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RESUMO

Introducédo: O glaucoma priméario de angulo aberto (GPAA) é uma doenca ocular
complexa que afeta milh6es de individuos em todo o mundo. O GPAA € uma das
principais causas de cegueira entre adultos acima da quarta década de vida. Embora
a presséao intraocular elevada seja reconhecida como o maior fator de risco no GPAA,
multiplos outros fatores, incluindo genéticos, estdo provavelmente envolvidos na
patogénese da neuropatia Optica glaucomatosa. A apolipoproteina E (APOE) é a mais
frequente apolipoproteina no sistema nervoso central, e algumas variantes do gene
APOE estdo associadas a doencas neuroldgicas como a doenca de Alzheimer,
doenca de Parkinson e esclerose amiotrdfica lateral. Como o glaucoma € uma doenca
neurodegenerativa, € possivel que variantes genéticas do gene APOE possam estar
associadas a essa enfermidade. Os estudos ja realizados investigando a possivel
correlagdo entre variantes no gene APOE (E2, E3 ou E4) e glaucoma revelaram
resultados controversos, dependendo da populacdo especifica investigada. Nao ha
relatos de investigagcéo da associacao entre variantes no gene APOE e o GPAA na
populacao brasileira. Objetivo: Investigar a frequéncia das variantes do gene APOE,
e se h4d uma associagdo entre os polimorfismos E2/ E3/ E4 do gene APOE e 0 GPAA,
em uma amostra da populacdo brasileira. O objetivo complementar foi pesquisar se
h& associacdo entre os gendtipos analisados e a gravidade do glaucoma, indicada
pela necessidade ou o numero de cirurgias antiglaucomatosas realizadas. Métodos:
As variantes genéticas do gene APOE (rs429358; rs7412) foram genotipadas em uma
amostra de 402 pacientes portadores de GPAA e 401 controles. Avaliou-se a
associacao entre as variantes do gene APOE e o risco de GPAA, assim como a
correlagcdo entre a necessidade de cirurgia antiglaucomatosa e as respectivas
variantes genéticas estudadas. Resultados: As frequéncias de variantes (alelos) do
gene APOE encontradas em nossa populacao foram 80,88%, 11,76% e 7,34% para
E3, E4 e E2, respectivamente. Os resultados demonstraram que os portadores do
alelo E2 (Odds ratio (OR)=1,516; p=0,04) e o gendtipo E2-E3 (OR=1,655; p=0,02)
apresentavam maior risco de GPAA, quando comparados com o0 genotipo de
referéncia E3-E3. O modelo genético aditivo ratificou a influéncia do alelo E2 no risco
de GPAA nesta amostra da populacdo brasileira (OR=1,502; p=0,04). Nao houve
associacao significante entre os genétipos analisados e a necessidade ou 0 numero
de cirurgias antiglaucomatosas realizadas (p>0,05). Concluséo: As frequéncias de
variantes do gene APOE encontradas em nossa populacéo (APOE-E2=7,34%; APOE-
E3=80,88%; e APOE-E4=11,76%) foram similares as relatadas na maioria dos
estudos ja publicados no Brasil, e também correspondentes as abrangéncias alélicas
mundiais descritas sobre este gene. Portadores do alelo APOE-E2 e portadores do
genodtipo E2-E3 apresentaram risco aumentado para o desenvolvimento de GPAA,
nesta amostra da populacdo brasileira. Nao houve associacdo significativa entre
guaisquer portadores de alelos APOE especificos ou genoétipos analisados e a
necessidade ou numero de cirurgias de glaucoma realizadas.

Palavras-chave: Apolipoproteina E2; Apolipoproteina E3; Apolipoproteina E4;
Polimorfismo de Nucleotideo Unico; Glaucoma primario de angulo aberto; Genética;
rs429358; rs7412.



