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RESUMO 

O glaucoma é uma das principais causas de cegueira irreversível no mundo, sendo 

o Glaucoma Primário de Ângulo Aberto (GPAA) a forma mais comum da doença. Esta 

afecção, dificilmente, é detectada precocemente por ser assintomática em sua fase inicial, 

durante a qual o tratamento previne perdas definitivas da função visual. Desta forma, a 

identificação de grupos de risco baseada em aspectos genéticos é importante para auxiliar no 

diagnóstico precoce e estabelecer um seguimento clínico mais adequado para os pacientes. 

Dentre os genes identificados relacionados ao GPAA, merecem destaque os genes MYOC, 

OPTN e WDR36, sendo que alterações no gene MYOC são consideradas a maior causa de 

cegueira com base molecular estabelecida. Mais recentemente, o gene NTF4 (GLC1O) foi 

identificado a partir de estudo de ligação em famílias alemãs com GPAA e os genes CAV1 e 

CDKN2B foram associados ao GPAA por meio de estudos de associação de amplitude 

genômica ou Genome Wide Association Studies (GWAS) e replicados em outras populações. 

O possível papel de alguns destes genes na fisiopatologia do glaucoma ainda é pouco 

conhecido, não havendo dados sobre os mesmos na população brasileira. Além disso, são 

poucos os genes que têm papel estabelecido na fisiopatologia do GPAA, estimulando a busca 

por novos genes. 

Desta maneira, inicialmente, este estudo buscou, a partir da investigação da região 

codificadora do gene NTF4, a associação deste gene com o GPAA em um estudo 

caso/controle que compreendeu tanto uma amostra da população de pacientes não 

relacionados portadores de GPAA (n =169) como uma população sem a doença (n =140). 

Além deste gene, foi investigada a contribuição dos alelos de risco previamente associados ao 

GPAA na região dos genes CAV1 (rs4236601) e CDKN2B (rs4977756, rs2157719). 

Concomitantemente, treze famílias foram avaliadas a partir da investigação das regiões 

codificadoras dos genes MYOC e CYP1B1. Dentre as famílias, duas foram selecionadas para a 

busca de variantes causais para o GPAA por meio de sequenciamento completo de exomas. 

Alterações no gene NTF4 são muito raras e na amostra da população brasileira 

estudada também não foram observadas variações neste gene que resultem em associação 

com a doença. No entanto, para a confirmação de tais resultados é importante que as regiões 

regulatórias também sejam avaliadas. Nossos resultados apontam para a associação de 

marcadores genéticos com o GPAA na região dos genes CAV1/2 (rs4236601, p=0,04) e 

CDKN2B (rs2157719, p=0.0005) na amostra estudada, nunca antes descrita na população 

brasileira.  
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Estudos em famílias descreveram até o momento poucos genes causais para as 

formas mendelianas do GPAA. Neste estudo não foram encontradas alterações no gene 

MYOC em treze famílias estudadas. Alterações no gene MYOC são mais relevantes em casos 

de GPAA-J e não foram encontradas nas famílias com GPAA na forma adulta. Nas mesmas 

famílias foram descritas sete diferentes mutações no gene CYP1B1; no entanto apenas uma 

pode ser considerada relacionada ao fenótipo nas formas primárias de glaucoma. Mais estudos 

e o acompanhamento adequado dos indivíduos portadores poderá elucidar a relação da 

variante rara P400S com o GPAA. Em duas famílias um estudo de sequenciamento de 

exomas foi realizado, contudo as análises não apontaram até o momento as causas genéticas 

do GPAA nestas famílias. Alterações que segreguem com o fenótipo da doença ainda não 

foram descritas nos dez indivíduos estudados. 
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ABSTRACT 

Glaucoma is one the leading causes of irreversible blindness worldwide and 

primary open-angle glaucoma (POAG) is the most common form of the disease. This 

affection is difficult to be detected once it is asymptomatic at early stages, when treatment 

could prevent definitive vision loss. Hence, the identification of risk groups based on genetic 

aspects is important to help in early diagnosis and to provide a clinical segment more 

adequate to the patients. Genes related to POAG have been identified, including MYOC, 

OPTN and WDR36. Mutations in the MYOC gene are considered one of the few causes of 

blindness with established molecular basis. More recently, the NTF4 gene has been identified 

through linkage studies in the German population; CAV1 and CDKN2B have been associated 

to POAG by means of Genome Wide Association Studies (GWAS) and replicated in other 

populations. 

The possible implications of some of these genes in the physiopathology of 

POAG remains unrecognized and there is no data about their participation in the Brazilian 

population. Besides that only few genes have known influence in POAG physiopathology, 

stimulating the search for new genes. 

This study proposed, initially, to investigate the association of the NTF4 gene with 

glaucoma by means of the analysis of its coding region in a case-control study in a cohort 

comprised by affected versus unaffected unrelated individuals. Additionally, the contribution 

of risk alleles previously associated with POAG in the regions of CAV1 (rs4236601) and 

CDKN2B (rs4977756 and rs2157719) genes was investigated. Concomitantly, thirteen 

families were analyzed by means of the investigation of the coding region of MYOC and 

CYP1B1 genes. In two families without mutations in the MYOC gene, exome sequencing was 

performed aiming to discover new causal variants to POAG. 

Mutations in the NTF4 gene are not common and in our analysis no mutation was 

found in this gene that could be related to the disease in this Brazilian sample. However, in 

order to confirm these results, regulatory regions of the gene have to be evaluated. Our results 

showed that recently described genetic markers next to CAV1/2 (rs4236601, p=0,04) and 

CDKN2B (rs2157719 p=0.0005) were associated with POAG in the studied sample, results 

that are being described for the first time in Brazil. 

Family studies describe few genes that cause the mendelian forms of POAG. Our 

study hasn’t found mutations in the MYOC gene in thirteen adult onset POAG families, which 

was expected once mutations in this gene are more common in the juvenile form of the 

disease. Seven mutations in the CYP1B1 gene were described in the same families, however 
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only one mutation, P400S, may be related with glaucoma. In order to elucidate the relation of 

this variant with POAG the follow-up of carrier individuals is required. We performed exome 

sequencing in two families with POAG but yet no mutations have been found that segregate 

with the disease in ten individuals evaluated. 
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1.0 INTRODUÇÃO 

1.1 Definição de glaucoma 

O glaucoma pode ser definido como uma doença neurodegenerativa de etiologia 

multifatorial, compreendendo inúmeras afecções oculares que possuem como característica 

comum, a lesão progressiva do nervo óptico (afilamento progressivo da rima nervosa e 

aumento da relação escavação/disco), com perda de campo visual correspondente. O sítio 

primário da lesão glaucomatosa são as células ganglionares da retina (CGR), particularmente 

seus axônios (fibras nervosas) (Weinreb and Khaw, 2004). 

A elevação da pressão intraocular (PIO) é um fator de risco primário. No 

glaucoma ocorre uma aceleração do processo de apoptose das CGR comparada à perda 

natural decorrente do envelhecimento (Foster et al., 2002) (Weinreb, 2007). A necessidade de 

dividi-lo em subgrupos que compartilhem mecanismos fisiopatológicos e epidemiológicos é 

dificultada, muitas vezes, pelos critérios de classificação provenientes de sua propedêutica, 

como a tonometria, a gonioscopia, a fundoscopia e a perimetria (Foster et al., 2002) (Kroese 

and Burton, 2003). 

O glaucoma pode ser classificado de acordo com a etiologia (primário ou 

secundário), o aspecto anatômico do seio camerular (aberto ou fechado) e a evolução clínica 

(agudo ou crônico). O seio camerular compreende uma série de estruturas que inclui desde a 

íris periférica até a linha de Schwalbe. A observação destas estruturas e suas correlações 

topográficas por meio da gonioscopia permitem classificar o seio camerular ou ângulo em 

aberto e fechado. Quando os mecanismos fisiopatológicos que levam ao desenvolvimento do 

glaucoma são conhecidos e envolvem condições oculares e/ou sistêmicas que resultem em 

elevação da PIO e lesão glaucomatosa do disco óptico, o glaucoma é denominado secundário. 

O termo primário se restringe aos glaucomas cujo mecanismo responsável pelo 

desenvolvimento da lesão glaucomatosa do disco óptico e, na maioria das vezes, do aumento 

da PIO não está estabelecido (Leske, 1983). 
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1.2 Epidemiologia  

O glaucoma é, segundo dados mais recentes da Organização Mundial de Saúde, a 

segunda causa de cegueira no mundo, e suas formas primárias correspondem a cerca de 20% 

das causas de cegueira (http://www.who.int/blindness/causes/), atrás apenas da catarata e à 

frente da degeneração macular relacionada à idade (DMRI). Em qualquer população avaliada 

em relação às causas de cegueira, o glaucoma mantém-se como uma das principais 

responsáveis, apesar da reconhecida variação das causas em decorrência das condições sócio-

econômicas e geográficas de cada população estudada (Resnikoff et al., 2004). 

A prevalência do GPAA varia de acordo com a região e o grupo étnico estudado, 

com levantamentos revelando valores de 1 a 3 % na Europa, 1 a 4 % na Ásia e 2 a 3 % na 

Austrália (Quigley and Broman, 2006; Rudnicka et al., 2006). Nos Estados Unidos a 

prevalência varia de 1 a 5% dependendo do grupo populacional avaliado. Em norte 

americanos de origem europeia é de 1 a 2% (Murdoch et al., 2001) (Ntim-Amponsah et al., 

2004), enquanto nos de ascendência africana é de quase 5% (Tielsch et al., 1991), nos latinos 

provenientes do México de 2 a 5% (Mason et al., 1989) (Leske et al., 1994) e hispânicos do 

Arizona de 1,8% a 2,3% (Quigley et al., 2001). Taxas maiores são encontradas na África, 

variando entre 1 % na Nigéria (Murdoch et al., 2001) e 8 % em Gana (Ntim-Amponsah et al., 

2004). Contudo, as maiores prevalências são observadas no Caribe (7 a 9%) em indivíduos de 

origem, na sua maior parte, do oeste africano (Mason et al., 1989) (Leske et al., 1994). Perfis 

genéticos, fatores ambientais ou ainda os métodos diagnósticos utilizados para caracterizar a 

doença podem ser os responsáveis pela variação da prevalência de GPAA no mundo. No 

vasto território da China, as diferenças geográficas e étnicas podem explicar, em parte, a 

variação na prevalência de GPAA. As maiores são observadas na capital Pequim (2 a 3%) 

(Wang et al., 2010) e as menores na zona rural de Harbin (0,5 a 1%) (Sun et al., 2012). Os 

indivíduos de origem asiática serão responsáveis por 47% do total de glaucomatosos e 87% 

daqueles com diagnóstico de ângulo fechado (Quigley and Broman, 2006). 

A informação sobre a incidência de GPAA é mais limitada. Mesmo que diversos 

estudos epidemiológicos tenham determinado a prevalência da doença, dados sobre a 

incidência necessitam de um estudo longitudinal com uma amostra significativa da população 

devido ao baixo número de novos casos por ano. No estudo que acompanhou por quase 10 

anos 3882 participantes da cidade de Rotterdan, na Holanda, foi observada uma incidência de 

aproximadamente 0,3 % ao ano, correspondendo a 103 novos casos (Wishal D. Ramdas et al., 

http://www.who.int/blindness/causes/
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2011). Em indivíduos negros acompanhados por 9 anos nos Barbados Eye Studies a 

incidência foi de apenas 0,5 %, (Leske et al., 2007). Em 5 anos de seguimento em um estudo 

na população coreana, apenas 36 novos casos foram confirmados (0,72%), correspondendo a 

cerca de 0,14% ao ano de um total de 5021 participantes acompanhados no estudo (Kim et 

al., 2014).  

As diferenças encontradas na incidência de GPAA entre populações estão de 

acordo com as taxas de prevalências correspondentes. Dados sobre a incidência podem ser de 

grande importância na determinação de fatores de risco para o GPAA. O estudo na população 

australiana, de Melbourne observou um aumento do risco de se desenvolver GPAA com o 

decorrer da idade. Partindo de uma incidência observada de 0,3% em indivíduos na faixa de 

50 anos de idade, alcançando 4%, acima dos 80 anos (Mukesh et al., 2002). 

 

1.3 Mecanismos 

A lesão glaucomatosa tem como sua principal característica de dano estrutural a 

perda de células ganglionares da retina (CGR) por apoptose que leva a uma redução da 

espessura da camada de fibras nervosas da retina e aumento da relação escavação/disco. O 

mecanismo envolvido na apoptose das CGR é multifatorial com diferentes contribuições dos 

vários fatores participantes, que incluem o aumento da PIO (teoria mecânica), alterações 

vasculares da qualidade do fluxo sanguíneo no disco óptico (teoria vascular), degeneração 

secundária neuronal, ativação das células da glia, entre outros (Weireb 2007). No processo de 

apoptose das CGR, as vias extrínsecas e intrínsecas são ativadas e acarretam o aumento da 

vulnerabilidade e o desencadeamento de morte celular. Estas vias podem ser ativadas de 

diferentes maneiras. A via extrínseca é iniciada com a ligação de fatores como o TNF –alfa e 

FAS ao seus receptores presentes na superfície da célula, que então acarretam na ativação da 

caspase-8 responsável por clivar a efetora caspase-3 que quando ativada induz a apoptose. A 

via extrínseca interage com a via intrínseca por meio da clivagem de BID mediada pela 

caspase-8. A via intrínseca decorre da liberação de proteínas presentes na membrana 

mitocondrial como o citocromo c, SMAC/DIABLO no citosol. O citocromo liberado forma o 

apoptossoma juntamente com a casapse-9 e Apaf-1 ativando a caspase-9 (Palioura and G., 

2013). 
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A ativação das células da Glia e de Muller mediante estresse biomecânico ocorre 

devido ao aumento da PIO (Figura 1). Estas células respondem ao aumento da PIO 

produzindo a citocina pró inflamatória TNF-alfa, um mediador da degeneração das CGR 

(Nakazawa et al., 2006). A ativação destas células não neuronais facilita o processo de 

apoptose das CGR cuja alteração estrutural é o afinamento da camada de fibras nervosas da 

retina (Figura 1C), aumento da escavação e disfunção da lâmina cribosa (Figura 1D) (Kwon 

et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Ativação das células não neuronais em resposta à elevação da PIO (Kwon et al., 
2009). 

 

A degeneração também é decorrente de eventos como a hipoperfusão vascular 

com isquemia crônica do nervo óptico. Da mesma maneira altos níveis de PIO desequilibram 

o suprimento sanguíneo do nervo (Mozaffarieh et al., 2008). Desta maneira, eventos que 

envolvam hipóxia do nervo acarretam em disfunção mitocondrial, estresse oxidativo 

inflamação além da deprivação de neurotrofinas levando à apoptose (Ko et al., 2005) 

(Gauthier and Liu, 2016).  

Desta maneira, diversas alterações do glaucoma são envolvidas no processo de 

apoptose das CGR, incluindo o aumento da PIO. Este aumento é decorrente da disfunção do 

sistema de escoamento do humor aquoso, particularmente da malha trabecular (MT), que 

 



25 

 

também tem mecanismo complexo em sua origem. Um dos mecanismos destacados e 

sugeridos ocorreu a partir da identificação de genes associados ao glaucoma primário de 

ângulo aberto (GPAA), como o gene “myocilin” (MYOC), que codifica a proteína miocilina. 

O enovelamento inapropriado da proteína miocilina também acarreta disfunção da MT e 

aumento da PIO; as células endoteliais da MT colaboram para a manutenção desta estrutura, e 

permitem o escoamento do HA do olho remodelando seus poros e evitando que o debris 

ocluam esta via. Uma mudança na arquitetura da MT e redução da concentração de células 

são observadas no glaucoma (Alvarado et al., 1984). A variação da PIO relacionada ao dano 

glaucomatoso do disco óptico dá suporte à etiologia multifatorial do glaucoma, que 

justificaria diferenças na suscetibilidade ao dano glaucomatoso, para diferentes níveis de PIO 

(Leske, 2007). Adicionalmente, alterações na lâmina cribosa (LC), especialmente as 

alterações biomecânicas, têm a capacidade independentemente de outros fatores, de contribuir 

para o estresse dos axônios, o que leva a apoptose das CGR (Janssen et al., 2013). 

 

1.4 Fatores de risco relacionados ao GPAA 

Os fatores de risco associados ao GPAA incluem fatores demográficos, oculares, 

sistêmicos e familiares. A idade e ancestralidade são fatores de risco estabelecidos para os 

GPAAs. No GPAA a prevalência entre os negros é maior em todas as faixas etárias quando 

comparadas às populações brancas e asiáticas. Em indivíduos acima dos 70 anos de idade, a 

prevalência nos negros foi de 16% seguida por 6% entre os brancos e 3% na população 

asiática. Entretanto, o aumento da prevalência do GPAA por década de aumento da idade foi 

maior entre os brancos com razão de chances de 2,05 (IC 95% 1,91 – 2,18), 1,61 (IC 95% 

1,53 – 1,70) entre os negros e de 1,57 entre os asiáticos (IC 95% 1,46 – 1,68) (Rudnicka et al., 

2006). 

Dados de prevalência e fatores demográficos de 81 estudos foram utilizados em 

uma meta análise que incluiu participantes de 37 países divididos em 6 etnias principais, 

todas apresentado crescimento linear da prevalência por década de vida. A raça negra 

apresentou os níveis absolutos mais altos até os 80 anos alcançando 12,2%. O maior aumento 

da prevalência de GPAA por década de aumento da idade foi observado no grupo de 

hispânicos, seguido de brancos (Figura 2). 
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Figura 2. Prevalência estimada de GPAA por idade em homens e mulheres combinados por 
etnia, apresentação em escala logarítmica (Kapetanakis et al., 2015). 

