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INTRODUCAO

O glaucoma primario de angulo aberto (GPAA) ¢ a principal causa de cegueira irreversivel no mundot,
sendo descrito como uma doenca assintomatica, neurodegenerativa e de etiologia multifatorial, cuja principal
caracteristica é o dano progressivo do disco 6ptico e perda progressiva das células ganglionares da retina (CGRs)?*
4. Portanto, a identificacdo de fatores genéticos e ambientais é de grande importancia para um diagnéstico precoce
e para o estabelecimento de um manejo clinico apropriado®.

Vale ressaltar que historica e geograficamente a populacdo brasileira possui uma composi¢do étnica
miscigenada, resultado de multiplos eventos de migragdo, provenientes da interseccdo de trés raizes ancestrais
predominantes (amerindios, europeus e africanos), que juntas configuram a maior parte de nossa base étnica e
genética atual®’. Tais caracteristicas propiciam um importante modelo genotipico e fenotipico para estudos
envolvendo o GPAA. Porém, até hoje, populacfes miscigenadas como a brasileira permanecem pouco exploradas
em relacdo as de base genética majoritariamente homogéneas, como europeus e asiaticos®.

O gene MYOC (miocilina) desempenha um papel crucial na etiologia do GPAA, principalmente na forma
juvenil da doenga (GPAA-J), de inicio precoce e de dificil controle clinico. A miocilina é uma proteina expressa em
diferentes tecidos do corpo humano, mas seu principal papel é desempenhado no olho, particularmente no
trabeculado, responsavel pela drenagem do humor aquoso. A Unica consequéncia clinica conhecida da presenca de
mutacBes no gene MYOC é o glaucoma. Mutacdes no gene MYOC podem levar a producdo de formas andmalas da
proteina, que se acumulam nas células do trabeculado, obstruindo o fluxo normal do humor aquoso e resultando em
aumento da pressao intraocular. Esse aumento da pressdo é um fator de risco significativo para o desenvolvimento
de GPAA, pois pode danificar o nervo Gptico e comprometer a visdo. Portanto, a pesquisa sobre o gene MYOC &
essencial para entender os mecanismos fisiopatoldgicos do GPAA, permitir o diagnostico precoce e desenvolver

intervencdes terapéuticas eficazes®.
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O objetivo deste projeto é avaliar alteragdes na sequéncia do gene MYOC em pacientes com o diagnostico
de GPAA. Tais avaliagdes foram realizadas por meio das técnicas de amplificacdo em cadeia da polimerase (PCR
— Polymerase Chain Reaction) e sequenciamento em amostras provenientes da populacdo brasileira da regido
Sudeste. O objetivo desse projeto foi investigar a presenca de variantes de risco no gene MYOC em pacientes com
GPAA.

CASUISTICA E METODOS

Desenho experimental

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da
UNICAMP através da plataforma Brasil, e aprovado segundo o protocolo CAAE n°49120615.4.0000.5404, parecer

n°® 3.726.380, para uso de amostra bioldgica para pesquisas em genética humana.

Os métodos desenvolvidos na pesquisa estdo descritos no organograma da Figura 1.
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Figura 1. Métodos das atividades desenvolvidas no projeto PIBIC-EM.

Foram coletados 6 mL de sangue periférico através de puncdo da veia antecubital em frasco estéril
VACUETTE®, contendo EDTA 10% como anticoagulante. Uma vez coletado, o sangue foi transportado até o
Laboratério de Estudos em Genética Humana do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética — CBMEG
(UNICAMP), onde as amostras foram devidamente identificadas e armazenadas. Posteriormente, foram iniciados
os protocolos experimentais de biologia molecular para extracdo do acido desoxirribonucleico (DNA), através da
técnica de fenol-cloroférmio. A fim de preservar a confidencialidade dos pacientes envolvidos, todas as amostras

receberam c6digos.

Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR

A PCR é uma técnica de biologia molecular usada para amplificar fragmentos especificos de DNA. Ela
utiliza enzimas denominadas DNA polimerases para copiar repetidamente uma sequéncia de DNA, criando milhdes
de coOpias a partir de uma pequena amostra inicial. Esse processo envolve ciclos repetidos de aguecimento e
resfriamento para desnaturar o DNA, ligar os primers as sequéncias alvo e estender as novas cadeias de DNA. A

PCR é fundamental em diversas aplicagdes, como diagnostico de doengas, clonagem de genes e estudos forenses.

A sequéncia dos primers utilizados estéo descritas na Tabela 1. Apo6s a amplificacdo, foram montados géis
de agarose para avaliacdo da viabilidade das amostras, visando a mitigagdo de vieses experimentais no
sequenciamento. Uma vez observado o amplicon (fragmento de interesse) foi entdo construido o layout das placas

e realizado o proximo experimento, sequenciamento de Sanger.

Tabela I. Especificagdes quanto as sequéncias dos iniciadores (Primers) utilizadas nas reagdes de PCR e sequenciamento das
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regides codificadoras do gene MYOC.

Exons do Primer Forward (5’ — 3°) TA (°C) Fragmento
gene MYOC Primer Reverse (5° - 3°) (pb)
5’- GGTGCATAAATTGGGATGTTC -3’
MYOC/1 62.0 999

5- TTGTGCTAGCTGTGCAGTCTC -3’

5°- AACATAGTCAATCCTTGGGCC -3’
MYOC/2 61.0 346
5°- GAGAGTTCTGTTCCTCTTCTCCTC -3°

5’- GATTTGTCTCCAGGGCTGTC -3’
MYOC/3A 65.0 916
5’- GCTTGGAGGCTTTTCACATC -3’

5’- TCTGTGGCACCTTGTACACC -3’
MYOC/3B 62.0 841
5’- CCACCTTTAACATCCTGCAATC -3

TA = Temperatura de Anelamento, PB = Pares de base, A = Adenina, T = Timina, C = Citosina, G = Guanina

Sequenciamento de Sanger

Técnica de sequenciamento de DNA que determina a ordem das bases nucleotidicas (A, T, C, G) em um
individuo. Ele usa nucleotideos modificados (didesoxinucleotideos) que interrompem a sintese do DNA em pontos
especificos. Através de ciclos de desnaturacdo e anelamento/extensdo, sdo gerados fragmentos de diferentes
comprimentos, cada um terminando com um nucleotideo marcado. Esses fragmentos sdo entdo separados por
eletroforese capilar, e a ordem dos nucleotideos é determinada pela leitura dos marcadores fluorescentes. Essa
técnica ainda é o padrdo-ouro do sequenciamento genético.

As reactes de PCR e sequenciamento foram realizadas no termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler
(Applied Biosystem-Applera Corporation, Foster City, CA, EUA). Posteriormente as rea¢Ges foram purificadas com
0 objetivo de retirar o excesso de reagentes ndo utilizados. A purificagdo baseou-se em etapas de adi¢do de etanol e
centrifugacdo, apos as quais os produtos das reagdes foram ressuspensos em 10 puL. de Formamida Hi-Di (Applied
BioSystems, Foster City, CA, USA), desnaturados a 94°C por 5 minutos e colocados em gelo.