ABSTRACT

Introduction: Primary Open-Angle Glaucoma (POAG) is a complex eye disease that
affects millions of people around the world. POAG is one of the leading causes of
blindness for adults aged over 40 years. Although high intraocular pressure is
recognized as a major risk factor for glaucoma development, multiple other factors,
including genetic factors, are likely to be involved in the pathogenesis of glaucomatous
optic neuropathy. Apolipoprotein E (APOE) is the most common apolipoprotein in the
central nervous system, and some of its gene variants are associated with neurological
diseases such as Alzheimer’s, Parkinson’s, and amyotrophic lateral sclerosis. Since
glaucoma is a neurodegenerative disease, APOE gene variants may be associated
with this disease. Studies investigating the correlation between APOE gene variants
(E2, E3 or E4) and glaucoma have delivered controversial results, depending on the
population investigated. There are no reports on the association between APOE gene
variants and POAG in the Brazilian population. Objective: To investigate the frequency
of APOE gene variants, and the association between the polymorphisms E2/ E3/ E4
of the APOE gene and POAG in a sample of the Brazilian population. The secondary
objective is to investigate the association between the analyzed genotypes and
glaucoma severity, indicated by the need for, or number of glaucoma surgeries
performed. Methods: The APOE gene variants (rs429358; rs7412) were genotyped
from 402 POAG patients and 401 controls. The association between APOE gene
variants and POAG was evaluated, as well as the correlation between the need for
glaucoma surgery and the genetic variants studied. Results: The frequencies of APOE
gene variants (allelles) found in this population were 80.88%, 11.76%, and 7.34% for
variants E3, E4, and E2, respectively. The results showed that E2 allele carriers (odds
ratio (OR) = 1.516, p-value = 0.04) and the E2-E3 genotype (OR = 1.655, p-value =
0.02) showed increased risk for POAG when compared to the reference E3-E3
genotype. The additive genetic model ratified the influence of the E2 allele on POAG
risk in this sample of the Brazilian population (OR = 1.502; p-value = 0.04). There was
no significant association between the analyzed genotypes and the need for or number
of glaucoma surgeries performed (p-value > 0.05). Conclusion: The frequencies of
APOE gene variants found in our population (APOE-E2=7,34%; APOE-E3=80,88%;
and APOE-E4=11,76%) were similar to most studies published in Brazil, and also
corresponded to the reported worldwide allelic ranges of this gene. APOE-E2 allele
carriers, especially those with E2-E3 genotype, may present increased risk for the
development of POAG in this sample of the Brazilian population. There was no
significant association between any specific APOE allele carriers or genotypes
analyzed, and the need for or number of glaucoma surgeries performed.

Keywords: Apolipoprotein E2; Apolipoprotein E3; Apolipoprotein E4; Polymorphism,
Single Nucleotide; Glaucoma, Open-Angle; Genetics; rs429358; rs7412.
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1. INTRODUCAO

1.1 Glaucoma - definicao

O glaucoma é definido como um grupo de doencas que cursam com uma
neuropatia Optica caracteristica, associada ao desenvolvimento de defeitos
progressivos no campo visual (1). A neuropatia Optica glaucomatosa tem origem
multifatorial, causada pela interacao entre fatores genéticos, ambientais e sistémicos
().

O glaucoma é a principal causa de cegueira irreversivel no mundo (3),
estimando-se ser responsavel pela existéncia de 80 milhdes de individuos cegos em
2020 (4) e 111,8 milhdes em 2040 (3).

1.1.1. Glaucoma primario de angulo aberto (GPAA)

O GPAA é o mais frequente entre os tipos de glaucoma (75-90%) (3-5).
Trata-se de uma neuropatia Optica crbnica, lentamente progressiva, multifatorial,
usualmente bilateral, mas ndo necessariamente simétrica, caracterizada pelo
aumento da escavacéao e atrofia do disco Optico, que resulta em defeitos no campo
visual, pela presenca de um angulo camerular aberto, na auséncia de outras causas
de dano aos feixes de fibras nervosas (6). A pressao intraocular (P1O) elevada € o
principal fator de risco associado ao GPAA (7).

A suscetibilidade individual ao GPAA esta relacionada a varios fatores
clinicos conhecidos como: PIO elevada, idade avancada, raca, espessura corneana
fina, e uma histéria familiar positiva para a doenca. Outros fatores provavelmente
envolvidos no desenvolvimento do GPAA, mas que ainda carecem de comprovacao
definitiva, incluem: baixa histerese corneana, baixa pressdo do fluido cérebro-
espinhal, anormalidades dos ax6nios ou do metabolismo das células ganglionares,
assim como disturbios da matriz extracelular da lamina cribrosa (6).

A evolucdo do GPAA possui, em geral, cinco estagios: 1) uma alteracao
ultraestrutural inicial da malha trabecular e do canal de Schlemm; 2) alteragbes no

sistema de drenagem do humor aquoso; 3) elevacao da PIO; 4) atrofia do nervo 6ptico;
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e 5) perda progressiva do campo visual. A perda visual, avaliada pela perimetria
computadorizada, apresenta, progressivamente, trés formas clinicas: 1) defeitos
localizados na area de Bjerrum (=25° do campo visual a partir do ponto de fixagéao); 2)
defeitos difusos (depresséo difusa de sensibilidade, sem escotomas, correspondente
a contracdo concéntrica das isépteras campimétricas; e 3) defeitos mistos, que
incluem defeitos difusos sobrepondo-se aos escotomas localizados (8,9).

As manifestac¢des clinicas do GPAA variam consideravelmente. Na maioria
dos casos, 0 GPAA se desenvolve acima da quarta década de vida, e seu inicio €

gradual e assintomatico.

