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INTRODUCAO:

O glaucoma ¢ a principal causa de cegueira irreversivel no mundo, afetando 76 milhdes
de pessoas em 2020, com projecio de 111,8 milhdes até 2040!. Trata-se de uma afeccio
neurodegenerativa e multifatorial oriunda da perda progressiva das células ganglionares da
retina, resultando no dano permanente e irreversivel do disco Optico e respectiva reducao do
campo visual’. O diagnostico é baseado na relagio escavagio/disco optico, afilamento das
fibras nervosas e perdas de campo visual®. Dentre seus diversos subtipos, o glaucoma primario
de angulo fechado (GPAF) se destaca pela obstrucdo do fluxo de humor aquoso, devido ao
contato entre a iris periférica e a malha trabecular, elevando de forma patoldgica a pressao
intraocular (PIO), seu principal fator de risco?. Embora fatores como idade, sexo, etnia e
anatomia ocular influenciem o GPAF, evidéncias robustas apontam um forte componente
genético’. Neste sentido, um estudo demonstrou que irm3os de individuos com GPAF possuem
risco significativamente maior de desenvolver angulos estreitos®. O avango das técnicas
gendmicas tém impulsionado cada vez mais a busca por genes candidatos em doencas
complexas’. Estudos de Associagdo Gendmica Ampla (GWAS), embora robustos na anélise de
variantes comuns, t€ém sido complementados por abordagens como o sequenciamento de
exoma. Esta ultima se destaca por sua capacidade de identificar tanto variantes raras quanto
comuns com potencial impacto funcional, oferecendo uma perspectiva mais abrangente na
compreensdo de complexas etiologias genéticas, como o GPAF®. Avangos nessas abordagens
tém sido cruciais para desvendar os mecanismos genéticos da doenca, abrindo portas para o
diagnostico precoce, estratificacdo de risco e terapias direcionadas. No entanto, a
predominancia de tais investigagdes se concentrou majoritariamente em populacdes asiaticas
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e/ou europeias, deixando uma significativa lacuna no conhecimento acerca da genética do
GPAF em populagdes latino-americanas e miscigenadas, como a populacao brasileira. Diante
disso, o objetivo do trabalho foi investigar variantes genéticas potencialmente associadas ao
GPAF em individuos pertencentes a duas familias brasileiras com o historico da doenga, em
oito individuos, sendo quatro de cada familia (familia 1 e familia 2).

METODOLOGIA:

Foram investigadas duas familias distintas (heredogramas disponiveis na Figura 1),
sendo a Familia 1 composta por um pai e um filho afetados, além de duas pessoas nao afetadas;
por sua vez, na Familia 2, foram investigadas uma mae e uma filha afetadas, assim como dois
individuos ndo afetados do mesmo nucleo familiar. As amostras de DNA foram extraidas a
partir de sangue periférico. Apds o preparo das bibliotecas de DNA gendmico e respectiva
hibridiza¢do para captura de arrays, estas foram submetidas ao sequenciamento de nova
geracdo. Prosseguiu-se com a construcdo e execu¢do de um pipeline de bioinformatica para
alinhamento, controle de qualidade e anotagdo funcional das variantes de interesse bioldgico.
A partir dos arquivos brutos gerados pelo sequenciamento foi executado um controle de
qualidade por meio da ferramenta FastQC (v. 0.12.0). O alinhamento foi implementado
utilizando o software BWA (v.0.6), mediante o genoma de referéncia GRCh38. O
processamento pds-alinhamento, incluindo marcagao de duplicatas e recalibra¢do da qualidade,
foi desempenhado com o uso das ferramentas Picard (v.3.4.0) e GATK (v.4.6.1.0), por meio
do gerenciador de ambientes Miniconda3 (v24.5.0). A anotacdo funcional das variantes
identificadas foi desenvolvida utilizando o Variant Effect Predictor (VEP), disponibilizado
através do servidor gendmico Ensembl Genome Browser. Todas as andlises subsequentes
foram realizadas em ambiente RStudio (v.4.1.2), baseado nos seguintes critérios de filtragem:
selecdo de variantes que interrompam a formagdo do transcrito (ganho/perda de cédon de
parada, mudanga de matriz de leitura e alteracdo de sitio de splicing candnico); selecao de
variantes sindnimas (controle de qualidade) e com perda de sentido; exclusao de variantes com
cobertura de leitura menor que 10; exclusdo de variantes com frequéncia alélica e frequéncia
alélica méaxima > 0,05 na base de dados gnomAD; exclusio de variantes consideradas
toleradas/benignas por SIFT e/ou Polyphen-2; exclusdo de variantes homozigotas; e variantes
presentes nos afetados e ausentes em ndo afetados. A fim de validar funcionalmente os achados
computacionais, serd efetuado o sequenciamento de Sanger para os individuos da Familia 1.
Foram desenhados os primers para as sequéncias de interesse de cada gene candidato utilizando
a ferramenta online Primer3Plus. Para a variante no gene CHAT, um amplicon de 620 pares de
base foi construido e para a segunda variante, no gene ABCCS, um amplicon de 494 pb. A PCR
do gene CHAT foi padronizada e a do gene ABCCS5 estd em andamento. Em seguida, os
produtos de PCR serdo submetidos ao sequenciamento direto de Sanger. Posteriormente, os
eletroferogramas serao avaliados via software FinchTV (v.1.4.0).
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Figura 1: A. Etapas da filtragem das variantes germinativas ap6s a anotagdo funcional. B. Heredograma das
familias investigadas.
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RESULTADOS:

Apds a execucdo do pipeline, foram selecionadas as variantes missense de maior
interesse na Familia 1: ABCC5:¢.2449C>T (rs776943581) e CHAT:c.1682G>A (rs80097077).
Até o momento, nenhuma variante possivelmente associada ao GPAF foi identificada na
Familia 2. Para avaliar o possivel impacto dessas variantes no contexto da doenca, foi realizada
sua classificagdo segundo os critérios do American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG)’, utilizando a plataforma online Franklin. A primeira alteracio foi identificada como
variante de significado incerto (VUS) e a segunda como benigna. A variante no gene ABCCS5,
para o transcrito ENST00000334444, apresentou uma cobertura de 39 leituras no Individuo 1
e 83 leituras no Individuo 3. As andlises preditivas in silico indicaram um escore de 0,08 no
SIFT (0-1, sendo considerados escores tolerados aqueles maiores que 0,5) e 0,003 no PolyPhen-
2 (0-1, sendo acima de 0,15 os escores possivelmente danosos), com frequéncia alélica de 4,021
x 107¢ na base de dados gnomAD. Ainda, a variante no gene CHAT, localizada no transcrito
ENST0000037653, apresentou cobertura de 20 leituras no Individuo 1 e 25 leituras no
Individuo 3, com escores de 0 no SIFT e 0,996 no PolyPhen-2, além de uma frequéncia alélica
de 7,5 x 1073.

DISCUSSAO:

O gene ATP binding Cassette Subfamily C Member 5 (ABCCY5) codifica uma proteina
importante para o transporte de varias moléculas através da membrana intra/extracelular!®.
Ademais, este € expresso em estruturas do segmento anterior do olho (iris, corpo ciliar e cérnea)
e suas SNV ja foram associadas a variacao na profundidade da camara anterior, caracteristica
quantitativa relevante ao GPAF!'!2, Outra analise em zebrafish sugeriu um importante papel
do ABCCS5 relacionado ao desenvolvimento ocular por meio da regulacdo dos niveis
intracelulares de cGMP. No entanto, niio se sabe ao certo seu papel no contexto da afeccio!?.
O preditor SIFT para a variante no gene ABCC5 indicou possibilidade de tolerancia biologica,
contudo apresentando baixa confiabilidade; além disso, a mesma foi considerada benigna pelo
Polyphen-2. No entanto, essa variante apresentava outros critérios que levaram a sua
classificagdo como VUS: 1) frequéncia extremamente baixa nas bases de dados do gnomAD
(<0,001%); 2) localizacdo em um gene com baixa tolerancia a variantes missense (z-score =
3,6), o que indica que mutacdes missense benignas sdo raras nesse gene € que esse tipo de
mutagdo pode estar associado ao mecanismo da doenga. O segundo gene, Choline O-
Acetyltransferase (CHAT), codifica uma enzima responsavel por catalisar a biossintese do
neurotransmissor acetilcolina, exercendo fung¢o na contracdo pupilar'®. Ha evidéncias que
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indicam que medicacdes anticolinérgicas podem precipitar o GPAF agudo através da dilatagdo
1514 [

pupilar e subsequentemente, do bloqueio pupilar sugerido que, dessa forma, o risco de
GPAF esteja sob o controle da variagdo genética natural em CHAT por regular os niveis de
acetilcolina'®. Assim, a alteragio molecular no gene CHAT foi indicada como deletéria em
ambos os preditores. Embora sua classificacao tenha sido benigna, este foi apontado como
deletério em outros preditores in silico disponiveis no Franklin (REVEL e Aggregated
Prediction). Para a validagdo experimental das variantes na Familia 1, serdo necessarias
analises das regides das variantes para cada gene, por meio do sequenciamento, atualmente em
andamento.

CONCLUSOES:

Os achados deste estudo sugerem um possivel envolvimento das variantes nos genes
ABCCS5 e CHAT na etiologia do GPAF. No entanto, a confirmacgdo dessas variantes ainda
depende da realizacdo do sequenciamento de Sanger. Além disso, estudos funcionais e a
investigacdo em coortes independentes sdo essenciais para validar o papel bioldgico dessas
variantes, fortalecendo sua associacdo com a doenga.
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