 

A espessura central da córnea foi considerada também como fator preditivo para 

o desenvolvimento do GPAA em indivíduos hipertensos oculares (HO). Um estudo 

longitudinal de Barbados observou que o decréscimo de 40 micrômetros na espessura central 

da córnea aumenta o risco para glaucoma em 1,41 (IC 95% 1,01-1,96). Não está ainda 

elucidado se olhos com córneas mais finas apresentam maior risco para desenvolver o GPAA 

devido à influência da espessura corneana na medida da PIO ou se os olhos apresentam 

discos ópticos mais vulneráveis à lesão glaucomatosa (Leske et al., 2008). 

A miopia, de moderada a severa, é um reconhecido fator de risco pra o GPAA, 

levando ao aumento de até três vezes no risco de se desenvolver a doença (Xu et al., 2007) 

(Shen et al., 2016). Em relação ao diabetes, os estudos são conflitantes na associação desta 

doença com o GPAA; uma recente meta-análise com 6 estudos transversais de base 

populacional, determinou um risco relativo de apenas 1,35 ( 95% IC, 1.06-1.74) para os 

pacientes diabéticos (Zhou et al., 2014). 

A elevação da PIO é o principal fator de risco associado ao GPAA. Esta relação é 

geralmente avaliada por meio de estudos populacionais com abordagem na incidência da 

doença. Sommer e colaboradores avaliaram na população de Baltimore o risco relativo para 
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GPAA em diferentes faixas de PIO e observaram um risco de até 39 vezes para níveis de PIO 

acima de 30 mmHg. (Tabela 1) (Sommer et al., 1991). 

Os estudos envolvendo a população de Barbados constataram que o risco relativo 

para GPAA para indivíduos com PIO acima de 21 mmHg foi de 5,2 (IC 95% 3,5-7,6) e para o 

grupo de pacientes com PIOs acima de 25 mmHg foi de 5,9 (IC 95% 3,6-9,4) (Leske et al., 

2008) (Nemesure et al., 2007). Indivíduos com PIO elevada e sem sinais de glaucoma são 

denominados hipertensos oculares (HO) (Leske, 2007). 

Tabela 1. Relação da elevação da pressão intraocular com o risco de desenvolvimento do 
GPAA (Sommer et al., 1991). 

Valores de PIO Risco Relativo de GPAA 

>15mmHg 1 

16-19mmHg 2 

19-21mmHg 2.8 

22-29mmHg 12.8 

30-34mmHg 39 
 

A PIO pode ser considerada um traço de caráter poligênico e que sofre influência 

de fatores ambientais (Duggal et al., 2005). A maior parte da regulação da pressão 

intraocular, de 6 a 9 mmHg, acontece sob ação da matriz extracelular da MT (Figura 3) em 

uma porção denominada região juxtacanicular, outros 0,5 a 2 mmHg da pressão exercida pelo 

humor aquoso é regulada nas paredes internas do canal de Schlemm e passa através de seus 

poros. Após o canal de Schlemm e as veias coletoras o HA se mistura ao sangue nas veias 

episclerais (Johnson, 2006) (Overby et al., 2009).  
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australiana) avaliou 3271 indivíduos (85% de participação) com 5 anos de seguimento. A 

história familiar (HF) de glaucoma apresentou um risco relativo para o desenvolvimento de 

GPAA de 2,1 (IC 95% 1,03- 4,2) (Le et al., 2003). O segundo estudo avaliou 3222 indivíduos 

(81-85% participação) seguidos por 9 anos. Dentre os fatores de risco associados ao 

desenvolvimento do GPAA, a HF de glaucoma foi um dos principais fatores, com risco 

relativo de 2,4 (IC 95% 1,3-4,6) (Leske et al., 2008). 

Existem diversos pontos de partida para o desenvolvimento da doença, cada um 

deles colocando em ação uma cadeia de eventos. Cada evento tem a capacidade, interagindo 

ou não com outros fatores, de contribuir para a suscetibilidade do olho para o 

desenvolvimento de GPAA. Características clínicas associadas ao GPAA, como por exemplo, 

os aspectos morfológicos do disco óptico e da camada de fibras nervosas da retina, também 

são influenciados por componentes genéticos (Klein et al., 2004) (van Koolwijk et al., 2007). 

A herdabilidade estimada para a PIO foi de 0,35 (IC 95% 0,27-0,43), 0,48 (IC 95% 0,35-0,60) 

para a espessura da camada de fibras nervosas da retina e 0,39 (IC 95% 0,20-0,58) para a rima 

neural do disco óptico (van Koolwijk et al., 2007). Adicionalmente, um estudo transversal 

sugeriu que o grupo de pacientes com GPAA e HF de glaucoma está associado com a 

evolução mais grave da doença, do que o grupo de indivíduos com glaucoma esporádico (Wu 

et al., 2006). 

A maior parte dos casos de GPAA é decorrente de um efeito combinado de 

diversos fatores de risco, genéticos e ambientais, em que nenhum deles, de maneira 

independente, tem a capacidade de causar GPAA (Kumar et al., 2016). A heterogeneidade 

genética observada em formas complexas do glaucoma como a síndrome exfoliativa (SE), 

glaucoma de pressão normal (GPN) e GPAA pode ser relacionada à presença de diferentes 

variantes de risco, cada uma exercendo um pequeno efeito patogênico contribuindo para o 

desenvolvimento da doença, além de fatores de risco ambientais e epigenéticos (Figura 4). 
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Figura 4. A patogênese complexa do GPAA pode incluir genes, fatores ambientais e 
epigenéticos (Wiggs, 2012). SE: sindrome exfoliativa, GPN: glaucoma de 
pressão normal.  

 

Mesmo com a herdabilidade observada no GPAA, estudos de ligação em famílias 

são pouco eficazes em revelar genes com efeito significante na população geral. A falta destes 

achados sugere que novos genes de efeito modesto para a doença devam ser encontrados em 

estudos de fenótipos bem caracterizado e que avaliam grandes amostras das populações. Para 

o sucesso dos estudos de associação de amplitude genômica é necessário um grande número 

de pacientes e controles (Wiggs, 2012). Mesmo com a reconhecida contribuição da HF no 

desenvolvimento do GPAA, os eventos moleculares decorrentes das alterações genéticas no 

desenvolvimento desta doença são pouco conhecidos. Abordagens genéticas já demonstraram 

que o GPAA pode ser herdado tanto como um traço monogênico ou mendeliano, tendendo a 

ser de início precoce, como também na forma adulta da doença como um traço comum de 

herança complexa. Recentemente, um grande número de estudos genéticos em pacientes com 

glaucoma foi publicado; desta maneira, é crescente o número de novos genes que são 

possivelmente associados com a doença.  
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1.5 Aspectos genéticos do glaucoma 

1.5.1 Classificação 

A classificação proposta pela Organização Mundial do Genoma Humano designa 

para os genes e loci relacionados ao glaucoma a sigla GLC (Raymond, 1997). Os números 

“1”, “2” e “3” que seguem a sigla geral para os glaucomas representam ângulo aberto 

(GPAA), ângulo fechado (GPAF) e glaucoma congênito (GCP), respectivamente. Finalmente, 

as letras “A”, “B”, “C” e assim por diante, indicam o primeiro e os subsequentes loci 

identificados para determinado tipo de glaucoma (Raymond, 1997). Portanto, o primeiro lócus 

identificado em associação com o GPAA foi denominado GLC1A. Estudos genéticos de 

ligação em famílias identificaram 21 loci (GLC) para formas mendelianas de glaucoma. 

Quatro estão ligados às formas autossômicas recessivas infantis e congênitas da doença, GCP 

(GLC3A-D). Dezessete loci (GLC1A-Q) são relacionados com a forma dominante, tanto 

juvenil (>3<35 anos) como adulto. O primeiro gene descrito foi o MYOC, em 1997 – GLC1A 

(Stone et al., 1997), seguido pelos genes OPTN - GLC1E (Rezaie et al., 2002) e WDR36 - 

GLC1G (Monemi et al., 2005). Os genes ASB10 (GLC1F), NTF4 (GLC1O), TBK1 (GLC1P) 

também foram relacionados ao GPAA (Wirtz et al., 1999) (Wiggs et al., 2000) (Fingert et al., 

2011). 

Ainda não são reconhecidas as bases genéticas e moleculares para o glaucoma 

primário de ângulo fechado (GPAF), entretanto estudos apontam para um risco aumentado de 

3,5 a 6 vezes entre parentes de primeiro grau de indivíduos com GPAF (Alsbirk, 1976). 

Admite-se o padrão poligênico multifatorial como o mais aceito para este tipo de glaucoma 

(Netland et al., 1993). 

 

1.5.2 Identificação de genes  

1.5.2.1 Estudos em Famílias 

Existem diferentes abordagens quando se trata da descoberta de genes em famílias 

portadoras de GPAA; a busca direta por meio de sequenciamento da região codificadora de 

genes candidatos é uma estratégia inicial para o estudo. O estudo de ligação é normalmente 

empregado em famílias que apresentem padrão de herança mendeliano. Este tipo de análise 

tem a capacidade de detectar, de forma mais eficiente do que o estudo de associação, alelos 
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raros de maior influência na determinação do fenótipo. Adicionalmente, alterações do tipo 

single nucleotide polymorphisms (SNP) são consideradas candidatas para a suscetibilidade ao 

GPAA na forma complexa (Wiggs, 2012). 

 

Tabela 2. Genes e regiões relacionadas ao GPAA por meio de estudos de ligação. 

Cromossomo Gene(s) Lócus Local Autores 
1q21-24 MYOC GLC1A EUA (E M Stone et al., 1997) 
2cen-q13 ADRA2B, PAX8, 

IL1A, IL1B e NCK2 

GLC1B Reino Unido (Stoilova et al., 1996) 

2p15-16  EFEMP1,XPO1,OTX GLC1H Reino Unido (Suriyapperuma et al., 2007) 
2q33-34 CLK1,HSPE1,CASP8  Caribe (Nemesure et al., 2003) 
3q21-q24 CD10, IL12A, TF, CP GLC1C EUA (Wirtz et al., 1997) 
3p21-22  LZTFL1, MAP4 GLC1L Austrália (Baird et al., 2005) 
4q35.1-q35.2 LRP2BP, UFSP2, 

CYP4V2 

GLC1Q EUA (Porter et al., 2011) 

5q22.1 WDR36 GLC1G EUA, (Monemi et al., 2005)  
5q22.1-q32 NRG2, WDR36 GLC1M China (Pang et al., 2006) 
7q35-q36 ASB10 GLC1F EUA (Wirtz et al., 1999) 
8q23 EBAG9, TRHR, 

COL14A1 
GLC1D Reino Unido (Trifan et al., 1998) 

9q22 FOXE1, ROR2, 
TGFBR1,COL15A1 

GLC1J EUA (Wiggs et al., 2004) 

10p14-p15 OPTN GLC1E Reino Unido (Sarfarazi et al., 1998)  
10p12-13 MLLT10, NRP1, 

MSRB2 

 Caribe (Nemesure et al., 2003) 

12q-14 TBK1 GLC1P EUA  (Fingert et al., 2011) 
14q1.1 PRKD1, ZNF219  Caribe (Nemesure et al., 2003) 
15q11-q13  NPAP1, GABRB3 GLC1I EUA (Allingham et al., 2005) 
15q22-24 NR2E3,SMAD6,CLN6 GLC1N China (Wang et al., 2006) 
19q13.33 NTF4 GLC1O Europa (Wiggs et al., 2000) 
20p12 BMP2, SLC4A11 GLC1K EUA (Wiggs et al., 2004) 

 

Uma vez que o GPAA é uma doença que geralmente manifesta-se mais 

tardiamente, torna-se difícil a avaliação de famílias com duas gerações ou mais de indivíduos 

afetados. Além disso, o GPAA tem como uma de suas características a heterogeneidade 

genética, o que dificulta a análise em comum, de diferentes famílias com esta afecção, para o 

estudo de ligação. Estima-se que 10% da herdabilidade da forma complexa de GPAA seja 

devido à presença de mutações nos genes identificados nas formas mendelianas da doença 

(MYOC, OPTN, WDR36, CYP1B1, NTF4, ASB10) (Vishal et al., 2016). No entanto estas 

alterações foram identificadas predominantemente nas populações de origem caucasiana e 

asiática e existem poucos dados referentes à população brasileira. É possível que a descoberta 
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de novos genes para as formas monogênicas da doença promova o entendimento da 

arquitetura genética envolvida nas formas complexas de glaucoma (Vishal et al., 2016). 

O principal gene associado ao GPAA, particularmente o subtipo juvenil é o gene 

MYOC. Apesar de algumas variantes raras deste gene não serem patogênicas (Acharya et al., 

2008), mais de 100 mutações relacionadas ao GPAA já foram descritas 

(www.myocilin.com/variants.php), a grande maioria no éxon 3, que codifica o domínio 

olfactomedina presente na proteína (Resch and Fautsch, 2009). Os estudos iniciais neste 

assunto estimaram que apenas de 2% a 4% dos casos de GPAA na forma adulta são 

relacionados a alterações no gene MYOC (Fingert et al., 1999) (Stone et al., 1997); em 

GPAA-J este número se aproxima de 30% (Wiggs et al., 1998). A presença de altos níveis da 

proteína miocilina está associada ao glaucoma induzido por esteroides, um subtipo secundário 

de glaucoma (Polansky et al., 1997). Em células da MT a expressão da miocilina pode ser 

estimulada por glicocorticoides. Adicionalmente as proteínas mutantes nestas células iniciam 

a formação de agregados proteicos e não sendo secretadas apropriadamente, acarretam 

estresse do retículo endoplasmático e apoptose, ocasionando a disfunção da MT e decorrente 

aumento da PIO (Carbone et al., 2009) (Zode et al., 2014).  

A expressão da proteína miocilina pode ser regulada por ação da enzima 

CYP1B1, produto do gene contido no primeiro lócus conhecido do GCP (GLC3A), descrito 

por estudo de ligação com marcadores microssatélites, que compreendeu 17 famílias das quais 

11 não apresentaram recombinação na região 2p21 (Sarfarazi et al., 1995). Da mesma 

maneira, o gene NTF4 foi relacionado ao GPAA inicialmente por estudo de ligação (Wiggs et 

al., 2000), sendo esta relação confirmada por meio de estudos do tipo caso controle, na 

população alemã (Pasutto et al., 2009) e na população chinesa (Chen et al., 2012). 

Recentemente novas abordagens são empregadas na busca pela determinação de 

mutações em genes com possível papel na fisiopatologia do glaucoma. Estas abordagens 

utilizam técnicas de sequenciamento de nova geração ou next generation sequencing (NGS), 

sendo o sequenciamento completo de exomas um exemplo. Este método vem sendo 

empregado também de forma a complementar os estudos em que a análise de ligação requer a 

busca em grandes regiões gênicas, compreendendo regiões codificadoras de um grande 

número de genes. Este, também é um método que viabiliza a busca direta de genes 

previamente relacionados ao GPAA. Um estudo recente selecionou por meio do 

sequenciamento total de exomas, uma alteração no gene EFEMP1 (EGF containing fibulin-

like extracellular matrix protein ou fator de crescimento epidérmico contendo domínio de 

http://www.myocilin.com/variants.php
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matriz extracelular do tipo fibulina) com possível papel no desenvolvimento do GPAA, 

segregando com a doença em uma família afro-americana (Mackay et al., 2015). Este gene 

localiza-se em uma região cromossômica previamente relacionada ao GPAA (GLC1H). A 

detecção de variações do número de cópias de genes também é importante na determinação 

das causas do GPAA. Sugere-se que a presença de duplicações na região do gene TBK1 

(GLC1P) sejam consideradas causadoras do GPAA de pressão normal (Fingert et al., 2011) 

(Ritch et al., 2014). 

Em relação à contribuição ao fenótipo do GPAA, também são conhecidos os 

efeitos moduladores exercidos por alterações em genes, incluindo o gene associado ao 

glaucoma congênito primário: CYP1B1 (Acharya et al., 2008) (Melki et al., 2004) (Wiggs et 

al., 2013). Wiggs e colaboradores reconheceram também variantes no gene COL15A1 

envolvidas no agravamento do GPAA; os autores detectaram que variantes neste gene 

apresentam baixa penetrância e estão envolvidos com a idade precoce do desenvolvimento do 

GPAA, tanto na forma adulta como juvenil. Variantes no gene COL15A1 (R163H, A200T E 

V1332I) estão presentes em famílias afetadas, embora seja possível que outras mutações 

sejam causadoras do GPAA (Wiggs et al., 2013). Um estudo anterior relacionou a região 

cromossômica 9q22 (GLC1J) com o GPAA em um estudo de ligação (Wiggs et al., 2004), 

que corresponde à mesma região do gene COL15A1, neste estudo apenas os genes FOXE1, 

ROR2 e TGFBR1 foram considerados candidatos ao desenvolvimento do GPAA. Genes da 

família do colágeno, como o gene COL15A1, estão envolvidos em diferentes doenças, 

principalmente de comprometimento estrutural na formação de componentes envolvidos em 

mecanismos de regulação, como por exemplo, da malha trabecular do olho. Wallace e 

colaboradores descreveram três casos em que o glaucoma estava relacionado à osteogênese 

imperfeita, em decorrência de mutações no gene do colágeno-1, COL1A1, no cromossomo 17. 

Alterações no colágeno do tipo 1 podem estar envolvidas com o colapso da malha trabecular 

ou com outros efeitos fisiológicos adversos que acometem a manutenção da pressão 

intraocular. Efeitos adicionais, na lamina cribrosa e nervo óptico podem aumentar o risco de 

ocorrência da neuropatia óptica glaucomatosa (Wallace et al., 2014).  