1.1.1.1 Fatores de risco para o GPAA

Os principais fatores de risco conhecidos para 0 GPAA sao: 1) PIO elevada
(10); 2) historia familiar de GPAA (11); 3) etnia (12); 4) hemorragia do disco Optico
(13); 5) idade (14); 6) baixa pressao de perfusdo diastolica (15); e 7) miopia (16).
Discorre-se, a seguir, sobre cada um dos sete fatores de risco citados anteriormente.
Outros fatores como pressao arterial sistolica elevada, enxaqueca e diabetes mellitus,
dentre outros, também sao considerados fatores de risco para o GPAA, embora com

menor nivel de evidéncia (17).

1.1.1.1.1. PIO elevada

A PIO é o fator de risco mais relevante dentre os associados ao GPAA (18—
20). Além disso, € o unico sobre o qual se pode exercer acfes terapéuticas eficazes
(21). Ressalta-se, porém, que o GPAA pode ocorrer com ou sem PIO elevada, sendo
possivel uma forma menos comum, denominada glaucoma de pressdo normal, mais
comum em populacfes de etnia asiatica (22).

Estudos populacionais demonstraram que o0 risco aumentado de
desenvolvimento de GPAA esta relacionado aos niveis basais da PIO, sendo que tal
risco foi de 10% a 14% maior para cada 1 mmHg a mais da média da P10 basal (23—
29).
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1.1.1.1.2. Histéria familiar de GPAA

Estudos demonstraram que parentes de primeiro grau de um individuo
afetado por GPAA apresentam um risco aumentado de desenvolver glaucoma (30—
32). Entretanto, histérias familiares negativas nédo excluem a possibilidade de heranca
familiar, devido ao significativo numero de individuos de uma mesma familia nao-
diagnosticados, assim como a dificuldade de obtencédo de informacao confiavel (33).
O padrao de heranca familiar no GPAA é complexo, ndo sendo conhecidos todos 0s
fatores influenciadores para a manifestagéo clinica da doenca (34).

1.1.1.1.3. Etnia

A prevaléncia de GPAA é maior na populacdo negra, em todas as faixas
etarias (5,35,36). Além do suposto fator genético, outros fatores mais incidentes nesta
classe racial como disco 6ptico relativamente maior, a hipertenséo arterial, e a anemia
podem promover uma maior isquemia na cabeca do nervo Optico (35) e,
provavelmente, contribuirem para a maior ocorréncia desta doenga em negros. Em
uma metanalise contabilizando 2509 pacientes com GPAA, a prevaléncia média
estimada nos individuos com mais de 70 anos de idade foi de 16% em popula¢cdes
negras, 6% nas populacdes brancas, 4,74% nas latinas, e 3% nas asiaticas (36,37).

A investigacao da histdria familiar de glaucoma é relevante, especialmente
quando se trata de parentesco de primeiro grau (1). Um parente de primeiro grau com
diagnéstico de glaucoma apresenta um risco aumentado tanto para glaucoma primario
de angulo aberto, como glaucoma primario de angulo fechado, segundo pesquisas de
prevaléncia (1). Quando se trata de irmdos de individuos afetados, o risco de
glaucoma primério de angulo aberto é quase oito vezes maior, e cinco vezes maior
para glaucoma primario de angulo fechado quando comparados com irméos de
individuos nao-afetados (1), sendo o risco entre irmaos maior que entre pais ou filhos
(38,39).

1.1.1.1.4. Hemorragia no disco 6ptico

Vérios estudos conduzidos na China, Japdo, india, Austrélia, Estados

Unidos da América e Coreia, confirmaram que a presenca de hemorragia do disco
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Optico é um fator de risco significativo tanto para o desenvolvimento como para a
progressao do GPAA (13,40-43). Hemorragias de disco 6ptico sdo fenbmenos de
natureza transitoria que usualmente tém a duracao de seis a 12 semanas (44). Ha trés
teorias para se tentar explicar a patogénese das hemorragias de disco Optico: (a) a
teoria mecéanica, segundo a qual o estiramento vascular na cabeca do nervo 6ptico,
devido ao deslocamento posterior da lamina cribrosa, levaria a ruptura de pequenos
vasos sanguineos, causando hemorragias localizadas (44,45); (b) a teoria vascular,
segundo a qual a desregulacdo vascular primaria levaria a constricdo arteriolar
andmala e a dilatagdo venosa impropria provocando microinfartos no interior da
cabeca do nervo o6ptico (46); e (c) uma teoria alternativa mais recente que atribui a
gliose proliferativa reativa a formacéo de tecido glial que causaria a disrupcdo dos

capilares entre as fibras de células nervosas saudaveis e as danificadas (47).