Apos a leitura do equipamento foi entdo gerado um arquivo de extensdo “ABI format chromatogram file
(.abl)”, que por meio do software FinchTV versdo 1.4.0 (Geopiza, Informer Technologies Inc.) pode ser lido,
descrito e documentado. Finalmente, as sequéncias dos pacientes foram alinhadas com o genoma humano de
referéncia, depositado no banco de dados publico Ensembl para descri¢cdo das variantes de risco através da

ferramenta online Clustal Omega - Multiple Sequence Alignment (MSA) (EMBL-EBI).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao todo, foram sequenciados os materiais genéticos de 10 pacientes (2 por aluno do projeto) analisando o0s

exons 1, 2, 3A e 3B. A partir das analises, foram identificadas 3 alteracdes de nucleotideo nico (SNV), todas no
exon 3A, entre 0s pacientes com GPAA: rs61730975, rs74315338, rs61730976, comparadas com 0 genoma de
referéncia GRCh38.p14, como exemplo das demais analises realizadas. Uma SNV pode gerar impactos severos ao

organismo, portanto, foram realizadas analises de predicado de risco descrevendo cada uma delas.
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Figura 2. Eletroferograma dos sequenciamentos correspondentes ao éxon 3A do gene MYOC. Nas primeiras linhas com as
variantes rs61730975, rs74315338 e rs61730976, e nas segundas as sequéncias inalteradas.

rs61730975 — Variante sinbnima, encontrada no exon 3A do gene MYOC, com a troca de uma guanina para adenina
(G/A) onde, apesar da base ser diferente, 0 aminoacido Alanina permanece inalterado na codificagdo proteica. A
SNV possui um Highest population minor allele frequency (MAF) de 0.10 e conta com trés citagOes na literatura
acerca do glaucoma (Whigham et al. 2011; Liu et al. 2012; e Donegan et al. 2015). De acordo com Liu, 2012, essa

variante ndo apresenta associa¢do com o desenvolvimento do glaucoma.

rs74315338 — Variante missense com a troca de uma timina por uma citosina (T/C), levando a substitui¢do do
padrdo selvagem do aminoacido Cisteina por uma Arginina. E uma variante que circula majoritariamente pelo
Brasil, sendo também denominada Cys433Arg. A SNV possui um Highest population minor allele frequency (MAF)
menor que 0.01 e possui a0 menos duas citacbes na literatura do glaucoma, indicando associacdo com o

desenvolvimento do glaucoma (Vasconcellos et al. 2000, Nazir et al. 2018 e Svidnicki et al. 2018).

rs61730976- Variante sindbnima com a troca de uma guanina por uma adenina (G/A), ndo havendo alteracdo do
aminoacido correspondente. A SNV possui um Highest population minor allele frequency (MAF) de 0.13 e apresenta
ao menos 5 citagOes na literatura associada ao glaucoma (Rose et al. 2007; Rose et al. 2011; Whigham et al. 2011,
Liuetal. 2012 e Nakahara e Hulleman 2022). De acordo com Liu, et al 2012, essa variante ndo apresenta associacdo

com o desenvolvimento do glaucoma.

Dentre os pacientes sequenciados nesse estudo, apenas um paciente apresentou a variante rs61730976,
sendo que, este mesmo individuo foi o Gnico a apresentar a variante rs74315338. Em contrapartida, apenas um

paciente apresenta a variante rs61730975.
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CONCLUSOES

O glaucoma primario de angulo aberto é uma condi¢do oftalmoldgica cronica que causa danos ao nervo

Optico devido a pressdo intraocular elevada. Exames oftalmoldgicos representam a Unica estratégia de detecgdo da
doenca. Com o auxilio da genética, é possivel identificar variantes com papel na fisiopatologia e herdabilidade do
GPAA. Conhecer tais alteraces pode permitir o diagnostico precoce e, consequentemente, o controle mais eficiente
da progressao da doenca.

Nesta avaliacdo de uma amostra da populacdo brasileira, foram identificadas trés variantes (rs61730975,
rs74315338, rs61730976). Dentre elas, duas ndo possuem relacdo significativa com o desenvolvimento do
glaucoma. Porém, a variante rs74315338, codificante da alteracdo Cys433Arg, possui severo impacto no
desenvolvimento do GPAA. Estudos de identificacdo de variantes em genes candidatos podem ampliar nossa

compreensao acerca do comportamento do GPAA, tornando o manejo da afeccdo mais eficiente.
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