(a) deve saber que essa andlise pode ndo detectar a presenca do
gene OPTN ou de suas alteracbes (mutacbes).

O senhor(a) serd submetido a um exame oftaimoldgico para confirmar seu estado
clinico. O exame oftalmoldgico tem o objetivo de observar se ha alteracdes no olho gue
lembrem aquelas que vemos no glaucoma. Além disso, sua pressio ocular serd medida, o
que pode causar um leve ardor ocular ou embasamento transitorio da visdo, exame de campo
visual e do fundo do olho também serdo realizados. Estes procedimentos sé&o normalmente
realizados em qualquer exame oftalmologico, s&o seguros e ndo apresentam riscos a sua
vista. Finalmente, uma amostra de sangue sera colhida (15 a 20 mi, equivalente a 1,5 cother
de sopa) para pesquisa de gene OPTN relacionado ao glaucoma. Hospitalizaggo ndo sera
necessaria.

Neste estudo haverd um grupo de pessoas voluntarias que ndo possuem glaucoma e
ou qualquer doenga oftalmologica, chamados de “grupo controle” Este grupo sera convidado
a participar do estudo através de palestras sobre o que é glaucoma e qual a finalidade do
estudo, entre 0 publico leigo que acompanham os pacientes que fazem acompanhamento

ambulatorial no departamento de Oftalmologia da Santa Casa de Misericordia de S&o Paulo.
2
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Neste grupo serdo realizados procedimentos que sdc normalmente realizados em
qualquer exame oftalmoldgico como: medida da acuidade visual e da press3o ocular,
realizacdo de fundo de otho e campo visual com apareiho perimetria de frequéncia dupia
(FDT). A finalidade destes exames é excluir a possibilidade de haver no grupo controle algum
individuo portador de glaucoma. Também sera colhida uma amostra de sangue (15 a 20 ml,
equivalente a 1,5 colher de sopa) para pesquisa de gene OPTN relacionado ao glaucoma.

Os procedimentos mencionados acima serfo realizados apos o seu consentimento em
participar do estudo. Com excec¢io da coleta de amostra de sangue, todos os procedimentos
realizados fazem parte dos cuidados médicos de rotina de um exame oftalmologico. Portanto
serdo realizados apenas em uma das suas visilas ao hospital. A pesquisa laboratorial
utilizando as amostras de sangue coletadas precisam de um tempo maior para sua realizagdo
e sera feita durante um periodo maximo de 5 anos apds a coleta.

O senhor(a) deve saber que o material genético, extraindo da amostra de sangue
coletada, sera guardado e gue qualquer cutro projeto gque pretenda utiiza-lo, devera ser
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Irmandade Santa Casa de Misericordia de
S&o Paulo e Comiss&o Nacional de Ftica em Pesquisa — CONEP e com a obtencéo de novo

‘termo de consentimento e livre esclarecimento” (TCLE), sempre que possivel.

( ) Concordo que o material genéfico seja guardado.

( ) N&o concordo que o material genético seja guardado.

RISCO E DESCONFORTQO

Considerande que os procedimentos propostos como o exame oftalmotégico e a coleta
de sangue sdo realizados de maneira rotineira no hospital, a indenizacdo em caso de
qualquer dano serg o total e irestrito apoio ético e profissional na drea da saide neste
hospital. E assegurado ao voluntério o direito de recorrer aos drgdos competentes, caso
considere necessario.

A coleta de 15 a 20 ml de sangue serd efetuada. Os riscos associados a esse
procedimento sdo minimos, podendo ocorrer dor e manchas roxas {equimoses) no local da
coleta de sangue. O desconfortc sera minimo pois trata-se de uma coleta de sangue
geralmente da veia do brago e serd realizada por profissional da &rea da salde deste
hospital, devidamente habilitado para realizar esse procedimento.

w
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VANTAGENS

O senhor(a) ndo obtera nenhuma vantagem direta com a participacdo neste estudo e

e
o))

que o diagnéstico e o tratamento provavelmente n&c serdo modifi
testes moleculares gue por ventura forem obtidos estardo disponiveis aftravés do
acompanhamento no ambulatéric de origem.