É importante observar que existem diferentes critérios a serem levados em 

consideração, quando se trata de busca por mutações em genes associados ao GPAA. Embora 

alguns genes não apresentem mutação em sua região codificadora, são encontrados em 

regiões genéticas que sofreram duplicação ou deleção. Assim, informações sobre a expressão 

e dosagem gênica também podem fornecer pistas sobre os mecanismos fisiopatológicos da 
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doença. Adicionalmente, muitos estudos de ligação são inconclusivos no que diz respeito ao 

reconhecimento do papel das alterações genéticas no desenvolvimento do GPAA. Estas 

regiões podem abranger milhares de pares de bases, contendo diferentes genes. Além disso, 

dados sobre função e a presença da proteína nos tecidos do olho envolvidos na fisiopatologia 

da doença também são importantes critérios para direcionar a busca por genes relacionados ao 

GPAA. 

 

1.5.2.2 Estudos de associação 

Numerosos estudos de associação, de amplitude genômica com variantes comuns 

ou do tipo caso controle com genes candidatos, buscaram identificar genes de suscetibilidade 

para formas complexas de GPAA de inicio adulto. Até o momento já foram descritos dezenas 

de loci contendo muitos genes, possivelmente, associados ao GPAA. No entanto ainda são 

necessários mais estudos para se confirmar o papel da maior parte destes genes na etiologia da 

doença. Não existe um modelo padrão para identificação de genes relacionados ao GPAA. 

Duas diferentes abordagens são amplamente aplicadas na busca de suas causas genéticas, 

estudos de genes candidatos e estudos de amplitude genômica (Figura 5). De maneira geral, 

os estudos levam a busca de alterações nos indivíduos afetados pelo GPAA e ausentes nos 

controles sem a doença. Estes consistem, principalmente, no rastreamento de mutações, bem 

como na busca por alterações no número de cópias e posteriormente validação funcional das 

alterações mediante a utilização de diferentes métodos (Fan et al., 2006).  
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Figura 5. Abordagens técnicas para o mapeamento de genes. Adaptada de Gene mapping for 

primary open angle glaucoma (Fan et al., 2006). 

 

Os estudos de associação em geral tem a capacidade, ao contrário do estudo de 

ligação, de identificar alelos de risco moderado para o desenvolvimento de determinada 

doença. Além disso, outra possível vantagem do estudo de associação é o recrutamento mais 

fácil de indivíduos não relacionados e controles para o mapeamento genético de doenças, 

principalmente as de inicio tardio como o GPAA (Wiggs et al., 2000). 

Desta maneira outra possibilidade para a identificação de genes causais ou de 

suscetibilidade para o GPAA são os estudos de associação do tipo caso controle. Os genes 

candidatos nestes estudos estão relacionados com processos relacionados à fisiopatologia do 

glaucoma como a regulação da PIO, apoptose, condições anatômicas do disco óptico entre 

outros. Por meio da estratégia utilizada por estudos de associação de amplitude genômica, por 

exemplo, identificou-se o gene associado ao glaucoma pseudoexfoliativo, gene LOXL1 cuja 

variante de risco, o polimorfismo G153D, está presente em maior proporção entre os 

indivíduos afetados. Diversos estudos envolvendo diferentes populações replicaram a 

existência de um aumento de suscetibilidade para o desenvolvimento do glaucoma 

pseudoexfoliativo na presença da variante de risco G153D no gene LOXL1 (Thorleifsson et 

al., 2007) (Wiggs JL, 2008). No entanto, em estudos de associação com o mesmo gene os 

resultados não foram replicados de forma consistente. 
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No GPAA os estudos de amplitude genômica como o GWAS são amplamente 

utilizados na busca por marcadores genéticos com possível importância nos diversos 

caminhos fisiopatológicos que levam a doença. Após meia década da utilização deste método, 

dezenas de genes ganharam relevância na etiologia da doença, determinando novos conceitos 

a respeito dos mecanismos que levam a degeneração, aumento da PIO e das características 

endofenotípicas relacionados ao glaucoma (Thorleifsson et al., 2010a) (Chen et al., 2015). 

Recentemente, entre os genes candidatos a partir dos estudos do tipo GWAS, 

inclui-se o gene ABCA1, localizado na região 9q31, que foi associado com a doença em três 

diferentes estudos de amplitude genômica (Chen et al., 2014) (Gharahkhani et al., 2014) (Hysi 

et al., 2014). Por meio de GWAS o gene ARHGEF12 foi relacionado ao principal fator de 

risco da doença, a elevação da pressão intraocular (Springelkamp et al., 2015a). 

Estudos de GWAS mais antigos, destacaram duas variantes de risco que foram 

identificadas entre os genes CAV1 e CAV2 (rs4236601 e rs1052990) no cromossomo 7q31, 

por meio de GWAS em indivíduos com e sem GPAA. Ambos os genes são expressos na 

malha trabecular e células ganglionares da retina, as quais estão envolvidas na patogênese da 

doença. Estas associações foram replicadas em amostras de casos e controles provenientes da 

Suécia, Inglaterra, Austrália e China (Thorleifsson et al., 2010a). A família de genes da 

caveolina codifica proteínas que formam o cavéolo, estruturas invaginadas da membrana 

plasmática, com importância no transporte de macromoléculas e em vias de transdução de 

sinais. A CAV1 pode regular a Sintetase de Óxido Nítrico Endotelial (eNos), uma enzima que 

produz óxido nítrico, levando à inativação da eNos e produção reduzida de óxido nítrico. O 

óxido nítrico, quando produzido em excesso, pode causar citotoxicidade, neurodegeneração, 

apoptose e comprometimento do sistema circulatório. Além disso, a proteína codificada pelo 

gene CAV1 parece ser um importante regulador da sinalização de TGF-beta por meio do 

receptor de TGF-beta 1. Tanto o óxido nítrico como a sinalização via TGF-beta têm sido 

implicados na patogênese do GPAA (Toda and Nakanishi-Toda, 2007a) (Thorleifsson et al., 

2010a).  

Utilizando a abordagem do GWAS outro recente estudo avaliou 596 pacientes 

com GPAA avançado e 3956 controles provenientes da Austrália e Nova Zelândia. Os autores 

identificaram os alelos de risco associados ao lócus do gene TMCO1 (rs4656461 (G) 

cromossomo 1q24) com razão de chances de 1,68, p=6,1 X 10-10 e do gene CDKN2B 

(rs4977756 (A) cromossomo 9p21) com razão de chances de 1,50, p=4,7 x 10-9 (Burdon et al., 
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2011). Estes resultados foram replicados em três coortes distintas envolvendo pacientes com 

glaucoma grave e moderado. Em casos esporádicos de GPAA foram encontradas variações no 

número de cópias, ou copy number variation (CNV), nos genes CDKN2B-AS1 e TMCO1 (Liu 

et al., 2014), o mesmo estudo detectou alterações do tipo CNV também nos genes TBK1, SIX6 

e ATOH7, previamente relacionados ao GPAA. Estas alterações, além de serem consideradas 

raras, não foram encontradas em controles. Estes genes são expressos na íris, corpo ciliar, 

retina e nervo óptico de olhos humanos. Os genes CDKN2A e CDKN2B têm sua expressão 

aumentada na retina de modelos de camundongo com glaucoma (Burdon et al., 2011). 

Adicionalmente, CGR de camundongos se tornaram mais vulneráveis ao aumento PIO, em 

animais que possuíam deleções na região dos genes do lócus INK4 (contendo CDKN2A, 

CDKN2B e CDKN2B-AS1) (Gao and Jakobs, 2016). O SNP rs1063192, do gene CDKN2B, foi 

associado tanto com o tamanho do disco óptico como também com a relação escavação/disco 

em indivíduos saudáveis e em pacientes com GPAA (Ramdas et al., 2010) (Fan and Wiggs, 

2010). Desta maneira, endofenótipos relacionados ao GPAA como a PIO, ECC e as 

características anatômicas do disco óptico, também apresentam componentes genéticos na sua 

determinação (van Koolwijk et al., 2007) (Vitart et al., 2010).  

Estudos do tipo GWAS também buscaram determinar a associação com 

parâmetros do disco óptico que representam fatores de suscetibilidade para o GPAA. Poucos 

destes estudos foram replicados em populações de diferentes ancestralidades, possivelmente 

devido a diferenças na estrutura genética entre as populações (Janssen et al., 2013). Em 

algumas populações não existem dados referentes a estudos de rastreamento genético que 

possam elucidar a relação entre variantes comuns e a suscetibilidade ao GPAA (Vishal et al., 

2016). Outra forma de abordagem busca identificar variações no número de cópias de genes 

candidatos para o GPAA. Em um estudo caso-controle foram observadas duplicações e 

deleções em genes provenientes de GWAS; variações raras do número de cópias de genes 

candidatos podem explicar alguns casos de GPAA (Liu et al., 2014).  

As ferramentas que utilizam a abordagem de varredura das regiões exômicas 

atualmente são amplamente aplicadas nas buscas por determinantes genéticos de 

características oculares, em famílias e pacientes não relacionados. Um estudo na população 

norte americana de Wisconsin, o Beaver Dam Eye Study, observou por meio de exome array 

que diversos fatores genéticos estão envolvidos na regulação da PIO, principalmente 

alterações raras (MAF<1%) ou pouco comuns (1%<MAF<5%); o mesmo estudo replicou em 

1660 pacientes 2 loci previamente envolvidos com a PIO por meio de GWAS em populações 
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com ancestralidade européia (Chen et al., 2015). Outro estudo relacionou o lócus do gene 

SIX6 com a razão escavação/disco (RED) (p=7,74 x10 -7 ) (Iglesias et al., 2014). Estudos 

recentes demonstraram o papel do SIX6 no desenvolvimento ocular e na morfologia do nervo 

óptico. Morfantes de zebrafish sem a expressão deste gene possuem um desenvolvimento 

anormal das CGR; a ausência da proteína six6b acarreta aumento da expressão do gene 

cdkn2b o que interrompe a progressão do ciclo celular e leva à proliferação anormal destas 

células. A interação entre six6b e cdkn2b é importante na regulação do ciclo celular em 

zebrafish e os morfantes apresentaram um fenótipo de olho pequeno (Iglesias et al., 2014). 

Embora seja inegável a importância do gene SIX6 em doenças oculares, esta relação pode ser 

devido a presença de mutações funcionais neste gene. A presença da mutação His141Asn leva 

ao decréscimo no número de células ganglionares da retina (Carnes et al., 2014) e a alteração 

Glu129Lys foi relacionada ao aumento da RED em um estudo de exomas na população 

holandesa (Iglesias et al., 2014). Desta maneira é possível que alterações no gene SIX6 e não 

no gene SIX1 sejam as responsáveis pelo sinal observado em estudos de associação do tipo 

GWAS (Fan et al., 2011) (Wishal D Ramdas et al., 2011b). A expressão de variantes de risco 

do gene SIX6 está relacionada ao aumento da expressão dos genes CDKN2A e CDKN2B em 

CGR (Skowronska-Krawczyk et al., 2015), efeito similar ao observado nas mesmas células 

submetidas ao aumento da PIO em modelo animal de GPAA (Burdon et al., 2011).  

Fatores de risco genéticos são pouco conhecidos na população brasileira com 

GPAA e por meio dos estudos do tipo caso-controle com marcadores do tipo SNP, que foram 

previamente relacionados ao glaucoma, existe a possibilidade de que sejam determinados 

grupos de risco genéticos em uma amostra da população brasileira. Além disso, a 

compreensão e identificação dos eventos moleculares responsáveis pelo desenvolvimento do 

glaucoma são dificultadas pelo escasso conhecimento bioquímico e celular dos tecidos 

envolvidos na sua fisiopatologia (disco óptico e seio camerular). O acesso a esses tecidos para 

estudos de expressão gênica também é limitado e modelos animais só recentemente foram 

desenvolvidos. A abordagem genética tem a vantagem de identificar as proteínas envolvidas 

na degeneração óptica glaucomatosa sem a necessidade de obtenção de amostras de tecido 

ocular dos pacientes. A identificação de genes auxiliará no entendimento da fisiopatologia 

bem como no desenvolvimento de testes para o diagnóstico e novas terapias para o glaucoma. 
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1.6  Justificativas do trabalho 

Este trabalho buscou reconhecer os diferentes aspectos genéticos envolvidos no 

desenvolvimento do GPAA por meio de abordagens que permitem determinar associação de 

alterações genéticas com esta doença. 

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

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

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

auxiliar no diagnóstico precoce e estabelecer um seguimento clínico mais adequado para estes 

pacientes, além de melhorar a compreensão da fisiopatologia desta afecção ocular e sua 

classificação atual. 

Adicionalmente, a abordagem genética possibilita o entendimento da 

fisiopatologia do glaucoma sem a necessidade de obtenção de tecidos do olho, assim 

permitindo o desenvolvimento de testes diagnósticos e novas terapias para o glaucoma. 

Esta tese foi dividida na forma de capítulos, de acordo com o tipo de estudo 

realizado, se estudos do tipo caso-controle ou estudos de famílias e cada capítulo foi 

subdividido em duas partes, de acordo com seus objetivos e resultados. 
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2.0 CAPÍTULO 1: ESTUDOS CASO-CONTROLE 

2.1  Objetivos 

2.1.1  Gerais 

Este trabalho teve como objetivo a melhor compreensão das bases genéticas do 

glaucoma em uma amostra da população brasileira por meio do estudo de genes já reportados 

como envolvidos na etiologia desta afecção, assim como da avaliação de marcadores 

genéticos associados ao GPAA. 

 

2.1.2 Específicos 

- Realizar estudos de associação do tipo caso-controle por meio da investigação de 

todas as regiões codificadoras do gene NTF4 (OMIM 162662). 

- Investigar a contribuição dos alelos previamente associados ao GPAA na região 

dos genes CAV1 (OMIM 601047) e CDKN2B (OMIM 613149) tanto em uma população de 

pacientes não relacionados, portadores de GPAA como em uma população sem a doença. 

 

2.2  Casuística 

Os pacientes com GPAA e controles são provenientes do Ambulatório de 

Glaucoma, do Departamento de Oftalmologia do Hospital de Clínicas da Unicamp. 

O protocolo de pesquisa seguiu os princípios enunciados na Declaração de 

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

UNICAMP (Anexo 1). 

 

2.2.1 Pacientes  

Do total de 309 indivíduos, 169 são pacientes com GPAA, selecionados a partir 

dos critérios de inclusão e exclusão descritos a seguir. 
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2.2.1.1 Critérios de inclusão 

a. Ângulo aberto no exame de gonioscopia com pigmentação da malha trabecular 

até grau 2; 

b. Lesão característica de disco óptico, definida como a presença de pelo menos 

dois dos seguintes critérios: razão escavação/disco >0,6, perda localizada da 

rima neural, hemorragia de disco óptico ou assimetria da razão escavação/disco 

>0,2 entre os dois olhos; 

c. Presença de pelo menos dois exames de campo visual confiáveis revelando 

perda glaucomatosa característica, definida como o agrupamento de três ou mais 

pontos não periféricos no gráfico do Pattern Deviation, todos deprimidos a 

p<5%, com pelo menos um ponto a p<1% ou pior, Glaucoma Hemifield Test 

Outside Normal Limits e Corrected Pattern Standard Deviation ocorrendo em 

menos de 5% dos exames perimétricos normais; 

 

2.2.1.2 Critérios de Exclusão 

a. Presença de alterações de segmento anterior compatíveis com glaucomas 

secundários (ou de desenvolvimento) e/ou alterações de disco óptico e campo 

visual que mimetizem lesões glaucomatosas; 

b. Diagnóstico de glaucoma primário de ângulo fechado; 

c. Pacientes com GPAA que não puderam ser submetidos à avaliação 

oftalmológica e genética. 

 

2.2.2 Controles 

Foram avaliados 140 indivíduos sem glaucoma, atendidos no ambulatório de 

Doenças Externas da Disciplina de Oftalmologia do Hospital de Clínicas da UNICAMP, 

segundo os seguintes critérios: 

2.2.2.1 Critério de inclusão 

a. Indivíduos acima de 50 anos de idade; 

b.  Razão escavação/disco menor do que 0,4 em ambos os olhos; 

c.  PIOs menores do que 21 mmHg em ambos os olhos. 

 

2.2.2.2 Critérios de Exclusão 
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a. História familiar de glaucoma; 

b. História familiar de cegueira; 

 

2.3 Métodos 

2.3.1 Exame Oftalmológico 

Todos os pacientes foram submetidos a exame oftalmológico, incluindo: 

a. Medida da acuidade visual com correção, utilizando a tabela de optotipos de 

Snellen, localizada a seis metros de distância do paciente; 

b. Medida do erro refracional em dioptrias com refrator Topcon VT-10 

(Tóquio, Japão), seguido do cálculo do equivalente esférico (EE). Este valor 

foi obtido a partir da fórmula: EE = DE + DC/2, sendo DE correspondente 

ao grau em dioptrias esféricas e DC correspondente ao grau em dioptrias 

cilíndricas; 

c. Biomicroscopia do segmento anterior realizada em lâmpada de fenda Haag-

Streit, modelo 900 (Haag Streit, Berna, Suíça); 

d. Tonometria de aplanação com tonômetro calibrado de Goldmann (modelo 

R-500 – Haag Streit, Berna Suíça). Medida da espessura central da córnea 

por meio de paquímetro ultrassônico; 

e. Gonioscopia com lente de Posner (Ocular Intruments Inc., Bellevue, EUA); 

f. Biomicroscopia de fundo de olho (retina, com a lente 2.2 (Volk Optical Inc., 

Mentor, EUA) e disco óptico com a lente asférica Volk + 78 dioptrias (Volk 

Optical Inc., Mentor, E.U.A) após midríase obtida com a instilação de 1 

gota de tropicamida 1%; 

g. Retinografia (Topcon TRC 50X) digital realizada após midríase: aspectos 

do disco óptico e da razão escavação/disco (escavação) incluindo área do 

disco óptico, área da escavação, área da rima neural e razão escavação/ 

disco vertical foram avaliadas por meio de dois examinadores 

independentes. 

h.  Perimetria computadorizada branco no branco realizada no perímetro 

Humphrey Field Analyzer II, modelo 750, software versão A-10 (Zeiss 

Humphrey Systems, Califórnia, E.U.A) estratégia 24.2 SITA Standard. Os 
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indivíduos receberam orientações prévias de como proceder durante a 

realização do exame. 