1.1.1.1.5. Idade

O risco de GPAA aumenta com a idade (23,48,49). Embora as populacdes
negras tenham a maior prevaléncia de GPAA em todas as faixas etarias, as
populagdes brancas mostraram o aumento proporcional mais acentuado com o
avancar da idade (36). Segundo Voogd e col. (50) a incidéncia de GPAA em pacientes
com 55 anos ou mais foi de 1,8%, aumentando significativamente de 1,4% dos 55-59
anos, para 2,6% na faixa etaria de 80 anos ou mais (p<0,001). Rudnicka e col. (36)
realizaram uma revisao sistematica que incluiu 103.567 participantes, dos quais 2509
eram portadores de GPAA provenientes de populacdes etnicamente distintas.
Segundo esses autores, a prevaléncia média de GPAA aumentou em individuos
acima de 70 anos de idade para 16% em populacfes negras, 6% em brancas, e 3%
em asiaticas (36). Através de uma analise de meta-regressao de mdultiplas variaveis,
demonstrou-se que em populacdes brancas o OR de GPAA por década foi de 2,05
(1C95%: 1,91-2,18), indicando uma duplicacdo da prevaléncia de GPAA por década,
enguanto nas populacdes negras o OR foi de 1,61 por década (1C95%: 1,53-1,70) e
em populacdes asiaticas o OR foi de 1,57 por década (IC95%: 1,46 -1,68) (36).



20

1.1.1.1.6 Pressao de perfusao ocular

Costa e colaboradores conduziram uma extensa revisdo concluindo que a
pressdo de perfusdo ocular reduzida é um importante fator de risco para o
desenvolvimento e progresséo do glaucoma (51). Definida como a diferenca entre a
pressdo arterial e a PIO, a pressao de perfusdo ocular afeta diretamente o fluxo
sanguineo ocular e pode, uma vez reduzida, causar isquemia ao nervo optico,
aumentando a susceptibilidade a lesdo glaucomatosa (51).

Varios estudos populacionais transversais demonstraram que a baixa
pressdo de perfusdo ocular diastélica € um fator de risco independente para o

desenvolvimento e progresséo do GPAA (52-54).

1.1.1.1.7. Miopia

Diversos estudos demonstraram a maior prevaléncia de GPAA em olhos
miopes (55,56). Mitchell e colaboradores (57) conduziram um estudo com 3654
participantes, onde uma correlacdo entre miopia e glaucoma foi confirmada. O GPAA
foi detectado em 4,2% dos olhos com miopia baixa (>-1,0 D a <-3,0 D), e 4,4% dos
olhos com miopia moderada a alta (>-3,0 D), comparados a 1,5% dos olhos sem
miopia. A correlacdo entre miopia e GPAA foi mantida apds o ajuste realizado para
outros fatores de risco conhecidos para o glaucoma (por exemplo: histéria familiar de
glaucoma, hipertensao arterial sistémica, diabetes mellitus, historia de enxaqueca, uso
de corticoides e presenca de pseudoexfoliacdo) (OR=2,3; IC 95%=1,3-4,1) (57).
Alteracdes nas propriedades biomecanicas da lamina cribrosa e da esclera (58,59)
presentes nos alto miopes provavelmente explicam o aumento do gradiente de
presséao translaminar entre os espacgos intraocular e retrobulbar (60), influenciando a

progressao do dano glaucomatoso.

1.2. Epidemiologiado GPAA

GPAA é uma doenca ocular comum com uma prevaléncia global estimada
de 3,05% (1,69-5,27%) em individuos no intervalo etario de 40-80 anos (3). Estima-
se que aproximadamente 50% dos casos de GPAA ndo sejam adequadamente

diagnosticados (50).
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A prevaléncia de GPAA varia consideravelmente de acordo com a
localizacdo geogréfica estudada, com relatos descrevendo valores de 2% a 3% na
Australia, 1% a 3% na Europa, 1% a 4% na Asia, e 1% a 5% nos Estados Unidos
(4,36,54,61-63). As maiores prevaléncias sdo encontradas em afrodescendentes. No
Baltimore Eye Survey, foi demonstrada uma prevaléncia de glaucoma quatro vezes
maior em afro-americanos do que em americanos brancos (64). De maneira similar, o
Barbados Eye Study demonstrou uma alta prevaléncia de glaucoma na populagéo
afro-caribenha, de 7% em negros acima dos 40 anos, atingindo 12% da populacao
negra acima dos 60 anos (65). Os dados epidemiol6gicos em paises africanos sao
escassos (66), embora em paises como Gana ha relatos de altissima incidéncia de
GPAA, com aparecimento precoce, afetando aproximadamente 8% da populacéo ja a
partir da terceira década de vida (67).

Em paises da América Latina, a prevaléncia estimada de GPAA foi de
3,65% (1,90%-6,54%) (3), sendo alta a incidéncia de cegueira devido a estados
terminais da neuropatia glaucomatosa, atingindo, por exemplo, a 13,7% e 21% dos
individuos acometidos no Peru e Honduras, respectivamente (68,69). As estimativas
atuais de prevaléncia de glaucoma entre individuos provenientes da América Latina
gue vivem nos Estados Unidos da América variam dependendo do estudo e da cidade
correspondente (54,63), sugerindo uma influéncia geografica/ambiental conjunta.