Ndo esta previsto nenhum tipo de ressarcimento ao senhor(a), uma vez que ©
senhor(a) ndo terd nenhum gasto gerado pelo estudo, ja que todos os procedimentos serdo

realizados aproveitando uma de sua visitas de rotina ao hospital.

SIGILO

Toda a informacao meédica, assim como o resultados dos testes genéticos decorrentes
desse projeto de pesquisa, far&o parte do prontudrio médico e serdo submetidos aos
regulamentos das instituicGes participantes.

Quanto ac sigilo da informacdo médica, somente terdo acesso aos resultados os
pesquisadores envolvidos & ndo serd permitido o acesso aos prontudrios a terceiros
(seguradoras, empregadores, supervisores hierarquicos, stc.).

Se os resultados ou informagdes fornecidas forem utilizados para fins de publicagio

cientifica, nenhum nome sera citado.

FORNECIMENTO DE INFORMACAQ ADICIONAL

O senhor(a) podera requisitar informagdes adicionais relativas ao estudo a qualquer
momento. O Dr Cristianc Caixeta Umbelino, estara disponivel para responder suas guestdes
e preocupacbes no telefone (11) 32267000 Ramal 5888 (ambulatério do Departamento de
Oftalmologia da Santa Casa de S&o Paulo no Prédio Conde de Lara, toda terga e quarta-feira
pela manhd). Em caso de recurso, dlvidas ou reclamagdes contatar a diretoria do
Departamento de Oftalmologia da Santa Casa de S&o Paulo, locado no Prédio Conde de

Lara, na rua Cesario Motta Junior n® 112, bairro de Santa Ceacilia Sac Paulo — SP.
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IRMANDADE DA SANTA CASA DE MISERICORDIA DE Sﬁ\OﬂPAULO
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS DA SANTA CASA DE SAO PAULO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP

RASTREAMENTO DE MUTAQ@ES NG GENE OPTN EM PACIENTES COM GLAUCOMA
PRIMARIO DE ANGULO ABERTO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITC DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

NOME DO PACIENTE:

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° : SEXO M({ }F ()
N° REGISTRO: DATA NASCIMENTO: / /
ENDERECO: Ne Apto:

BAIRRO: CIDADE:

CEP: - TELEFONE: DDD{ )

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , recebi explicagbes do Dr Cristiano

Caixeta Umbelino, scbre a realizacdo de campimetria automatizada com Perimetria de Dupla
Frequéncia (FDT) e coleta de 20 m! de sangue, para exame de laboratério, para pesquisa de
gene relacionado a glaucoma. Fui informado (a) que esta coleta ndo vai proporcionar
nenhum desconforto adicional e que meu nome ndo sera divulgado. Fui também informado
que as amostras de sangue serdo armazenadas e que a pesquisa laboratorial poderd ser
realizada por um periodo méximo de 5 anos apds coleta e qualquer outro projeto utilizando
as amostras so sera realizado mediante aprovagaoe do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
apos obtencdo de novo consentimento. No caso de qualquer divida, poderei entrar em
contato com Dr Cristiano no telefone 32267000 ramal: 5888, ambulatério da Oftalmologia no
Prédio Conde de Lara, toda segunda e quarta-feira pela manha. Caso eu ndo concorde com
a coleta, nao ocorrerd nenhum prejuizo ao mau tratamento.

Eu declaro que, apés caonvenientemente esclarecido pelo Dr Cristiano e ter entendido

o que me foi explicado, consinto em realizar este exame.

Assinatura do paciente cu responséavel:

Dr Cristiano Caixeta Umbelino CRIM 96458:

S&o Paulo, de de
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