Além do exame oftalmológico, foram coletados dados sobre sexo, idade e raça de 

ambos os grupos, indivíduos normais e com glaucoma. 

 

2.3.2 Avaliação genética dos indivíduos 

2.3.2.1 Obtenção das amostras de sangue e extração de DNA 

Foram obtidos 5 a 10 ml de sangue periférico da veia antecubital de todos os 

participantes, em frasco estéril contendo EDTA 10% como anticoagulante. As amostras de 

DNA foram extraídas com a utilização do QIAamp DNA Blood kit, Qiagen, Alemanha, 

segundo as instruções do fabricante. 

 

2.3.2.2 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

A PCR foi realizada utilizando-se os seguintes reagentes, no mínimo: 0,7 µl de 

cada iniciador na concentração de 20 pmoles, 5 µl do tampão da enzima 10X (Tris-HCl 20 

mM (pH 8,4), KCl 50 mM, gelatina 0,01%), 2,0 µl de MgCl2 50 mM, 1 µl da mistura de 

nucleotídios 10X (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) e 2 unidades de Taq DNA polimerase 

(InvitrogenTM·Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), somados a 0,5 g de DNA genômico. 

A seguir as amostras foram amplificadas por meio de aparelho ciclador de temperatura. 

As regiões que contêm a região codificadora do gene NTF4, e as variantes nos 

genes CAV1 e CDKN2B foram amplificadas com a utilização de primers escolhidos a partir 

das sequências dos genes. As amplificações por PCR foram executadas em 35 ciclos, as 

temperaturas de anelamento (TA) e tempo de anelamento estão descritos na tabela 3. As 

temperaturas e tempo de desnaturação e extensão foram de 72°C por 30 segundos e 92°C por 

30 segundos, respectivamente. Foram utilizados 10ρmoles de cada primer e 50 ng de DNA em 

uma reação que continha o volume final de 25 µl. 
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Tabela 3. Sequências dos oligonucleotídeos, temperaturas e tempos de anelamento. 

Primer Sequência TA (°C) tempo (s) 

NTF4(1) 5’– GCTCTGGAACTCCTGACCTC-3’ 
62° 30 

NTF4(1) 5’ – CCTTCCTCAGCGTTATCAGC-3’ 

NTF4(2) 5’ – GGGTGAGCTGGCTGTGTG-3’ 
64° 30 

NTF4(2) 5’– GAAATGTCCCCTCCCACTC-3’ 

rs4236601  5’-TGATTCCATGTGTTGCTGTTG-3’ 
62° 30 

rs4236601  5’-CGGGGGTCTCACTCTGTTAC-3’ 

rs2157719  5’-CACCGCTGCACTACACTACTACC-3’ 
64° 45 

rs2157719  5’-GCATCTGGCACGTAGTAGGC-3’ 

rs4977756  5’-AAGCCCGAGTTTGACAGAGA-3’ 
61° 30 

rs4977756 5’-GCATCTGGCACGTAGTAGGC-3’ 

 

Ao final da reação, 5 L do produto da PCR foram misturados a 1 L do tampão 

de corrida 10X Blue Juice Gel Loading Buffer (InvitrogenTM·Life Technologies, Carlsbad, 

CA, USA), submetidos à eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etídeo e 

visualizados sob iluminação ultra-violeta (UV). Os fragmentos amplificados foram 

comparados ao marcador de peso molecular 1Kb DNA Ladder (InvitrogenTM·Life 

Technologies, Carlsbad, CA, USA) e, para a realização da reação de sequenciamento, a 

concentração do DNA da amostra purificada foi estimada a partir da comparação com a 

intensidade da banda do marcador de peso e massa molecular Low DNA Mass Ladder 

(InvitrogenTM·Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). As imagens foram digitalizadas 

através de equipamento para captura de imagens. 

 

2.3.2.3 Reação de Sequenciamento Sanger 

Para a reação de sequenciamento foram utilizados de 10 a 40 ng do produto 

purificado para um volume final de reação de 20 L, contendo 1 L de Big Dye Terminator 

Ready Reaction v3.0 (ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit, Applied 

Biosystems Foster City, Califórnia, EUA), 4L do tampão de sequenciamento 5X (Applied 

Biosystems Foster City, Califórnia, EUA) e 1,6 pmol de um dos iniciadores (sense ou 

antisense) utilizados na PCR, sendo o volume final completado com água deionizada estéril. 
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As condições das reações de sequenciamento foram: 25 ciclos a 96ºC por 10 

segundos, 50ºC por 5 segundos e 60ºC por 4 minutos. Após esta reação, as amostras foram 

novamente purificadas para eliminação dos nucleotídeos não incorporados. Após realização 

da reação de sequenciamento, aos 10μl do produto final foram adicionados 50 μl de 

isopropanol 65%, permanecendo em repouso em ambiente escuro por 20 minutos e logo em 

seguida submetidos à centrifugação por 25 minutos a 25ºC a 13000 rpm. Após centrifugação 

o sobrenadante foi retirado por pipetagem. Foram adicionados, em seguida, 250 μl de etanol 

60%, levando-se à centrifugação por 10 minutos a 25ºC a 13000rpm. Após centrifugação o 

sobrenadante foi retirado por pipetagem. Em seguida os tubos foram levados ao banho seco a 

90ºC por 4 minutos para evaporação do etanol residual, permanecendo no tubo apenas o pellet 

do material tratado aderido à parede do tubo. 

As amostras foram ressuspensas em Formamida Hi-Di (Applied BioSystems, 

Foster City, Califórnia, EUA), desnaturadas a 95ºC por 3 minutos, colocadas em gelo e 

submetidas à eletroforese no analisador automático de DNA ABI PRISM 3130 (Applied 

BioSystems, Foster City, Califórnia, EUA). Para confirmação da região genômica analisada, 

as sequências foram submetidas a buscas por similaridade, utilizando-se o algoritmo de 

buscas BLAST (HTTP://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). 

 

2.3.3  Forma de análise dos resultados  

2.3.3.1 Estatística descritiva utilizando o ambiente “R” 

Todas as análises estatísticas foram executadas utilizando-se o programa R (R 

Core Team, 2014). Os conjuntos de pacotes tal qual o Genetics foram empregados (Warnes et 

al, 2013) para se calcular as frequência alélicas e genotípicas, assim como o conteúdo de 

informação do polimorfismo (PIC), uma estimativa sem viés da heterozigosidade esperada. 

Valores de P < 0,05 foram considerados significantes. Correção por testes múltiplos quando 

apropriado foi executado pelo método de Bonferroni. Desvios do equilíbrio de Hardy-

Weinberg foram testados com o teste de qualidade de ajuste pelo chi-quadrado. 

Para se investigar a associação dos SNPs com o GPAA foi utilizado um modelo 

de regressão logística (passo a passo) empregando a função glm com a ligação com o pacote 

que contem a distribuição de erro binomial (pacote stats do programa R, R Core Team , 

2014). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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2.3.3.2 Análise in silico das mutações 

Os programas SIFT (http://sift.jcvi.org) e Polyphen2 

(http://genetics.bwh.harvard.edu) foram utilizados na detecção do impacto da troca de 

aminoácidos na estrutura e função da proteína. A conservação entre as diferentes espécies, do 

resíduo de aminoácido foi observada no programa AlignGVGD (http://agvgd.iarc.fr/). Para a 

determinação a respeito das interações dos aminoácidos alterados foi utilizado o programa 

Blue Star String (https://www.cbi.cnptia.embrapa.br) e os modelos cristalográficos foram 

obtidos com o Swiss Model (https://swissmodel.expasy.org/). 

  

http://genetics.bwh.harvard.edu/
http://agvgd.iarc.fr/
https://www.cbi.cnptia.embrapa.br/
https://swissmodel.expasy.org/
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2.4 Resultados e discussão 

2.4.1 : Avaliação da associação do gene NTF4 com o GPAA em uma amostra 

da população brasileira 

O gene NTF4 está localizado na região 19q13.33, previamente relacionada ao 

GPAA por estudo de ligação (Wiggs et al., 2000) e foi novamente relacionado à doença em 

um estudo do tipo caso controle, na população alemã. Foram encontradas sete diferentes 

mutações em heterozigose, representando 1,7% do casos estudados (Pasutto et al., 2009). 

Outro estudo, na população chinesa, encontrou mutações em 2 (Gly157Ala e Ala182Val) de 

720 casos estudados (0,3%) (Chen et al., 2012), no entanto as variantes, apesar de 

apresentarem-se como mutações funcionais, não são ainda consideradas como causadoras do 

GPAA. Outro estudo na população asiática reconhece a alteração Leu113Ser (C.338T>C) 

como causadora do GPAA em um indivíduo (Vithana et al., 2010). Alguns estudos não foram 

capazes de demonstrar a associação de mutações no gene NTF4 com GPAA. Os estudos 

avaliaram a população caucasiana dos Estados Unidos (Liu et al., 2010) e indiana (Rao et al., 

2010). 

Mecanismos que levam à apoptose das CGR envolvem diferentes sinais 

moleculares que podem potencialmente causar ou catalisar a neurodegeneração no glaucoma. 

O resultado final da degeneração no glaucoma consiste em perda das CGR por uma via de 

apoptose caspase dependente (Quigley et al., 1995) (Quigley, 1999). Mais de uma década 

atrás Klocker e colaboradores demonstraram a atuação de fatores neurotróficos na supressão 

da caspase-3 e consequentemente na apoptose das CGR (Klöcker et al., 2000). Em modelos 

animais que não apresentam a proteína NTF4, as lesões isquêmicas na retina são mais graves, 

confirmando a importância desta proteína para a sobrevivência de células neuronais (Harada 

et al., 2005).  

A região codificadora do gene NTF4 foi completamente sequenciada em 169 

casos e 140 controles. Foram encontradas três diferentes variantes em indivíduos 

apresentando ou não o GPAA. As variantes encontradas foram R164M e duas variantes em 

região 3’ não traduzida (3’UTR). A mutação R164M corresponde à troca uma guanina por 

uma timina na posição 632 do gene e resulta na troca do aminoácido arginina por metionina; 

esta mutação foi encontrada em 6 indivíduos sem o diagnóstico de GPAA e em apenas 1 

indivíduo apresentando a doença. A mutação na posição 900 foi encontrada em 7 casos e em 
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apenas 1 controle (900c>t); a mutação 884a>g em 3’UTR (rs115969617) esteve presente 

apenas em casos de GPAA; esta mutação é referente à troca A>G na posição 884 (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Dados demográficos e clínicos em indivíduos com alterações no gene NTF4. 

Indivíduo Sexo Idade Glaucoma PIO 
RED 

(pior olho) 
NTF4 Contr/Caso P valor 

1461/4 M 57 - 10 0.2 R164M 

250/9 F 56 + 20 0.8 R164M 

2564/4 M 51 - 12 0.2 R164M 

1073/4 F 54 - 12 < 0.3 R164M 

1448/4 F 80 - 10 < 0.3 R164M 4/1 P >0.05 

280/4 F 62 + 21 0.8 900 c>t 

190/9 M 80 + 28 1.0 900 c>t 

402/4 M 41 + 16 0.7 900 c>t 

453/4 F 65 + 23 1.0 900 c>t 

454/4 M 44 + 30 1.0 900 c>t 

484/4 M 43 + 27 0.6 900 c>t 

1060/4 F 62 - 10 < 0.3 900 c>t 1/6 P > 0.05 

191/9 F 66 + 20 0.8 884 a>g 

400/4 M 57 + 24 1.0 884 a>g 0/2 

RED: Razão escavação disco, PIO: Pressão intraocular. Contr: Controle. +: glaucoma. -: sem 

glaucoma. M: masculino. F: feminino 

 

O aminoácido R164 encontra-se na extremidade da estrutura formada pelo dímero 

de neurotrofina, que forma o complexo proteico que ativa seu ligante, o receptor TrkB. O 

complexo proteico é apresentado na figura 6A, em destaque a posição 164 no dímero 

contendo os aminoácidos R164 (verde e azul) e M164 (branco e amarelo). As setas amarelas 

apontam os dois ligantes TrkB em ligação com o dímero de NTF4; a imagem foi obtida à 

partir dos dados cristalográficos depositados no banco de dados Protein data bank 1HCF 

(Banfield et al., 2001). As interações de interface do resíduo R164 acontecem apenas com os 

dois diferentes aminoácidos (R164 e D162) que interagem com a arginina na posição 164 com 

uma distância que indica que não são importantes na formação do dímero formado por NTF4 

(figura 6B). As figuras 6C e 6D foram obtidas a partir dos dados de estrutura cristalográfica 
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1B98 (Robinson et al., 1999), obtidas por similaridade ao homodímero de NTF4 e apresentam 

as interações do aminoácido R164 e da variante M164 com os aminoácidos da mesma cadeia 

em monômero e foram geradas por meio da ferramenta que gera o modelo cristalográfico 

Swiss Model associada ao programa Blue Star String que destaca as interações. Na figura 6C 

são apresentados os contatos internos do resíduo R164 (D162, H165 e R206 e R163). Após a 

troca de R164 para M164 duas das interações com H165 são perdidas e uma das interações 

com M162 (figura 6D), mas a metionina na posição 164 permanece interagindo com D162, 

H165 e R206 e R163. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Representação da proteína NTF4 em dímero e ligação com o receptor formando 
um complexo; A) em destaque o aminoácido R164 e M164; B) contatos de 
interface de R164; C) contatos internos de R164; D) Contatos internos de M164. 

 

Por meio do programa AlignGVGD (Tavtigian et al., 2006) o resultado obtido em 

relação à alteração estrutural na proteína, ClassC65, sugere alteração funcional. No entanto, 

não é incomum que alterações classificadas no mesmo nível sejam encontradas em indivíduos 

saudáveis (Chen et al., 2012). De acordo com o programa SIFT a mutação é considerada 

deletéria. O Polyphen2 (Adzhubei et al., 2010), outro programa capaz de avaliar impacto de 
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mutações foi utilizado. Os resultados referem-se à conservação do aminoácido alterado por 

meio de comparação entre diferentes espécies e também é fornecida informação referente ao 

impacto da alteração que, neste caso, foi considerada provavelmente deletéria (score =0.98) 

com índices de sensibilidade=0.75 e especificidade=0.96 para a comparação HumDiv. Para a 

comparação HumVar esta foi classificada como possivelmente deletéria (score=0.79) com 

sensibilidade =0.75 e especificidade=0.87. Embora o aminoácido R164 seja conservado, 

assim como observado em outros estudos, alterações em aminoácidos conservados e variações 

que alteram a estrutura e função da proteína já foram encontradas em indivíduos sem GPAA 

(Chen et al., 2012). Este estudo, assim como outros estudos que buscaram encontrar 

associação de mutações no gene NTF4 com GPAA, não foi capaz de determinar esta 

associação, e inesperadamente, foi observado um grande número de indivíduos não afetados 

apresentando a mutação R164M. Alterações classificadas como C65 (Poliphen2) e afetando a 

função da proteína (SIFT), assim como neste estudo, já foram encontradas em indivíduos que 

não apresentam GPAA. Alterações em genes como MYOC e OPTN também já foram 

encontradas em indivíduos sem GPAA; acredita-se que estas alterações sejam de penetrância 

variável e desta maneira outras causas moleculares podem estar envolvidas no 

desenvolvimento da doença. Foi previamente sugerido que a Neurotrofina-4 esteja envolvida 

na sobrevivência das células ganglionares da retina em modelos animais apresentando lesão 

isquêmica. Observou-se uma alteração na regulação da expressão deste gene, o que levou a 

um aumento nos níveis de RNA mensageiro do mesmo. Adicionalmente, em modelos animais 

que não apresentam a proteína NTF4, as lesões isquêmicas na retina são mais graves 

confirmando a importância desta proteína para a sobrevivência das células nervosas (Harada 

et al., 2005). No entanto sabe-se que a NTF4 não possui função muito relevante na transdução 

de sinal da via de tirosina kinase por meio da ativação do receptor TrkB, sendo este 

mecanismo dependente primordialmente de outra neurotrofina, Brain Derived Neurotrophin 

(BDNF). Alguns estudos em diferentes populações não foram capazes de demonstrar a 

associação de mutações no gene NTF4 com GPAA. Os estudos avaliaram a população 

caucasiana dos Estados Unidos (Liu et al., 2010), indiana (Rao et al., 2010) e a população 

chinesa, na qual apenas três diferentes mutações foram encontradas (Chen et al., 2012). 

Caso ocorra a dimerização, a alteração estará localizada na extremidade da 

estrutura, havendo a possibilidade de que esta não interfira na ligação com o receptor. O 

aminoácido R164 interage com R206; uma mutação que já foi descrita por Pasutto e 



52 

 

colaboradores e a interação entre os dois aminoácidos tornou-se fraca após a troca de arginina 

por glicina em R206G (Pasutto et al., 2009). 

A proteína contendo a alteração R164M foi encontrada em um número maior de 

controles do que de casos. É possível que esta alteração implique em um melhor 

funcionamento da proteína, com maior capacidade de ativação do receptor TrKB, o que 

implicaria em uma melhora na capacidade de atuação como fator de sobrevivência para 

células ganglionares da retina. É necessário comparar a capacidade de fosforilação do receptor 

TrkB de R164M em relação a proteína selvagem por meio da análise densitométrica de TrkB 

fosforilado após immunobloting, desta forma, será possível determinar a real capacidade 

funcional da proteína NTF4 R164M em comparação com a proteína selvagem. 

A alteração na posição 884a>g em 3’UTR, de acordo com o HAPMAP possui 

uma frequência alélica de 0,069 em uma amostra da população africana; adicionalmente o 

rs115969617 foi observado em alguns indivíduos representantes da população americana com 

frequência alélica de 0,012. A variante 900c>t ainda não foi descrita em outros estudos. 