Ha escassez de dados sobre a prevaléncia de GPAA na populacao
brasileira. Sakata e colaboradores (70) relataram a prevaléncia de GPAA em 2,4% (IC
95%=1,7-3,2) da populacédo estudada, composta por individuos acima de 40 anos.
Individuos ndo-brancos tiveram maior prevaléncia de GPAA do que participantes
brancos, embora esta diferenca ndo tenha sido estatisticamente significante (3,8% vs
2,1% respectivamente, p=0.11) (70). Urbano e colaboradores (71) descreveram
prevaléncia de 56,2% de GPAA dentre pacientes (suspeitos de glaucoma e com
glaucoma diagnosticado) referenciados ao Setor de Glaucoma da Unicamp. O GPAA
foi 0 mais frequente dentre todos os tipos de glaucoma diagnosticados naquela
amostra da populacdo brasileira. O segundo tipo mais frequente foi o glaucoma

primario de angulo fechado, com 20,4% dos individuos afetados (71).
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1.3. A patogénese do glaucoma

O glaucoma € uma neuropatia 6ptica progressiva caracterizada por uma
degeneracdo lenta das células ganglionares da retina (CGR) (72). No glaucoma, a
largura da rima neurorretiniana diminui com o aumento concomitante da escavacao
do disco Optico, fenbmeno raramente visto em neuropatias Opticas néo-
glaucomatosas (73). Embora a fisiopatologia da neurodegeneracdo glaucomatosa
ainda ndo seja completamente elucidada, ha diversos processos patologicos
potencialmente envolvidos, como o0 estresse mecéanico e oxidativo, a disfungéo da
autorregulacdo do fluxo sanguineo no nervo 6ptico, a hipdxia, o funcionamento
irregular das bombas celulares, a alteracdo no sistema de transportadores de
glutamato, a deficiéncia de neurotrofinas e a imunidade aberrante (73).

O evento fisiopatolégico primordial no glaucoma é a degeneracao primaria
das CGRs e de suas projecdes axonais (74,75). Porém, a morte neuronal ocorrida no
glaucoma nao é limitada ao complexo de CGRs (76), mas também estende-se ao
cérebro nos neurdnios do nucleo geniculado lateral (77-79) e no cortex visual (79,80).
Os resultados de estudos funcionais (testes psicofisicos) (81) e histologicos (77,79)
sugerem que 0 processo patoldgico glaucomatoso acomete todos 0s subtipos de
CGRs. Células gliais também séo afetadas e é possivel que os astrocitos, talvez
ativados pela elevacao da PIO, alterem o microambiente dos ax6nios e produzam o
meio propicio para provocar a degeneracao axonal, ou ainda impedir a sobrevivéncia
das CGRs saudaveis (82,83).

No glaucoma, alteracdes ultraestruturais na malha trabecular, além do
aumento de sua rigidez tecidual, provocam resisténcia ao fluxo de drenagem do humor
aquoso (9), sendo esta a principal causa de aumento da PIO (73). Quando a PIO
aumenta acima de niveis fisiologicos, o gradiente pressoérico através da lamina
cribrosa também se eleva, 0 que promove a deformacéo e o estresse mecanico desta
regido, por onde passam o0s axonios das CGRs (84). O remodelamento morfologico
da lamina cribrosa compromete a integridade dos axoénios das CGRs que a
atravessam (85), causando interrupcdo do fluxo axoplasmético e apoptose dessas
células (86,87). Deste processo resulta o afinamento do tecido pré-laminar e o
deslocamento posterior da sua insergcédo escleral, com consequente alargamento e

ampliacédo da profundidade da escavacao da cabeca do nervo éptico (82,85,88).
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As partes superior e inferior da lamina cribrosa, no nivel da esclera, contém
poros mais largos e com tecido conectivo de suporte mais fragil para a passagem dos
feixes de fibras nervosas. Por isso, os ax6nios das CGRs que passam nessas regioes
sdo mais susceptiveis a leséo, explicando o formato verticalizado da escavacao e,
conseguentemente, o padrdo caracteristico de comprometimento do campo visual em
portadores de glaucoma (88).

Independente ou adicionalmente a P10, outros fatores podem, individual ou
conjuntamente, contribuir para a morte das CGR e das fibras do nervo éptico no
glaucoma (73). A retina é dependente de suprimento sanguineo constante para
atender a sua alta necessidade metabdlica, e o estado de isquemia/hipdxia local pode
ser devido a deficiéncia da autorregulacdo do fluxo sanguineo, um dos fatores
implicados no dano as CGR (89).