Ambas as alterações em região 3’UTR descritas neste estudo, provavelmente, não 

representam um risco ao desenvolvimento do GPAA ,pois, aparentemente não influenciam no 

funcionamento do gene por não se encontrarem em regiões regulatórias ou sítio para ligação 

de moléculas de RNA com função regulatória (microRNA e RNA longo não codificante). 
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2.4.2 : Association of polymorphisms in CAV1/CAV2 and CDKN2B-AS1 

genes with the risk of primary open-angle glaucoma in a Brazilian 

population. 
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ABSTRACT 

Large-scale genome-wide association studies (GWAS) have identified several susceptibility 

variants associated with POAG, among which rs4236601 (CAV1/CAV2) at chromosome 7q31 

and rs4977756 and rs2157719 at chromosome 9p21 (CDKN2B-AS1). The purpose of this 

study was to investigate whether these variants contribute to POAG incidence in a sample of a 

Southeastern population from Brazil and to determine the best-fitted genetic model for these 

single nucleotide polymorphisms (SNPs). A case-control study with three hundred and nine 

individuals, 169 with POAG and 140 controls, was conducted through PCR and direct 

sequencing. We observed that G/A and A/A genotypes of the rs4236601 were significantly 

more frequent in the POAG group than in non-affected individuals (p = 0.0464 and p = 

0.0454, respectively). Regarding rs2157719, only the heterozygous genotype (A/G) had a 

significant effect, and occurred more frequently in the control group (p = 0.0005). Allele 

frequencies also differed between cases and controls for rs4236601 (OR: 1.57, CI95%: 1.108 

- 2.225), but not for rs2157719 (OR 1.37, CI95%: 0.944 - 2.002). No differences were 

observed for genotype and allele distributions in relation to rs4977756. Our results suggest 

that the best-fitted genetic models are additive and codominant for rs4236601 and rs2157719, 

respectively. For rs4236601 (CAV1/CAV2) and rs2157719 (CDKN2B-AS1) it was possible to 

replicate previously published results and reinforce the importance of these variants in 

relation to POAG. 

 

Keywords: glaucoma, caveolin, cyclin-dependent kinase, variants, intraocular pressure, optic 

nerve 
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1. INTRODUCTION 

Glaucoma is a progressive neurodegenerative disease of multifactorial etiology. It is the 

second leading cause of blindness worldwide, affecting more than 60 million people. The 

disease is characterized by progressive loss of retinal ganglion cells, clinically observed as 

progressive optic disc cupping with corresponding visual field defects. Among several forms 

of glaucoma, the most prevalent is primary open angle glaucoma (POAG). Although 

intraocular pressure (IOP) is considered the most important risk factor for the development of 

POAG, family history has been consistently demonstrated by epidemiological studies to be 

another relevant risk factor (Quigley, 2011). 

The comprehension of the genetic basis of POAG in the field of molecular biology and 

gene identification started in 1993 with the description of the first locus (GLC1A) by Sheffield 

and colleagues (Sheffield et al., 1993), followed by the identification of the Myocilin (MYOC) 

gene in 1997 by Stone and co-workers (E. M. Stone et al., 1997). Since then, several loci 

(from GLC1B to GLC1Q) but few genes have been mapped for POAG, including Optineurin 

(OPTN at GLC1E locus) (Sarfarazi et al., 1998), WD40-repeat 36 (WDR36 at GLC1G locus) 

(Monemi et al., 2005) and Ankyrin repeat- and socs box-containing protein 10 (ASB10 at 

GLC1F) (M. K. Wirtz et al., 1999). The complex nature of the disease phenotype combined 

with the vast genetic heterogeneity suggests the involvement of multiple pathological 

processes and molecular pathways in the development of POAG (Vithana et al., 2010). Since 

2009, large-scale genome-wide association studies (GWAS) have been used in the 

identification of susceptibility variants associated with POAG; however the molecular basis 

of this disease remains poorly understood (Nakano et al., 2009a). 

Among several common risk alleles for POAG mapped through GWAS, single 

nucleotide polymorphisms (SNPs) rs4236601 [CAVEOLIN 1 (CAV1)/CAVEOLIN 2 (CAV2)] 

at chromosome 7q31 and rs4977756 and rs2157719 at chromosome 9p21 [CYCLIN-

DEPENDENT KINASE INHIBITOR 2B ANTISENSE 1 (CDKN2B-AS1)] are the focus of our 

work. The rs4236601 SNP (G to A) was identified by Thorleifsson and co-workers in a 

population-based study performed in Iceland and is located in an intergenic region between 

the caveolin genes (CAV1 and CAV2), both expressed in the trabecular meshwork and retinal 

ganglion cells (Thorleifsson et al., 2010b). The SNPs rs4977756 (A to G) and rs2157719 (A 

to G) at chromosome 9p21 were identified in a region that harbors CDKN2A, CDKN2B and 

CDKN2B-AS1, all expressed in the iris, ciliary body, retina and optic nerve (Burdon et al., 

2011) and have been implicated in different disorders like diabetes (Scott et al., 2007) 

myocardial infarction (Helgadottir et al., 2008) and gliomas (Shete et al., 2009). Several 
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variants in this region have been associated with either protection or increased risk for POAG 

(Burdon et al., 2011) (Wishal D Ramdas et al., 2011a) (Wiggs et al., 2012) (Burdon et al., 

2012) (Cao et al., 2012). 

Results from different studies are contradictory regarding the importance of 

polymorphisms in regions 7q31 and 9p21 in relation to POAG etiology and, to our 

knowledge; there are no reports in the Brazilian population. In order to investigate whether 

these recent identified variants contribute to POAG development in a sample of the 

Southeastern population from Brazil, we aimed to determine the allelic and genotypic 

frequency distribution of rs4236601 variant at chromosome 7q31 (CAV1/CAV2) and 

rs4977756 and rs2157719 variants at chromosome 9p21 (CDKN2B-AS1) in a case-control 

study, as well as to find the best-fitted genetic model for the SNPs. 

 

2. MATERIAL AND METHODS 

2.1. Patients and controls 

This study was approved by the Ethics Committee of the University of Campinas 

and comprised a total of 309 individuals, 169 with POAG and 140 controls. Patients were 

recruited in the Glaucoma Service and controls in the General Ophthalmology Service at the 

Clinical Hospital, University of Campinas. All participants signed the informed consent in 

accordance with the Declaration of Helsinki. An ophthalmological examination, including 

visual acuity measurement, slit-lamp biomicroscopy, Goldmann applanation tonometry, 

gonioscopy and optic disc evaluation (with the pupils dilated and using a 78-dioptre lens), 

visual field evaluation (Humphrey 24.2, Sita Standard; Zeiss Humphrey Zeiss System, 

Dublin, CA, USA), and an interview to collect demographic data were performed. The 

definition of POAG was based on structural and functional changes observed in the optic disc 

and visual field evaluations, respectively, as well as an open angle at gonioscopy. The optic 

disc was considered glaucomatous if it had at least two of the following signals: thinning of 

the neuroretinal rim, hemorrhage, notch, excavation greater than 0.7, or asymmetry of 

cup/disc ratio greater than 0.2. Glaucomatous visual field defect was defined as a pattern 

standard deviation outside of the 95% normal limits or a glaucoma hemifield test result 

outside of the 99% limits. The inclusion criteria for the control group were optic disc and 

visual field without signs of glaucomatous damage as well as IOP less than 18 mmHg in both 

eyes. Also, individuals were excluded if they had family history of glaucoma or vision loss. 
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2.2. DNA extraction and sequencing analysis 

DNA was obtained from 200 µl of peripheral blood cells through GenEluteTM 

Blood DNA Kit, Sigma Aldrich St. Louis, MO, USA. Genotypes were obtained trough 

polymerase chain reaction (PCR) followed by Sanger direct sequencing method. Primers were 

designed using the genomic data bank GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). 

Sequence and annealing temperatures are depicted in Table 1. Thirty-five cycles were 

required for the PCR reaction encompassing 30 seconds for denaturation, annealing and 

extension, except for rs2157719 primers that required 45 second for the extension step. Direct 

sequencing was performed with BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit v3.1® (Applied 

Biosystems Inc., Foster City, CA, USA), in the ABI Prism 3530 DNA Analyzer (Applied 

Biosytems Inc., Foster City, CA, USA) and FinchTV program 

(http://www.cambridgesoft.com/Ensemble_for_Biology/FinchTV/) was used to analyze 

sequencing data. 

 

2.3. Statistical analysis 

All statistical analyses were performed using R software (R Core Team, 2015). 

Additional to the core packages, a genetics package was employed to calculate allele and 

genotype frequencies, as well as polymorphism information content (PIC). Deviation from 

Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) was tested by the Chi-square goodness-of-fit test. The 

Student´s T-test and the Wilcoxon-Mann-Whitney test were applied for the comparisons of 

continuous variables; the last one was done with the aid of wilcox.test function( R Core Team, 

2015). P-values < 0.05 were considered statistically significant. Correction for multiple 

comparisons was performed using the Bonferroni method whenever appropriate. 

In order to investigate the association of SNPs rs4236601, rs2157719, and rs4977756 

with glaucoma, we fitted logistic regression model (stepwise) employing the glm function 

with the link to the binomial error distribution ( R Core Team, 2015). Our null hypothesis was 

an absence of relationship among response and explanatory variables. We developed one 

complete multilocus model taking affection state as the response variable and including all 

three polymorphisms (their respective genotypes) and interaction terms as explanatory 

variables, i.e., primarily assuming that each combination of genotypes may have a different 

effect. Subsequently, we proceeded with stepwise backward elimination of the variables to 

choose the best model. Each step of elimination was followed by ANOVA, employing the 

Chi-square difference test. Finally, we attempted to find the best-fitted genetic model. 

Genotype assignments under different inheritance modes are listed in Table 2; they were 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
http://www.cambridgesoft.com/Ensemble_for_Biology/FinchTV/
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slightly different depending on the choice of the allele taken as a reference. For rs2157719, 

the co-dominant model, for example, admits that each allele in the model has the same 

importance, different from additive (weight 1 for one G allele, 2 for two copies - G/G 

genotype and 0 for its absence), dominant model (weight 1 for any genotype carrying the G 

allele, 0 for its absence) and recessive (weight 1 for two G alleles and 0 for heterozygotes or 

its absence). On the other hand, for rs4236601 the additive model admits weight 1 for one A 

allele, 2 for two copies - A/A genotype and 0 for its absence, the dominant model admits 

weight 1 for any genotype carrying the A allele, 0 for its absence; the recessive model admits 

weight 1 for two A alleles and 0 for heterozygotes or its absence. The G-power software 

(http://gpower.hhu.de/) was employed to estimate the effect of rs4977756 in our population 

and to extrapolate our knowledge to infer sample size for the upcoming studies. We used the 

same software to perform a post-hoc power calculation for the three SNPs. 

 

3. RESULTS 

3.1. Demographic and clinical data 

Three hundred and nine individuals were evaluated in this age-matched case-

control study (cases were represented by 78 males and 91 females and controls by 54 males 

and 86 females). The mean age was 67 years with standard deviation (SD) 13 in cases and 66 

years with SD 9 in controls. IOP measures were obtained from the worst eye at the time of the 

first evaluation at the Glaucoma Service. Application of Shapiro and Wilk's W test (Royston, 

1982) to the distribution of IOP showed that it was not normal only in the control group: W 

=0.968, p-value = 0.349 for POAG patients; W =0.831, p-value = 0.046 in the control group. 

Hence, we applied the Wilcoxon-Mann-Whitney test to compare the groups. As it was 

expected, the difference in IOP distribution between POAG and controls was highly 

significant: p-value= 2.157e-05. No differences were observed in the distribution of age and 

gender between the groups. 

 

3.2. Association of polymorphisms with POAG 

Genotype and allele distribution in affected and control groups, as well as their 

basic descriptive statistics; polymorphism information content (PIC) and HWE are described 

in Table 3. Hardy-Weinberg Equilibrium was observed for SNPs rs4236601 (CAV1/CAV2) 

and rs4977756 (CDKN2B-AS1) in both cases and controls. SNP 2157719 showed a depart 

from HWE (p=0.048 in the control group and p=0.005 in the POAG cohort, the last one held 

the significance after multiple testing correction – 0.144 and 0.015, respectively). This effect 

http://gpower.hhu.de/


60 

 

was mainly due to a deficit of heterozygotes in the affected group and an excess of those 

among the control individuals. Such a depart could be caused by the sampling criterion of 

individuals on the basis of the presence of a disease phenotype. Evidently, there are a number 

of other reasons, but we cannot exclude true association with the disease, and hence we 

proceeded with our analysis (Nielsen et al., 1998) (Wittke-Thompson et al., 2005) (Zou and 

Donner, 2006). 

We can observe that G/A and A/A genotypes of the polymorphism rs4236601 were 

significantly more present in the POAG group than in non-affected individuals, whereas for 

the polymorphism rs2157719, only the heterozygous genotype (A/G) had a significant effect, 

most frequently occurring in the control group. Allele frequencies also differed between cases 

and controls for rs4236601 (OR: 1.57, CI95%: 1.108; 2.225), but not for rs2157719 (OR 

1.37,CI95%: 0.944; 2.002). No differences were observed for genotype and allele 

distributions in relation to the variant rs4977756. 

In order to perform a regression model adjustment, we took our initial full model with 

all predictors and eliminated interaction terms that did not show any association with the 

affection state and were accounting for the excessive complexity of the model. Next, 

rs4977756 was eliminated, resulting in the final model fitted for polymorphisms rs4236601 

and rs2157719. Some of the parameters of the fitted model are shown in Table 4 (without 

adjustment steps). The null hypothesis was rejected for polymorphisms rs4236601 and 

rs2157719. 

Subsequently, we examined the influence of the genetic model on the observed effects 

for the polymorphisms rs4236601 and rs2157719. Characteristics of the considered genetic 

models, such as degrees of freedom (Df) and Akaike's Information Criterion (AIC) values of 

codominant, additive, recessive, and dominant models are shown in Table 5. 

The lowest AIC index corresponds to a higher likelihood of the model. 

Consequently, the best model is the one showing the lowest AIC. For SNP rs4236601, 

ANOVA did not show a significant difference between the models (p=0.7559). However, 

based on the AIC, we can suggest additive as a better genetic model. For SNP rs2157719, 

AIC index and ANOVA clearly indicate codominant model as the best genetic model 

(p=0.0007). 

The SNP rs4977756 did not show any association with POAG in our study. 

Altogether, in view of the fact that its association with POAG was communicated in other 

studies (Wiggs et al., 2012) (Burdon et al., 2012) (Liu et al., 2013), we estimated its effect in 

our population and attempted to extrapolate our knowledge to infer sample size for the 
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upcoming studies. Assuming additive heritability for this polymorphism, OR is equal to 0.84 

(CI95%: 0.59, 1.20), which results in a suggestion of the sample size of 6304 individuals for 

the experimental design with logistic regression analysis and a statistical power of 85% (G-

power software, options: binomial distribution, one-tail statistics). Under the assumption of 

co-dominant heritability, the estimate of the suggested sample size is less conservative and 

decreases to 2270 individuals (OR: 0.74, CI 95%: 0.30, 1.83). The post-hoc power calculation 

showed that our sample had a power of 26% for rs4977756, 84% for 2157719 and 93% for 

rs4236601, considering an alpha of 0.05% (G-power software, options: binomial distribution, 

one-tail statistics). 

 

4. DISCUSSION 

In order to verify the effect of three previously described SNPs (rs4236601, rs2157719 

and rs4977756) in Brazilian POAG patients, we conducted a case-control study and 

confirmed the association of two of the variants (rs4236601, rs2157719) in a cohort of 309 

individuals from the State of São Paulo. 

The rs4236601 SNP is located on chromosome 7q31, region of the genome that 

contains the caveolin genes CAV1 and CAV2. Caveolins facilitate and modulate high-fidelity 

intracellular signaling pathways and are involved in a wide range of cellular processes, 

including vesicular transport, adhesion and cell motility, cholesterol homeostasis and tumor 

suppression (García-Cardeña et al., 1997) (Fuchshofer and Tamm, 2009a) (Toda and 

Nakanishi-Toda, 2007b). CAV1 protein has been shown to be an important regulator of nitric 

oxide NO (Ju et al., 1997) and TGF-beta signaling (Fuchshofer and Tamm, 2009b), both 

implicated in the pathogenesis of POAG (Toda and Nakanishi-Toda, 2007b). We observed 

that the A allele of the polymorphism was significantly more frequent in the POAG group 

than in non-affected individuals, in accordance with some studies. 

Since its identification in 2010 by Thorleifsson and co-workers, many independent 

studies have investigated this variant and its relation with the disease in different populations; 

conflicting results have been reported (Thorleifsson et al., 2010b) (Cao et al., 2012) (Abu-

Amero et al., 2012) (Chen et al., 2015) (Loomis et al., 2014) (Wiggs et al., 2011). Our 

observations replicate other studies. In the US population, Wiggs and colleagues analyzed 

patients and controls from the GLAUGEN study and observed the association of rs4236601 

with POAG overall but not with the subgroup of high IOP. However, this association was 

found to be more significant in women, by GWAS (Wiggs et al., 2011). In a subsequent 

study, this time evaluating both GLAUGEN and NEIGHBOR data sets, Loomis et al reported 
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association with POAG overall (no stratification on IOP), with gender (significance only in 

women) and with early paracentral loss (Loomis et al., 2014). Chen and co-workers related 

the association of this variant in glaucomatous patients with elevated IOP in a population-

based cohort from the Beaver Dam Eye Study through exome sequencing (Chen et al., 2015). 

On the other hand, Kuehn and collaborators studied an US-cohort from Iowa, consisting of 

545 POAG patients and 297 control subjects, and did not observe a relationship between 

rs4236601 and POAG (Kuehn et al., 2011). In an African American cohort, Liu and cols 

observed a nominal significance between this variant and POAG, but this association did not 

survive correction for multiple testing (Liu et al., 2013). In relation to non-US populations, no 

statistically significant associations were found in Ghanaian subjects (Liu et al., 2013) in an 

Afro-Caribbean cohort from Barbados (Cao et al., 2012)  and in a recent study of individuals 

from Saudi Arabia(Abu-Amero et al., 2012). 

Overall data indicate that the effect of this SNP in relation to POAG is highly variable 

intra-US populations and inter US and non-US populations with different minor allele 

frequencies (MAF) among ethnicities (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/). In our sample, the 

MAF was 35.20 in cases and 25.71 in controls. Brazilians are very admixed, with populations 

that came from Africa and Europe added to our native Indians. The frequency in our control 

population was similar to that observed in Utah residents with Northern and Western 

European ancestry (CEU=27.90) and also to a sample from Tuscan, Italy (TSI=28.90). 

However, the frequency observed in Africans represented by Yoruba (YRI=42.90) was higher 

than in our sample and Amerindians are not consistently represented to be used in the 

comparison. 

Sample size is always a concern. Although the number of patients and controls is 

small when compared to other studies, our OR is higher than most of them, confirming the 

influence of this variant in relation to the disease in our population (Thorleifsson et al., 

2010b) (Wiggs et al., 2011) (Loomis et al., 2014) (Kuehn et al., 2011). 

In our analysis, we tested the importance of different inheritance modes in relation to 

the disease. Although the difference among the genetic models was not significant, based on 

the AIC index, we can indicate the additive effect (AIC 423,68) for the rs4236601 as the best 

model. This finding means that each copy of the allele A confers an additive increase in 

POAG risk. The very similar AIC (424.16) was observed for the dominant model that admits 

the protective effect of the G allele only in the presence of two copies (GG genotype). 

Glaucoma risk alleles at 9p21 have already been associated with the presence of 

both normal tension glaucoma (NTG) and advanced POAG, suggesting that CDKN2B-AS1 

http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/
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contributes to optic nerve degeneration in glaucoma (Wiggs et al., 2012). Besides the 

CDKN2B-AS1 antisense RNA gene, the 9p21 locus contains CDKN2A and CDKN2B tumor 

suppressor genes, which are regulated by CDKN2B-AS1 (Burdon et al., 2011). CDKN2B is an 

inhibitor of cyclin-dependent kinase 4 (CDK4), which has an essential role in cell cycle 

progression (Greene et al., 2007). CDKN2A has been shown to be downregulated in some 

neurodegenerative disorders, indicating a possible involvement in the pathogenesis of 

glaucoma (Pogue et al., 2010). Our results showed that the rs4977756 SNP was not associated 

with the disease, whereas rs2157719 was associated with protection against POAG. 

Data regarding these SNPs can have a wide variation according to the studied 

population. In the US population, Wiggs and co-authors studying patients from the 

GLAUGEN and NEIGHBOR consortiums, observed that rs2157719 and rs4977756 conferred 

a protection against the disease both in the overall POAG GWAS and in the NTG meta-

analysis (Wiggs et al., 2012). Looking for an association between CDKN2B-AS1 SNPs and 

POAG features, Pasquale and colleagues reported that, for each minor allele of rs2157719, a 

24% increased risk of “peripheral VF loss only” in one or both eyes was observed. After 

controlling for CDR, this association was not sustained (Pasquale et al., 2013). Liu and 

colleagues investigated SNPs in several candidate regions previously associated with POAG 

in African Americans (1150 cases and 999 controls) and from Ghana (483 cases and 593 

controls). In their analysis, rs2157719 was not evaluated and rs4977756 showed association 

with the disease in the NPG subgroup, but did not survive correction for multiple tests (Liu et 

al., 2013). In contradiction to the report from Wiggs et al and supporting the observations 

described by Liu and co-workers, Burdon and collaborators described an association between 

rs4977756 and the risk of the disease. Their study included the analysis of 590 patients with 

advanced OAG from the Australian and New Zealand Registry of Advanced Glaucoma 

(ANZRAG) and the Glaucoma Inheritance Study in Tasmania (GIST), as well as 3.956 

controls from Australia (Burdon et al., 2011). Chen and co-workers conducted another study 

that confirmed the possible protective effect of rs2157719, and reported the investigation of 

13 previously reported SNPs in a Han Chinese population. They observed that rs2157719 was 

associated with protection against glaucoma when all cases were evaluated, and also after 

stratification in HTG and NTG groups, with the minor allele having a protective effect in both 

groups. In relation to quantitative traits, rs2157719 was positively associated with a lower 

IOP. No association was observed for rs4977756 in relation to glaucoma. Recently, Li and 

colleagues conducted a two-stage Exome Chip discovery and replication study that totalized 

12677 POAG cases and 36526 controls from several ethnicities (Li et al., 2015). Once again 
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rs2157719 was found to be protective against glaucoma (OR = 0.71, p = 2.81 x 10-33). The 

MAF of rs2157719 is also variable among different ethnicities according to HapMap data 

(YRI=0.0, CEU=44.20, TSI=37.70). Regarding the genetic model that explains the disease, 

the co-dominant was significantly better (AIC 417.72), than the others (followed by the 

dominant one, AIC 422.04). 

In our study, the non association between rs4977756 and glaucoma may have 

been due either to the small sample size or to the small difference in the MAF between cases 

and controls (26.63 and 30.00, respectively). The fact that published results are contradictory 

may indicate that the effect conferred by this SNP is low, which would explain the need of 

such a big sample to detect an association. There is also the possibility that modifiers such as 

genetic background or environment act over its effect. All these factors justify the need of 

other studies to better understand the role of this variation in relation to POAG. 

One limitation of this study is the small sample size, which probably hampers the 

detection of association between rs4977756 and the disease. However, for both rs2157719 

(CDKN2B-AS1) and rs4236601 (CAV1/CAV2), it was possible to replicate previously 

published results and reinforce the importance of these variants in relation to POAG. To our 

knowledge, this is the first study that evaluates the above-mentioned variants in patients from 

Brazil, characterized by a very admixed population, different from most studies already 

reported. Due to its colonization process and to the high miscegenation, it is difficult to 

extrapolate the importance of genetic findings from Americans and/or Europeans. Although 

the constantly increasing number of modifier genes related to glaucoma etiology or to its 

endophenotypes, a very small percentage of the heritability can be explained by alterations in 

few genes, making replication studies relevant to the establishment of the most important 

genetic variants related to the disease. 

 

5. CONCLUSIONS 

The variant rs4236601 was significantly more present in the POAG group than in non-

affected individuals and based on the AIC, additive is suggested to be the best genetic model. 

The SNP rs2157719 was more frequent in the control group, suggesting protection against the 

disease. AIC index and ANOVA clearly indicate codominant model as the best genetic model 

for this variant. No differences were observed for genotype and allele distributions in relation 

to rs4977756 SNP. 
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Table 1: Oligonucleotide sequences with respective products sizes and annealing 

temperatures. 
SNP Sequence (5’- 3’) Product Size (bp) AT (°C) 

rs4236601 F 
rs4236601 R 

TGATTCCATGTGTTGCTGTTG 
CGGGGGTCTCACTCTGTTAC 

704 62 

rs2157719 F 
rs2157719 R 

CACCGCTGCACTACACTACTACC 
GCATCTGGCACGTAGTAGGC 

564 61 

rs4977756 F 
rs4977756 R 

AAGCCCGAGTTTGACAGAGA 
GCATCTGGCACGTAGTAGGC 

652 64 

F: Forward, R: reverse, AT: annealing temperature 

 

Table 2: Genotype assignment under different inheritance modes. 

 Codominant Dominant Recessive Additive 
Genotype G1    G2 G G G 
AA/GG 0      0 0 0 0 
AG/AG 1      0 1 0 1 
GG/AA 0      1 1 1 2 
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Table 3. Genotype and allele counts and basic descriptive statistics of the frequencies 
distribution in affected and control groups. Totally, 169 individuals were 
genotyped in the affected group and 140 in the control group 

 

PIC – polymorphism information content value; PHWE – p-value of the chi-square goodness-of-fit test for the Hardy-Weinberg 

equilibrium; *0.015/0.144 applying Bonferroni correction. 

  

SNP Genetic 
region 

Genotype 
and 

Alleles 

Affected  
n (%) 

Control 
n (%) 

PIC 
Case/Control 

PHWE 
Case/Control 

rs4236601 CAV1/CAV2 G/G 74 (43.8) 80 (57.1) 35.21/30.91 0.303/0.225 
G/A 71 (42.0) 48 (34.3)   
A/A 24 (14.2) 12 (8.6)   

G 219 (65.8) 208 (74.3)   
A 119 (35.2) 72 (25.7)   

rs2157719 CDKN2B-

AS1 

A/A 113 (66.9) 72 (51.4) 27.21/31.11 0.005/0.048* 
A/G 43 (25.4) 63 (45.0)   
G/G 13 (7.7) 5 (3.6)   

A 269 (79.6) 207 (73.9)   
G 69 (20.4) 73 (26.1)   

rs4977756 CDKN2B-

AS1 

A/A 90 (53.3) 67 (47.9) 31.44/33.18 0.670/0.520 
A/G 68 (40.2) 62 (44.3)   
G/G 11 (6.5) 11 (7.9)   

A 248 (73.4) 196 (70.0)   
G 90 (26.6) 84 (30.0)   
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Table 4. Parameters of the fitted logistic regression 

model: odds ratios and p-values. 
 OR 2.5% 97.5% p-value 

rs4236601     
G/G -- -- -- reference 
G/A 1.6569 1.0109 2.7349 0.0464* 
A/A 2.2349 1.0333 5.0516 0.0454* 

rs2157719     
A/A -- -- -- reference 
G/A 0.4146 0.2511 0.6776 0.0005*** 
G/G 1.4427 0.5087 4.7160 0.5101 

* Significance level: p < 0.05 

*** Significance level: p < 0.001 

 

 

Table 5. Characteristics of codominant, additive, recessive and 
dominant genetic models for SNPs rs4236601 and 
rs2157719. 

Model for SNP Df AIC rs4236601 AIC rs2157719 
Codominant 2 425.58 417.72 

Additive 1 423.68 426.96 
Dominant 1 424.16 422.04 
Recessive 1 427.23 427.17 

Df – Degrees of Freedom; AIC – Akaike's Information Criterion 
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3.0  CAPÍTULO 2: ESTUDOS EM FAMÍLIAS  

3.1 Objetivos 

3.1.1  Gerais 

Esta parte do projeto teve como objetivo a melhor compreensão das bases 

genéticas do glaucoma por meio do estudo em famílias de genes já associados à doença como 

causadores ou moduladores, assim como da identificação de novas regiões e/ou genes 

candidatos associados ao GPAA. Com o intuito de melhor compreender o papel de alterações 

genéticas no desenvolvimento do GPAA, em duas famílias previamente estudadas por meio 

de estudo de ligação e sequenciamento do gene MYOC foi realizado o sequenciamento de 

exomas, com o objetivo de identificação de novos genes candidatos. 

 

3.1.2  Específicos 

3.1.2.1 Avaliar a presença de mutações nos genes MYOC e CYP1B1 e efetuar a 

correlação genótipo/fenótipo em membros de 13 famílias portadoras de 

GPAA. 

3.1.2.2 Realizar o sequenciamento completo de exomas em membros de duas 

famílias sem mutações no gene MYOC e previamente avaliadas em um 

estudo de ligação. 

3.2  Casuística 

3.2.1 Pacientes 

Foram avaliados 26 indivíduos afetados pertencentes a 13 famílias (Apêndice 

1) para os genes MYOC e CYP1B1. 

Por meio do sequenciamento total de exomas foram avaliados sete indivíduos 

afetados por GPAA pertencentes a dois núcleos familiares. 

 

O protocolo de pesquisa seguiu os princípios enunciados na Declaração de Helsinque, 

assim como as determinações do Comitê de Ética em Pesquisa da FCM – UNICAMP. 
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3.2.1.1 Critérios de inclusão 

a. Ângulo aberto no exame de gonioscopia com pigmentação da malha trabecular 

até grau 2; 

b. Lesão característica de disco óptico, definida como a presença de pelo menos 

dois dos seguintes critérios: razão escavação/disco >0,6, perda localizada da 

rima neural, hemorragia de disco óptico ou assimetria da razão escavação/disco 

>0,2 entre os dois olhos; 

c. Presença de pelo menos dois exames de campo visual confiáveis revelando 

perda glaucomatosa característica, definida como o agrupamento de três ou mais 

pontos não periféricos no gráfico do Pattern Deviation, todos deprimidos a p < 

5%, com pelo menos um ponto a p < 1% ou pior, Glaucoma Hemifield Test 

Outside Normal Limits e Pattern Standard Deviation (PSD) ocorrendo em 

menos de 5% dos exames perimétricos normais; 

 

3.2.1.2 Critérios de Exclusão 

a. Presença de alterações de segmento anterior compatíveis com glaucomas 

secundários (ou de desenvolvimento) e/ou alterações de disco óptico e campo 

visual que mimetizem lesões glaucomatosas; 

b. Diagnóstico de glaucoma primário de ângulo fechado; 

c. Pacientes com GPAA que não puderam ser submetidos à avaliação 

oftalmológica e genética. 

 

3.2.2 Controles 

Foram avaliados 26 indivíduos sem glaucoma, componentes de 13 núcleos 

familiares de afetados pelo GPAA para os genes MYOC e CYP1B1 e 3 não afetados por 

GPAA pertencentes a dois núcleos familiares para o sequenciamento total de exomas, 

atendidos no ambulatório de oftalmologia da Disciplina de Oftalmologia do Hospital das 

Clínicas da UNICAMP, segundo os seguintes critérios; 

3.2.2.1 Critério de inclusão 

a.  Indivíduos acima de 50 anos de idade; 

b.  Razão escavação/disco menor do que 0,4 em ambos os olhos; 
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c.  PIOs menores do que 21 mmHg em ambos os olhos; 

d. Pertencer ao núcleo familiar com membros afetados por GPAA avaliados neste 

estudo; 

 

3.2.2.2 Critérios de Exclusão  

a. Indivíduos onde não foi possível a avaliação oftalmológica e genética serão 

excluídos do estudo. 

b. PIO> 16mmHg; 

 

3.3  Métodos 

3.3.1  Exame Oftalmológico 

O exame oftalmológico encontra-se descrito no item 2.3.1 

3.3.2 Avaliação genética dos indivíduos 

3.3.2.1 Obtenção das amostras de sangue e extração de DNA 

A obtenção das amostras de sangue e extração de DNA encontram-se descritas no item 

2.3.2.1. 

3.3.2.2 Reação em Cadeia da Polimerase 

As PCRs para os genes MYOC, CYP1B1, assim como para os genes candidatos 

selecionados por meio do sequenciamento de exomas foram realizadas de acordo com a 

padronização descrita no item 2.3.2.2. Os iniciadores utilizados encontram-se descritos na 

tabela 5. As amplificações pela reação em cadeia pela DNA polimerase foram executadas em 

35 ciclos, as temperaturas de anelamento (TA) estão descritas na tabela 5. As temperaturas e 

tempo de desnaturação e extensão foram de 72°C por 30 segundos e 92°C por 30 segundos 

respectivamente. Foram utilizados 10ρmoles de cada primer e 50ng de DNA em uma reação 

que continha o volume final de 25 µl. 

Tabela 5. Sequências dos oligonucleotídeos, e temperaturas de anelamento. 

Gene Oligonucleotídeos TA (°C) 

MYOC (S) 5’ GGTGCATAAATTGGGATGTTC 3’ 
61 

MYOC (AS) 5’ TTGTGCTAGCTGTGCAGTCTC 3’ 

MYOC (S) 5’ TACAGGCATGAGCCACCAC 3’ 
62 

MYOC (AS) 5’ GAGAGTTCTGTTCCTCTTCTCCTC 3’ 

MYOC (S) 5’ GATTTGTCTCCAGGGCTGTC 3’ 65 
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MYOC (AS) 5’ GCTTGGAGGCTTTTCACATC 3’ 

MYOC (S) 5’ TCTGTGGCACCTTGTACACC 3’ 
61 

MYOC (AS) 5’ CCACCTTTAACATCCTGCAATC 3’ 

CYP1B1(S) 5’ TCTCCAGAGAGTCAGCTCCG 3’ 
61 

CYP1B1(AS) 5’ GGGTCGTCGTGGCTGTAG 3’ 

CYP1B1(S) 5’ ATGGCTTTCGGCCACTACT 3’ 
57 

CYP1B1(AS) 5’ GATCTTGGTTTTGAGGGGTG 3’ 

CYP1B1(S) 5‘TCCCAGAAATATTAATTTAGTCACTG 3 
61 

CYP1B1(AS) 5 ‘TATGGAGCACACCTCACCTG 3’ 

LRP1 (S) 5’ CTGGAAATGCGATGGAGAC 3’ 
65° 

LRP1 (AS) 5’ GAGAAAGAATGAGTGAATGACTGG 3’ 

SCNM1(S) 5’ CTCTACCCCTGCTCAGCTTTG 3’ 
64° 

SCNM1(AS) 5’ GGGAGACAGAGTCAGAGCCTTC 3’ 

FN1(S) 5’ CTGCCTTCCAAAATGTTTCC 3’ 
63° 

FN1(AS) 5’ GGGGCTTGTTGTCACTTACC 3’ 

GPR179 (S) 5’ TGGGTGCAGGAGGAGAAC 3’ 
64° 

GPR179 (AS) 5’ CTGAGGTCTGGCTTGAGTCC 3’ 

ADAMTSL4(S) 5’ TCCCTGGTTCAGTCCCTTATC 3’ 
65 

ADAMTSL4 (AS) 5’ TGGCGAGTGGACATCCTG 3’ 

ICA1L (S) 5’ AGATTGGCCCTGTGTACTCC 3’ 
62° 

ICA1L (AS) 5’ CATACACCAAGAAAAGGAAAGG 3’ 

GALC (S) 5’ GGTGGGGAGTGAGATGGTC 3’ 
64° 

GALC(AS) 5’ CAAGGGCAAAGAAAGGATCA 3’ 

GOSR1(S) 5’ CTTTCCTGTGCTGCTTCTCC 3’ 
64° 

GOSR1(AS) 5’ GCTCTCAAGGCGGAAACAC 3’ 

COL15A1 (S) 5’ TCCTGTGTTCTCTGCTTCCA 3’ 
64° 

COL15A1 (AS) 5’ CCAACCTGCCCATCAATC 3’ 

PRSS12(S) 5’ CCAAGGTACAAAGGCTGAGAC 3’ 
61° 

PRSS12(AS) 5’ GGTCGGTTTACAGGGAGAATG 3’ 

DNMBP(S) 5’ CTCGAGGGTCTCTGCTCTTG 3’ 
61° 

DNMBP(AS) 5’ AGCACAGCAGAGAACGAATG 3’ 

NID2(S) 5’ GTACCCAGATGCGCACTCAC 3’ 
61° 

NID2(AS) 5’ TGCAGAAAATCCACCCTAGC 3’ 

NINL(S) 5’ AGGGAAATTACTCAGGACCGC 3’ 
61 

NINL(AS) 5’ TTGCGTAAACCTGGGAGGAC 3’ 

TMTC3(S) 5’ ATCATATCAAGGGCCTCATTT 3’ 
62° 

TMTC3(AS) 5’ GTGGGGTGTCTCTTCGTCTC 3’ 
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3.3.2.3 Reação de Sequenciamento 

Os detalhes da reação de sequenciamento encontram-se descritos no item 2.3.2.3. 