As neurotrofinas exercem um papel fundamental na sobrevivéncia celular
neuronal. A compressao dos axénios das CGRs pode prejudicar o transporte de fator
trofico neuronal, causando a morte celular por insuficiéncia trofica (90,91). Em
condigdes fisiologicas, as CGRs recebem o fornecimento de neurotrofinas das células
de Muller ou através do transporte axonal retrégrado diretamente do cérebro (92,93).
As neurotrofinas sdo responséaveis pela regulacdo do crescimento, funcionamento e
sobrevivéncia neuronal (75). No glaucoma, devido a PIO elevada, o transporte
retrogrado é blogqueado na regido da cabeca do nervo optico e as CGRs nao recebem
adequadamente o fator neurotréfico derivado cerebral (brain derived neurotrophic
factor (BDNF) e o tropomyosin receptor kinase B (TrkB) para sua sobrevivéncia
(94,95). Esta deprivacdo causa uma alteracdo no transporte axoplasmatico de
neurotrofinas dos neurdnios-alvo no ndcleo geniculado lateral e no coliculo superior
no cérebro (96).

A PIO elevada é considerada o maior fator de risco para o desenvolvimento
da neuropatia glaucomatosa, porém, outros fatores provavelmente também estéo
envolvidos, como: imunidade alterada, deficiéncias microcirculatorias, estresse
oxidativo, e excitoxicidade celular por citocinas inflamatorias, 6éxido nitrico e glutamato
(73).

A Figura 1 resume a fisiopatogenia do glaucoma, provavelmente
envolvendo tanto uma axoéniopatia evolutiva, como também componentes de uma

degeneracao Walleriana (97-99).
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Figura 1 - Principais eventos patogénicos envolvidos na progressao neurodegenerativa
do glaucoma

Os eventos que definem a degeneracédo do CCG da retina no glaucoma abrangem quatro
regibes criticas: retina, cabeca do nervo 6ptico, nervo Optico, trato Optico, e projecédo
central para o cérebro. O estresse patolégico originado na cabeca do nervo (marcado por
* na figura) induz uma axoéniopatia distal, incluindo falha de transporte intra-axonal e
subsequente perda de zonas ativas pré-sinapticas de CGRs e terminais de axdnios em
areas de projecdo central, seguido por processo degenerativo dos neurbnios-alvo. As
caracteristicas patogénicas seguem de uma progressao distal para proximal, padrao
também conhecido em outras neuropatias denominadas “dying back”. No nervo optico e
no trato 6ptico, a degeneracdo dos axdnios das CGRs mielinizadas (indicado por bainhas
de oligodendrdcitos azuis) abrange tanto caracteristicas de axodniopatia distal como de
degeneracdo Walleriana. A adicional “desmontagem” axonal aguda comega distalmente a
cabeca do nervo 6ptico. A degeneracao proximal é marcada pela eliminacdo de sinapses
para as CGRs, poda dendritica e pelo eventual fenbmeno denominado “abandono
somatico na retina”. Em alguns modelos, a retracdo do segmento nao-mielinizado da
cabeca do nervo 6ptico pode surgir da degeneracao aguda do axonio.

Fonte: Reproduzido de Calkins e col. (74); sob licenca da Editora Elsevier n°
4980740075923

1.4. Genéticae GPAA

E consenso que o GPAA tem uma significativa herdabilidade (100), e pode
afetar individuos de todas as idades. Os casos de GPAA de aparecimento precoce
tipicamente s&o transmitidos por meio de heranca mendeliana autossémica
dominante, enquanto os de inicio tardio manifestam-se a partir da quarta década de
vida e se apresentam como tracos geneticamente complexos (101). A base genética
desses tracos complexos ndo demonstra padrées de heranca definidos (102).

As mutacdes em genes associados ao GPAA de aparecimento precoce sao
raras e tém um expressivo impacto biolégico, enquanto as variantes geneéticas

envolvidas nas formas de glaucoma mais tardias promovem efeitos somatérios na
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patogénese da doenca, embora isoladamente ndo sejam promotoras da mesma

(Figura 2).

Frequéncia rara Frequéncia comum

I

Pequeno efeito bioldgico

Grande efeito biolégico l

CDKN2BAS**®
TGFBR3**®
PMM2**@®
GMDS**®
PLEKHA7**®
GAS7**®
FNDC3B**®

AFAP1**®
MYOC*®

ABCAL1**®

CAV1/CAV2**®
SIX6**®
TMCO1**®

APOE**®®

Figura 2 - Frequéncia e tamanho do efeito de variantes genéticas no GPAA
*Mutacdao rara.
**geralmente variante relativamente comum; & efeito demonstrado; @@ efeito provavel a ser

comprovado.

Mutacdes em genes causadores de formas mendelianas de GPAA, séo de inicio precoce e
raras, mas produzem grandes efeitos biol6gicos. Variantes genéticas influenciando a
suscetibilidade ao GPAA de inicio na idade adulta, possuem heranca complexa, sao
relativamente comuns e, individualmente, exercem discretos efeitos biolégicos.