3.3.2.4  Sequenciamento completo de exomas 

Para o sequenciamento de exomas foram utilizados de 50 ng de DNA genômico 

dos pacientes e controles pertencentes às famílias. O DNA genômico deve possuir OD 

260/280 entre 1.8 e 2.0. As amostras de DNA de cada indivíduo foram quantificadas por meio 

do equipamento Qubit 2.0 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), que realiza quantificação 

de ácidos nucléicos através de método fluorimétrico, para serem submetidos ao 

sequenciamento. 

Foi utilizado o kit Nextera rapid Exome Enrichment Kit® (Illumina, Inc., San 

Diego, CA, USA), seguindo as instruções do fabricante. As bibliotecas capturadas foram 

submetidas ao sequenciamento no equipamento Illumina HiSeq 2500 (Illumina, Inc., San 

Diego, CA, USA). As amostras foram combinadas para que pudessem ser submetidas ao 

sequenciamento. A qualidade, quantidade e distribuição do tamanho dos produtos de PCR foi 

analisada pelo equipamento 2100 BioAnalyser. Para os indivíduos de ambas as famílias, as 

bibliotecas capturadas foram submetidas ao sequenciamento no equipamento Illumina 

HiSeq
TM

 (Illumina, Inc., San Diego, CA, USA), situado no Laboratório Central de 

Tecnologias de Alto Desempenho em Ciências da Vida. O sequenciamento foi realizado em 

2x100pb (paired ends) com cobertura mínima de 50X. 

O tamanho dos insertos a serem sequenciados devem ter aproximadamente 200 

pb. O sequenciamento foi por multiplex, com seis amostras (bibliotecas) por canal, sendo a 

corrida feita por paired-ends (primers sense e antisense) 2x54 pb. Como cada canal produz 

aproximadamente 2 Gb de sequências e esperando que 50% das leituras correspondam aos 

alvos, uma cobertura de 40 a 50 vezes para cada amostra é obtida quando seis indivíduos são 

sequenciados em apenas um canal. Este valor de cobertura é a ideal, pois assegura que 95% 

dos SNPs sejam identificados (Summerer et al., 2009).  
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3.3.3 Forma de análise dos resultados  

3.3.3.1 Análise do sequenciamento de exomas 

 
O processo de tratamento e análise dos dados obtidos foi divido em etapas que têm 

início com um pré-processamento dos dados; nesta etapa os dados brutos têm suas referencias 

mapeadas e duplicatas marcadas. Variações do tipo indel são realinhadas; a partir desta etapa 

o programa GATK (http://www.broadinstitute.org/gatk/) pode ser utilizado. Posteriormente, é 

efetuada a recalibração de bases e então os dados são comprimidos e submetidos ao programa 

GATK com a retirada de informações redundantes e manutenção apenas de informações 

essenciais para a busca por variantes. Desta maneira este processo inclui as etapas de obtenção 

das sequências, alinhamento, processamento e obtenção das variantes. Os dados obtidos, 

gerados no formato de arquivo SAM devem ser convertidos para o formato BAM que é 

posteriormente comprimido. A análise com o programa GATK se dá pela busca por variantes 

e tem inicio com a utilização do UnifiedGenotyper, programa que permite a identificação de 

SNPs e indels separadamente considerando as variações em cada lócus. Outro método 

empregado está voltado para a obtenção dos haplótipos baseados nas variações do tipo indel, 

SNPs a ferramenta  HaplotypeCaller auxilia em detectar se a região em questão tem potencial 

para ser considerada variável e possibilita a análise de variações simultaneamente o que 

permite uma avaliação mais minuciosa, especialmente, das alterações do tipo indel. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Etapas da análise de sequenciamento de exomas. 

 

 

 

 

 

http://www.broadinstitute.org/gatk/
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3.3.3.2 Filtragem dos genes candidatos 

Foram utilizadas ferramentas que permitem avaliar os dados gerados que 

correspondem às sequências codificadoras e regulatórias dos genes. Foram comparados 

bancos de dados de variações genéticas como do projeto ESP5400 

(http://evs.gs.washington.edu/EVS/), 1000 genomes (http://www.1000genomes.org/), HGMD 

(http://www.hgmd.org/) e EXAC (http://exac.broadinstitute.org/) por meio de ferramentas 

como o wAnnovar (http://wannovar.usc.edu/) que permite a comparação com diferentes 

bancos de dados com informações sobre a frequência nas populações e patogenicidade das 

alterações. As mutações novas foram avaliadas em relação ao impacto estrutural e funcional na 

proteína (SIFT, Polyphen2). Foram verificadas as regiões funcionais, pois, alterações podem 

ocorrer em sítios catalíticos relacionados com a função da proteína e desta maneira é possível 

entender o efeito molecular que apresenta relação com o desenvolvimento do GPAA. Os genes 

selecionados nas etapas finais de análise foram estudados com relação ao seu nível de expressão 

nos diferentes tecidos oculares, com base nas informações contidas no banco de dados de 

expressão em tecidos oculares (https://genome.uiowa.edu/otdb/). Nesta etapa foi utilizada a 

comparação por meio da plataforma MySQL (https://www.mysql.com/) que tem a capacidade de 

relacionar bancos de dados de maneira seletiva, desta maneira considerando apenas os genes com 

expressão (PLIER) na malha trabecular, nervo óptico ou outros tecidos do olho. A mesma 

ferramenta foi utilizada para a busca de genes previamente relacionados às formas de glaucoma 

(apêndice 2 e tabela 2). A partir de uma extensiva busca no banco de dados do NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) cerca de 100 genes foram selecionados e esta lista foi 

confrontada com os resultados de exomas das famílias portadoras de GPAA, buscando-se assim 

alterações em genes com efeito reconhecido para a doença. 

 

 

 

 

 

 

 

http://evs.gs.washington.edu/EVS/
http://www.1000genomes.org/
http://www.hgmd.org/
http://exac.broadinstitute.org/
http://wannovar.usc.edu/
https://genome.uiowa.edu/otdb/
https://www.mysql.com/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.4.1 Sequenciamento dos genes MYOC e CYP1B1 em 13 famílias com 

GPAA. 

Foram avaliadas as possíveis mutações na região codificadora do gene MYOC, em 

2 pacientes de cada uma das 13 famílias. Não observaram-se mutações após o 

sequenciamento completo das demais regiões do gene MYOC, resultados correspondentes aos 

observados em outros estudos. A prevalência do GPAA é de 1,6% da população mundial 

(Rose et al., 2011), e o MYOC está envolvido em apenas cerca 2 a 4 % dos casos de GPAA 

(Banerjee et al., 2012), apresentando-se mais comumente alterado em casos de glaucoma 

primário de ângulo aberto do tipo juvenil (GPAA-J), perfazendo cerca de 30% destes casos no 

Brasil e em outros países. Mutações neste gene geralmente acarretam alterações de pressão 

intraocular (PIO) com valor acima de 21 mmHg. 

A maior parte dos pacientes pertencentes às famílias incluídas neste estudo 

apresentaram GPAA com PIOs menores do que 25 mmHg. De acordo com os dados das 

publicações sobre o tema as mutações no gene MYOC geralmente estão relacionadas ao 

GPAA de pressão elevada e as prevalências das mutações são dependentes da etnia, sendo a 

Q368X mais comum em caucasianos e a T351I em asiáticos (Cheng et al., 2012). 

Nestas 13 famílias também foi analisada a região codificadora do gene CYP1B1, 

inicialmente, em 2 indivíduos mais gravemente afetados pelo GPAA, totalizando 78 

sequenciamentos, dividindo se o gene em três diferentes regiões. Cinco famílias avaliadas 

apresentaram os polimorfismos R48G, A119S, D449D e L432V. Dentre estas uma família 

apresentou também a variante rara P400S (Figura 10), que em homozigose é considerada 

causadora de GCP e em heterozigose pode ser relacionada ao fenótipo de GPAA (Dimasi et 

al., 2007). Alterações neste gene são reconhecidamente uma causa do glaucoma congênito 

primário (GCP) (Azmanov et al., 2011), muito embora já tenha sido sugerido que também 

sejam de suscetibilidade ao GPAA (Acharya et al., 2008) (López-Garrido et al., 2006) e 

GPAA-J (Bayat et al., 2008). As alterações D449D e L432V apresentam frequências elevadas 

na população de uma maneira geral; em caucasianos foi observada frequência de 63% assim 

como na média da população mundial. As frequências destes polimorfismos em outras 

populações de acordo com diferentes bancos de dados são apresentadas na tabela 6. 
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Tabela 7. Dados clínicos dos indivíduos pertencentes à família.  

Indivíduo Idade 
PIO OD 
(mmHg) 

PIO OE 
(mmHg) 

FO 
OD 

FO OE 

II-1 82 - 18 1,0 - 

II-2 75 19 14 0,9 0,9 

III-1 43 10 10 0,2 0,3 

III-2 54 10 12 0,2 0,6x0,5 

III-3 48 14 14 0,7 0,3 

III-4 39 14 14 0,5 0,2 

III-5 40 10 10 0,6 0,3 

IV-1 23 12 12 0,2 0,2 

 

Dois indivíduos (I-1 e I-6) foram diagnosticados com GPAA e os indivíduos II-2, 

II-4, II-7 e II-8 apresentaram assimetria de escavação, que é uma característica de suspeição 

de lesão glaucomatosa do disco óptico podendo ser um indicativo de morte das células 

ganglionares da retina. Os indivíduos III-3 e II-5 apresentaram pigmentação aumentada no 

trabeculado, no entanto, a avaliação da quantidade do pigmento na estrutura do trabeculado 

demonstra que os níveis elevados não comprometem, necessariamente, o funcionamento das 

células componentes da malha trabecular (MT), estrutura envolvida na manutenção da pressão 

intraocular e consequentemente na patogênese do GPAA. 

 Assim, ainda não foi possível observar associação entre os polimorfismos 

encontrados e o fenótipo de GPAA ou qualquer relação genótipo/fenótipo. Um exemplo do 

sequenciamento das variantes observadas no gene CYP1B1 e que forma o haplótipo mais 

estudado está representado na Figura 9.  

A variante L432V em um estudo em famílias foi considerada um fator de 

suscetibilidade para o GPAA sendo um potencial fator de risco associado à doença e o 

genótipo GG referente a esta mutação foi considerado um genótipo de risco (Bhattacharjee et 

al., 2008). 
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Figura 9. Eletroferograma do sequenciamento do gene CYP1B1 apresentando as alterações 
encontradas neste estudo que formam o haplótipo mais relatado na literatura. 

 

A variante D449D encontra-se em desequilíbrio de ligação com a L432V em 

diversos estudos, contradizendo os dados de Bhattacharjee em 2008 (Bhattacharjee et al., 

2008). Atualmente, ambas podem ser consideradas apenas polimorfismos e as alterações não 

implicam necessariamente no fenótipo de GPAA ou em patogenicidade da proteína. 

A mutação P400S (Figura 10) já foi observada em outro estudo com indivíduos 

apresentando o GCP com um padrão de herança autossômico recessivo (Dimasi et al., 2007). 

Neste estudo foi demonstrado que a P400S estava associada a outra mutação no mesmo gene, 

ocasionando o desenvolvimento de GCP. Foi observado que a mutação acarreta instabilidade 

da proteína madura, no entanto a atividade enzimática permanece semelhante à atividade da 

proteína sem esta troca de aminoácidos (Campos-Mollo et al., 2009). A mutação P400S 

apresenta penetrância incompleta sendo considerada, assim como as mutações P52L, G61E, 

Y81N e E229K, alelos hipomórficos (Campos-Mollo et al., 2009). 
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Figura 10. Eletroferograma representando a mutação P400S no gene CYP1B1. 

 

Mutações que levam à instabilidade ou diminuição da função enzimática da 

proteína CYP1B1 são consideradas fatores de predisposição para o GPAA (Pasutto et al., 

2010), adicionalmente, genótipos de CYP1B1 apresentaram expressividade variável a alta 

penetrância em indivíduos com GCP (Suri et al., 2009) (Micheal et al., 2015). Existem 

haplótipos que levam à predisposição ao glaucoma, e as mutações que causam GCP variam 

entre as populações étnicas de acordo com o aparecimento de mutações fundadoras (Li et al., 

2011). Nas populações latino-americanas não brasileiras a relevância da relação entre as 

mutações no CYP1B1 e GCP é pequena contabilizando menos de 10% dos casos (Zenteno et 

al., 2008). Há cerca de 20 anos já se especulava a atuação da proteína codificada pelo gene 

CYP1B1 no desenvolvimento dos tecidos oculares através do metabolismo de outras 

moléculas ativas atuantes no desenvolvimento do olho (Stoilov et al., 1997). Posteriormente, 

foi sugerido que CYP1B1 e MYOC poderiam interagir em uma via comum. Assim o glaucoma 

poderia ser uma doença multialélica em alguns casos. Desta maneira alterações no gene 

CYP1B1 poderiam interferir na função da miocilina (Vincent et al., 2002), alterando a 

expressão do gene MYOC (Bagiyeva et al., 2007), hipótese melhor elucidada em um recente 

estudo após a compreensão da importância de alterações na capacidade enzimática da proteína 

citocromo P450 sobre o metabolismo do17ß estradiol. A CYP1B1 é uma enzima multifatorial 

envolvida no metabolismo de ácidos graxos, ácido retinóico e do 17ß estradiol. Desta maneira 

vários estudos demonstraram que mutações no gene CYP1B1 que resultam na perda de uma 

ou mais das suas atividades enzimáticas de estabilidade e diminuição da abundância relativa 

poderiam explicar a associação do CYP1B1 com o GPAA em caráter monogênico ou digênico 

com a influência do MYOC. A proteína CYP1B1 pode interferir na expressão do gene MYOC 

através do metabolismo do 17ß estradiol em 4-hidroxi estradiol nas células da malha 

trabecular levando à perda da capacidade de metabolizar esta molécula. O acúmulo de 17ß 

estradiol no meio celular acarreta uma ativação prolongada da expressão do gene via 
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elementos responsivos a estrógenos, aos quais se liga o 17ß estradiol. Os elementos 

responsivos a estrógenos estão localizados na região promotora do gene MYOC e ativam a 

transcrição do gene (Mookherjee et al., 2012). No entanto para melhor compreensão da real 

influência destas alterações em relação ao GPAA necessita-se de maior investigação, havendo 

então a necessidade do estudo das regiões codificadoras do gene CYP1B1 em um maior 

número de indivíduos relacionados nestas famílias, afetados e não afetados pelo GPAA. 
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3.4.2 : Estudo de sequenciamento total de exomas em 2 famílias 

portadoras de GPAA 

3.4.2.1 Análise do sequenciamento total de exomas 

Este estudo utilizou o método denominado Whole Exome Sequencing (WES) ou 

sequenciamento completo de exomas. Foi considerado o modelo de herança autossômica 

dominante ou monogênica,. Para que isto seja possível um grande número de variantes, com 

reconhecida relevância médica ou sem relevância ainda conhecida foram analisadas 

individualmente. 

Uma análise em todo o exoma dos indivíduos foi efetuada também com o objetivo 

de reconhecer novas variantes possivelmente envolvidas na fisiopatologia do glaucoma nestas 

famílias. Foram utilizadas ferramentas que permitem avaliar os dados gerados que 

correspondem às sequências codificadoras e regulatórias dos genes. As variantes identificadas 

foram procuradas em bancos de dados de variações genéticas como do projeto ESP5400 

(evs.gs.washington.edu/EVS/), 1000 genomes (www.1000genomes.org/) e HGMD 

(www.hgmd.org/). As mutações novas foram avaliadas em relação ao impacto estrutural e 

funcional na proteína (SIFT, Polyphen2). As regiões funcionais foram verificadas, pois 

alterações podem ocorrer em sítios catalíticos relacionados com a função da proteína e desta 

maneira seria possível entender o efeito molecular que apresentasse relação com o 

desenvolvimento do GPAA. Os genes selecionados nas etapas finais de análise foram 

estudados com relação ao seu nível de expressão nos diferentes tecidos oculares com base nas 

informações contidas no banco de dados de expressão em tecidos do olho Ocular tissue 

database (https://genome.uiowa.edu/otdb). 