Fonte: Modificado de Wiggs (103)

A andlise de ligacdo genética (Genetic linkage analysis) é um método
utilizado para localizar regiées cromossémicas que estdo associadas a um fenotipo
especifico dentro de grupos familiares relacionados. E utilizada para investigacéo

genética de heranca mendeliana, ou para procurar por caracteristicas genéticas com

alta herdabilidade que sdo normalmente causadas por mutac6es em um Unico gene.
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Dentre os genes associados ao GPAA estao: MYOC, OPTN, TBK1, WD repeat domain
36 (WDR36), IL20RB, ASB10 e EFEMP1 (104).

Enquanto uma mutacédo em um desses genes pode ter um grande efeito no
desenvolvimento do GPAA em algumas familias, coletivamente mutacfes nesses
genes contribuem para apenas cerca de 6% dos casos de GPAA na populagéao geral
(105-107). Recentemente, estudos em familias portadoras de GPAA identificaram a
ligagdo TANK-quinase 1 (TBK1) como outra causa de GPAA de herangca mendeliana
(108). Ao invés de uma mutacdo na sequéncia do gene, é a duplicacdo do mesmo e
0 aumento resultante de sua funcdo que parecem ser a causa do processo
glaucomatoso.

Inimeros estudos de associacao e do tipo caso-controle identificaram loci
onde variantes sao atribuidas como fatores de risco para o GPAA. Estudos de
associacao de amplitude gendmica (GWAS) complementaram estas investigacoes,
buscando identificar variantes comuns (com a frequéncia acima de 5% na populacéo
geral, associada a doenca) (109).

Os genes identificados por GWAS até hoje, associados a um maior risco
de desenvolvimento do GPAA incluem: CAV1, SIX6, ABCA1l, OPTN TXNRD?2,
WDR36, CDKN2B-AS1, TMCO1, FOXC1, GMDS, AFAP1, TXNRD2, GAS7, e ATXN2
e TGFBR3 (104,110-120). Muitas das associacfes desses genes com GPAA em
diversas populacdes de diferentes etnias, além de outros GWAS demonstraram 28
novas variantes associadas ao glaucoma (Quadro 1).

Quadro 1 — SNPs associados com GPAA descobertos por meio de GWAS

Single
Gene Nucleothe OR Etnia Referéncia
Polymorphism

(SNP)
MECOM rs73174345 | 0.84 Europeia MacGregor e col.(121)
ANGPT1 rs10505100 | 0.84 Europeia MacGregor e col.(121)
THSD7A rs12699251 | 0.90 Europeia MacGregor e col.(121)
tggig;gggig rs11710139 | 0.90 Europeia MacGregor e col.(121)
CADM2 rs9284802 0.90 Europeia MacGregor e col.(121)
ANKH rs61394862 | 0.90 Europeia MacGregor e col.(121)
BICC1 rs4141671 0.91 Europeia MacGregor e col.(121)
ETS1 rs7924522 1.09 Europeia MacGregor e col.(121)
CTTNBP2-CFTR rs1013278 1.09 Europeia MacGregor e col.(121)
EXOC2 rs2073006 1.14 Europeia MacGregor e col.(121)

(Cont.)



(Cont.)
tggigég%g%g rs2935057 | 1.15 Europeia MacGregor e col.(121)
EXOC4 rs141186647 | 0.90 Africana Bonnemaijer et col. (113)
MEIS2 rs28480457 | 1.14 Japonesa Shiga et col. (122)
HMGA2 rs343093 | 1.11 Japonesa Shiga et col. (122)
Japonesa,
LMX1B rs10819187 | 1.21 | leste asiético, Shiga et col. (122)
europeia
QNAEEE?_ (s61275591 | 1.13 Jg‘fm‘?; Shiga et col. (122)
LOXL1 rs1048661 | 1.13 | “aponesa, Shiga et col. (122)
europeia
Japonesa,
FNDC3E rs7636836 | 1.12 | leste asiético, Shiga et col. (122)
europeia
LHPF (512262706 | 1.11 |  Japonesa, Shiga et col. (122)
leste asiatico
EXOC2 rs2073006 | 0.86 Multiétnica Choquet et col. (116)
LMX1B rs55770306 | 0.87 Multiétnica Choquet et col. (116)
FMNL2 rs56117902 | 0.91 Multiétnica Choquet et col. (116)
gl\_/lggﬁlS rs324794 1.08 Multiétnica Choquet et col. (116)
DGKG rs9853115 | 1.10 Multiétnica Choquet et col. (116)
CADM2 rs34201102 | 1.11 Multiétnica Choquet et col. (116)
PDE7B rs9494457 | 1.12 Multiétnica Choquet et col. (116)
ANKH rs76325372 | 1.12 Multiétnica Choquet et col. (116)
IKZF2 rs56335522 | 1.19 Multiétnica Choquet et col. (116)
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*Todos os loci demonstraram significancia de amplitude genémica em sua descoberta (p
<5,00E-08), além de significAncia nominal em sua descoberta E na metanalise de replicacdo
(p <0,05). Os valores de razao de probabilidade (OR) foram retirados das metanalises de
descoberta + replicacao.