Adicionalmente, foi obtida uma extensa lista de genes que foram selecionados em 

diversas populações por estudos de ligação e de associação. O levantamento bibliográfico foi 

executado em publicações acessadas no endereço do banco de dados do National Center for 

Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). Como referência principal o 

artigo de revisão recente de Janssen e colaboradores (Janssen et al., 2013) foi utilizado na 

busca do principais genes candidatos. Desde a descoberta do envolvimento da miocilina por 

Stone e colaboradores (Stone et al., 1997) poucos genes foram sugeridos como causadores do 

GPAA, dentre eles o WDR36, OTPN, ASB10, TBK1 e NTF4. No entanto, muitos outros 

estudos reconhecem regiões cromossômicas em famílias ou amostras representativas de uma 

http://evs.gs.washington.edu/EVS/
http://www.1000genomes.org/
http://www.hgmd.org/
https://genome.uiowa.edu/otdb
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
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população, estudos de ligação e associação respectivamente, que nos fornecem dicas 

importantes a respeito de genes envolvidos na modulação dos fenótipos relacionados ao 

GPAA, como aumento da escavação e elevação da PIO. 

Nas famílias estudadas (dez indivíduos) foram obtidas as sequências referentes a 

todo conjunto de regiões traduzidas em proteínas, além de algumas regiões regulatórias 

localizadas nas proximidades dos limites da posição de início e final da região codificadora. 

Foram obtidas sequências de cerca de 50 milhões de pares de bases de cada um dos 

indivíduos, referentes aos dois componentes genômicos presentes em um indivíduo diplóide. 

As etapas de obtenção das sequências, alinhamento, processamento e obtenção das variantes 

foram efetuadas, restando apenas reconhecer as variantes de importância médica e fenotípica 

para o GPAA descartando variantes comuns ou que não interferissem no funcionamento da 

proteína. 

Foram avaliadas também as mutações encontradas dentro da região previamente 

selecionada pelo estudo de ligação. A figura 11 apresenta o resultado inicial obtido no 

experimento. As notas obtidas em relação à qualidade das sequências foram consideradas 

satisfatórias para todos os indivíduos. A porcentagem de GC para os indivíduos 1 e 2 foi de 

50%, enquanto que para os indivíduos 3 e 4 foi de 49%. Para o parâmetro de qualidade 

relacionado ao conteúdo de bases nitrogenadas todas as amostras foram aprovadas. Em 

relação à qualidade das sequências super-representadas novamente nenhuma amostra foi 

reprovada. Os parâmetros de conteúdo de Kmer, de análises de qualidade por bases e 

sequências GC, nível de duplicação de sequências e controle de qualidade a respeito do 

conteúdo de base sequenciada foram classificados como reprovados ou em alerta, no entanto 

para as análises pretendidas nenhum destes parâmetros influenciou no prosseguimento do 

estudo. 

Efetuou-se a comparação entre os dois sentidos do DNA capturado (a 

metodologia paired end forma fragmentos nos dois sentidos da fita de DNA) em 2 indivíduos 

diferentes (Figura 11A e 11B), com o intuito de exemplificar a análise. Foi possível observar 

que os valores das notas referentes à qualidade (acima de 29, área verde considerada 

satisfatória) foram considerados suficientes em todas as amostras. Apenas um pequeno trecho 

que contém segmentos com mais de 85 pares de bases em um individuo apresentou qualidade 

abaixo do esperado, no entanto não influenciou na qualidade final das análises. 
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Figura 11. Exemplo de comparação entre os fragmentos em ambos os sentidos em um 

indivíduo. A) forward; B) reverse. Pb: pares de bases. 

 

A recalibração de bases foi efetuada e a quantidade de bases lidas pode ser 

observada na figura 12, como exemplo do que foi realizado para todos os indivíduos das duas 

famílias. Partindo de um total de cerca de 50 milhões de bases lidas, após o primeiro 

alinhamento cerca de 40 milhões de bases foram selecionadas.  

Após a recalibração uma redução pequena levou à obtenção de cerca de 35 

milhões de bases. A cobertura esperada para este experimento é de cerca de 30 vezes para que 

seja considerado válido; esta cobertura permite a observação completa das sequências. As 

médias das coberturas obtidas de quatro indivíduos estudados ficaram acima do valor de 

cobertura de 50 vezes, o que permitiu que todos os indivíduos fossem utilizados para a 

análise. 

 

 

 

 

 

 



87 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Comparação entre o número de bases das leituras alinhadas antes e após a 
recalibração.  

 

3.4.2.2 Família 1 

Na família 1, um estudo anterior, de ligação, foi efetuado por meio de um 

experimento que possibilita avaliar marcadores distribuídos por todo o genoma (10K SNP 

Array, Affymetrix, Santa Clara, Califórnia, EUA), com a intenção de encontrar regiões 

cromossômicas responsáveis pela doença. Obteve-se um valor de LOD Score de 2.4 em uma 

região do cromossomo 2p22-23 que contém 32 SNPs, do rs718152 ao rs717806 (Santos BAC, 

2013). Na região selecionada são encontrados os seguintes genes: Calcium-activated neutral 

proteinase 13 (CAPN13), UDP-N- acetylalpha-D-galactosamine polypeptide N-

acetylgalactosaminyltransferase 14 (GALNT14), Xanthine dehydrogenase (XDH), Steroid-5-

alpha-reductase alpha polypeptide 2 (SRD5A2), e Latent transforming growth factor beta 

binding protein 1 (LTBP1). Com este resultado tornou-se justificável a utilização de técnicas 

de sequenciamento em larga escala. O WES foi o procedimento de escolha por apresentar 

uma proporção custo benefício satisfatório devido à quantidade de informação obtida com 

este experimento. A região cromossômica selecionada contém genes que podem ser avaliados 

em suas regiões codificadoras da mesma maneira que todos os outros genes de cada um dos 

integrantes da família estudada. 
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membros da família, as alterações selecionadas de acordo com os critérios descritos na tabela 

8. 

 

Tabela 8. Informações relevantes sobre os genes que contêm alterações selecionadas para 
avaliar a segregação na família 1. 

Gene PLIER Função 
Possível papel na 

doença 

FN1 
648 

Glicoproteína presente na 
superfície da matriz 

extracelular 

Envolvida na adesão e 
mobilidade celular 

GPR179 
63 

Domínio “EGF-like” de 
ligação de cálcio 

Cegueira noturna 
estacionária congênita 

(recessivo) 

ADAMTSL4 
42 

Desintegrina, 
metaloproteinase com 

motivo de trombospondina 

Ectopia lentis 

(recessivo) 

ICA1L 
67 

Dominio homólogo a 
arfaptina ,presente tanto no 

citosol como ligado a 
membrana do aparato de 

Golgi 

Esclerose lateral 
amiotrófica (recessivo) 

GALC 
126 

Proteína lisossomal que 
hidrolisa diversas 
moléculas como a 

galactose 

Doença de Krabbe, 
leucodistrofia com 
perda de visão e 

audição. 

GOSR1 
67 

Proteína de transporte no 
reticulo endoplasmático e 

aparato de Golgi. 

Proteção contra 
citotoxicidade induzida 

por peróxido de 
hidrogênio, em 

condições de ausência 
de glutationa em 

células neuronais, 
regulando os níveis de 
“ROS” via inibição do 

p38 e MAPK 

COL15A1 
31 

Componente da matriz 
extracelular 

Previamente 
relacionado ao GPAA 
com efeito modulador 

 

A avaliação da segregação das variantes indicou que nenhuma das sete variantes 

testadas até o momento segregou com a doença na família, como observado no heredograma 

da figura 15. 
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Figura 15. Heredograma da família 1 com os genótipos das mutações em pacientes e 
controles.  
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Diante da quantidade de genes obtidos no processo de sequenciamento completo 

de exomas algumas etapas de filtragem foram delineadas com o intuito de reduzir a 

quantidade de genes candidatos a serem causadores da doença nesta família. O modelo 

dominante reduziu o número de variantes para 16987. Foram selecionadas as alterações que 

obtiveram pontuações significativas nos programas SIFT (<0.05) e Polyphen2 (>0.5) e que 

possuem frequência menor do que 1% na média da população geral totalizando 79 mutações. 

Posteriormente, foram testadas por sequenciamento direto em outros membros da família, as 

alterações selecionadas de acordo com os critérios descritos na tabela 9. 

Tabela 9. Informações relevantes sobre os genes que contêm alterações selecionadas para 
avaliar a segregação na família 2. 

Gene PLIER Função 
Possível papel na 

doença 

DNMBP 62 
Fator de troca de 
nucleotídeo de guanina, 
leva ativação de GTPases 

Regulação das junções 
celulares 

PRSS12 36 
Serina protease da família 
das tripsinas 

Reorganização 
estrutural de neurônios 
envolvidos com 
aprendizado 

NID2 
42 

Membro das proteínas da 
membrana basal da família 

das nideinas 

Manutenção da 
estrutura da MB via 

interação com colágeno 
I e IV e lâminina. 

NINL 
34 

Função na organização de 
microtúbulos 

Envolvimento com a 
doença de Usher 

TMTC3 
71 Proteína trasmembrana 

Envolvido com o 
estresse do retículo 

endoplasmático, família 
do TMTC2 previamente 
relacionado ao GPAA 
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Figura 17. Heredograma da família 2 com os genótipos das mutações em pacientes e 
controles. 

 

A avaliação da segregação das variantes indicou que nenhuma das 5 variantes 

testadas até o momento segregou com a doença na família, como observado no heredograma 

da figura 17 em que um controle apresenta todas as mutações em heterozigose. 

Estudos de ligação em famílias com GPAA descreveram alguns genes causais 

para esta afecção. As técnicas utilizadas neste tipo de abordagem evoluiram nos últimos anos, 

passando da utilização de marcadores microssatélites à utilização de variantes comuns do tipo 

SNP e atualmente as ferramentas de sequenciamento de nova geração também são utilizadas 

neste desenho de estudo com a vantagem de descrever variações funcionais raras com maior 

possibilidade de envolvimento com a doença. No entanto, alguns outros eventos genéticos 

também estão associados à etiologia do GPAA, por exemplo, a variação do número de cópias 

de genes. Dentre as limitações da técnica de sequenciamento de exomas destaca-se a variação 

da cobertura obtida entre os indivíduos e a falta de cobertura em regiões cromossômicas que 

podem ser importantes para a determinação da herança genética responsável pelo 

aparecimento do GPAA. Desta maneira, além dos estudos de exomas e de ligação é possível 

que outras técnicas, como a detecção de CNVs em genes candidatos e sequenciamento total 

do genoma, possam elucidar as causas genéticas do glaucoma nas duas famílias. 
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Muito embora a história familiar seja considerada um fator de risco importante 

para o GPAA esta doença é considerada, em grande parte dos casos, de etiologia complexa e 

apresenta grande variação em seus componentes clínicos que podem ser influenciados por 

fatores genéticos. Já foram relatadas mutações em genes que apresentaram efeito conhecido 

na modulação do fenótipo da doença, como é o caso do CYP1B1. Desta maneira, reconhecer 

uma maior quantidade de variantes permite avaliar o possível efeito de proteínas alteradas em 

relação à proteína selvagem. O ganho de função de diferentes proteínas mutantes pode 

influenciar os mecanismos de desenvolvimento da doença. A técnica utilizada anteriormente 

nesta família (Linkage) não permite reconhecer as variantes encontradas em região 

codificadora, mas permite reconhecer marcadores genéticos relacionados ao GPAA na 

família. Assim, devido ao poder de avaliar tanto a região identificada pelo estudo de ligação 

como outras regiões do genoma o sequenciamento de exomas foi utilizado. O 

desenvolvimento de novas tecnologias no campo da genética e biologia molecular permitiu 

que novos estudos na busca pelas causas da degeneração óptica glaucomatosa fossem 

desenvolvidos. Atualmente os estudos que buscam determinar as causas desta doença 

dispõem de ferramentas, como por exemplo, edição gênica com o sistema CRISPR/Cas9 

(Sluch et al., 2015) e indução de pluripotência em fibroblastos e diferenciação em células 

ganglionares da retina de pacientes com GPAA (Ohlemacher et al., 2016). Estas ferramentas 

associadas a modelos animais podem definir novas causas moleculares da cegueira. O 

entendimento das causas de aumento de pressão intraocular e da degeneração das CGR 

permitiria o desenvolvimento de novas formas de tratamento para esta moléstia (Fernandes et 

al., 2015). É possível que estudos funcionais consigam responder ou confirmar o papel de 

determinadas alterações genéticas na fisiopatologia do GPAA e das outras formas primárias 

de glaucoma. 

 

 

 

 

 

 



96 

 

4.0 Conclusões 

O gene NTF4 até o momento não foi associado ao GPAA nesta amostra da 

população brasileira. Para se confirmar a associação deste gene com a doença ainda são 

necessários estudos que avaliem regiões regulatórias deste gene, como o promotor. 

A investigação dos alelos de risco e proteção relacionados ao GPAA por meio de 

GWAS aponta para a associação de 2 regiões gênicas (CAV1/2 e CDKN2B) nunca antes 

descritas na população brasileira. 

Alterações no gene MYOC são mais relevantes em GPAA-J e não foram 

encontradas nas 13 famílias com GPAA na forma adulta. 

A alteração P400S no gene CYP1B1 pode estar envolvida com o GPAA. No 

entanto, para se elucidar o envolvimento deste gene com o GPAA na família mais indivíduos 

deverão ser avaliados em relação ao fenótipo de glaucoma buscando-se uma melhor 

determinação da relação genótipo-fenótipo. 

As análises por WES não apontaram, até o momento, as causas genéticas do 

GPAA nas 2 famílias avaliadas. 
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6.0 APÊNDICES 

6.1 Apêndice 1: Heredogramas das famílias estudadas por meio do sequenciamento dos 

genes MYOC e CYP1B1. 
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6.2 Apêndice 2: Genes relacionados ao GPAA e endofenótipos, por meio de estudos de 

associação. 

Cr. Gene(s) Fenótipo GWAS Local Autores 
1p22 CDC7/TGFBR3 ADO + Reino Unido (Ramdas et al., 2010) 

1p34.3 COL8A2, GPAA + Malásia (Vithana et al., 2011) 
1p12.2 GSTM1 GPAA - Turquia (Yildirim et al., 2005) 
1q43 ZP4 GPAA + Japão (Nakano et al., 2009b) 
1q24 TMCO1 GPAA + Austrália (Burdon et al., 2011) 

2q11.21 TXNRD2 GPAA + EUA (Bailey et al., 2016) 
2q21 NCKAP GPAA + EUA (Osman et al., 2012) 
2p21 SRBD1 GPAA + Japão (Merugo et al 2010) 

3q28-q29 OPA1 GPAA - Reino Unido (P Yu-Wai-Man, 2009) 
3q26.21 FNDC3B PIO + Europa,Ásia (Hysi et al., 2014) 
4p16.1 AFAP1 GPAA + Austrália (Gharahkhani et al., 2014) 
5p13.1 C7 GPAA + EUA (Scheetz et al., 2013) 
6p12.1 ELOVL5 GPAA + Japão (Merugo et al 2010) 
6p21.3 TNF alfa GPAA - Turquia (M K Wirtz et al., 1999). 
6p25.3 FOXC1 GPAA + EUA (Bailey et al., 2016) 
6p25.6 GMDS GPAA + Austrália (Gharahkhani et al., 2014) 
7q11.21 C7orf42 ECC + Ásia (Cornes et al., 2012) 
7p21.3 ICA1 PIO + Europa (BMES,WDTCCC2,2013)* 
7q31.1 CAV1/2 GPAA + Islândia (Thorleifsson et al., 2010a) 
8q22 LRP12, ZFPM2 GPAA + EUA (Wiggs et al., 2012) 

9q31.1 ABCA1 GPAA + China (Chen et al., 2014) 
9q33.1 TLR4 GPAA - Japão (Shibuya et al., 2008) 
9p21 CDKN2B GPAA + Reino Unido (Ramdas et al., 2010) 

10q21.3 ATOH7 GPAA + Holanda (Ramdas et al., 2010) 
10p12.1 MPP7 GPAA + Índia (Vishal et al., 2016) 

10p12.31 PLXDC2 GPAA + Japão (Nakano et al., 2009b) 
11p13 PAX6 GPAA + Holanda (Ramdas et al., 2010) 

11q23.3 ARHGEF12 PIO + Holanda (Springelkamp et al., 2015b) 
11q25 NTM ECC + EUA (Ulmer et al., 2012) 

12q21-23 TMTC2 GPAA + Japão (Nakano et al., 2009b) 
12q24.1 ATXN2 GPAA + EUA (Bailey et al., 2016) 
13q13.3 DCLK1 REDV + Reino Unido (Ramdas et al., 2010) 

14q22-23 SIX1/6 GPAA + Holanda (Ramdas et al., 2010) 
15q26.3 CHSY1 ECC + Ásia (Cornes et al., 2012) 

15q24-25 AKAP13 ECC + Croácia/Escócia (Vitart et al., 2010) 
16q24 ZNF469 ECC + Croácia/Escócia (Vitart et al., 2010) 
16q23 CNTNAP4 ECC + EUA (Ulmer et al., 2012) 

16p13.2 PMM2 GPAA + China (Chen et al., 2014) 
17q23 BCAS3 REDV + Reino Unido (Ramdas et al., 2010) 

17p13.1 GAS7 PIO + Canadá (van Koolwijk et al., 2012) 
19q13.2 APOE GPAA - Japão (Mabuchi et al., 2005) 
22q12.1 CHEK2 RED + Reino Unido (Ramdas et al., 2010) 
22q13.1 CARD10 GPAA + Ásia (Khor et al., 2011) 

*The Blue Mountains Eye Study (BMES) and The Wellcome Trust Case Control 

Consortium 2 (WTCCC2). Cr.: cromossomo. ADO: área do disco óptco. ECC: espessura 

central da córnea. REDV: razão escavação disco vertical. PIO: pressão intraocular. 
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7.0 ANEXOS 

7.1 Anexo 1: Parecer do comitê de ética em pesquisa. 
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7.2 Anexo 2: Declaração de direitos autorais. 

 

 