Fonte: Adaptado de Youngblood e col. (123)

Muitos GWAS, especialmente os mais antigos, foram realizados em
amostras de populacfes asiaticas e europeias, limitando a contribuicdo para explicar
a patogénese do GPAA em outras populacdes onde esta doenca é mais prevalente
(113). Somente mais recentemente houve um aumento do nimero de GWAS em
populacdes afro-americanas e populacdes multiétnicas (124). Como exemplo tem-se
0s GERA (Genetic Epidemiology Research in Adult Health and Aging) — um GWAS
realizado com populacdes de ancestralidade africana, asiatica, hispanica e europeia
nao-hispanica, que poéde identificar cinco novas variantes que se mostraram
associadas ao GPAA (116), sendo trés destas replicadas no consorcio estabelecido
com a coorte do UK Biobank (p<0.05) (116). Outro estudo recente foi o African
Descent and Glaucoma Evaluation Study (ADAGES) lll, que identificou um novo locus

(rs185815146) no gene ENO4 como sendo significativamente associado a formas
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avancadas do GPAA, em individuos de ascendéncia africana (124). No Brasil, nosso
grupo ja conduziu diversos estudos investigando variantes em genes previamente
identificados como associados ao desenvolvimento do glaucoma (125-128), e inicia
agora um estudo multicéntrico tipo GWAS em brasileiros.

No entanto, mesmo com varios estudos (129-131) demonstrando a
existéncia de muitos elementos genéticos contributivos para o glaucoma, mais de 90%
dos GPAA permanecem geneticamente ndo explicados (102,104,132).

Outras variantes genéticas tém sido aventadas como possivelmente
associadas ao desenvolvimento do GPAA em determinados grupos étnicos (133),
incluindo o gene APOLIPOPROTEINA E (APOE) (134), objeto desta tese.

1.4.1. A participacao genética e os mecanismos biolégicos envolvidos no glaucoma

A exata participacao dos genes acima descritos no processo fisiopatoldgico
do glaucoma ainda néo € totalmente conhecida, embora ja seja possivel constatar a
sua participacdo em uma ampla gama de processos celulares e sistemas bioldgicos.
Aproximadamente metade dos genes relacionados ao glaucoma até hoje descobertos
exercem sua funcdo biolégica na matriz extracelular, embora ja tenham sido
identificadas proteinas codificadas por outros genes que atuam em varios outros

sistemas (103), como mostrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Sistemas bioldgicos, genes e proteinas codificadas envolvidos no
glaucoma hereditario

Sistema ou Gene . . a
processo biolégico envolvido Proteina codificada Referéncias
Metabolismo lipidico ABCA1l . Van Eck (135)
ATP-binding cassette, Oram (136)
subfamily A(ABC1) memberl
APOE Apolipoprotein-E Fhx
Estresse no reticulo
endoplasmatico; . Zode (136)
efeito = MYOC Myocilin Zode (136)
proteina nao-desdobrada
Pressdo do LCR 8922 ndo disponivel Wiggs (112)
~ Saleem (139)
Regulacao do FOXC1 Forkhead box C1 Murphy (140)
desenvolvimento ocular PITX2 Paired-like Ephrussi (141)
homeodomain 2 Gage (142)

(Cont.)
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(Cont.)
PAX6 Paired box 6 Nishina (143)
Cytochrome P450, Tsuchiya (144)
CYP1B1 family 1, subfamily B, Choudhary (145)
polypeptide 1
LTBP? Latent TGF-binding Inoue (146)
protein 2
Jusiak (147)
SIX6 SIX homeobox 6 Anderson (148)
Regulacéo da diviséo Schneider;Ju;
celular - You; Chao; e
GAS7 Growth arrest-specific 7 Hung (149—
153)
Transmembrane and
Mcol coiled-coil domains-1 Sharma (154)
Pasmant;
Cyclin-dependent kinase Jarinova;
CDKN2ZBAS inhibitor 2B antisense Harismendy
(155-157)
Metabolismo da GMDS GDP-manose 4.6 Barone (158)
Frutose e manose dehyidratase Freeze (159)
Freeze (159)
PMM2 Phosphomannomutase Chen (115)
Sinalizagdo eNOS e . Shvets (160)
Caveolae CAV1/CAV2 Caveolins 1 and 2 Trane (161)
Regulacéo da autofagia OPTN Optineurin Shen (162)
TBK1 Tank-binding kinase 1 Galluzzi (163)
Sinalizagdo TNF- a Sudhakar
. . (164)
OPTN Optineurin Nagabhushana
(165)
- . Morton (166)
TBK1 Tank-binding kinase 1 Fingert (108)
Sinalizacdo TNF- Pasmant;
Cyclin-dependent kinase Jarinova; e
CDKNZBAS Inhibitor 2B antisense Harismendy
(155-157)
Li (167)
TGFBR3 TGFbeta receptor 3
Khor (168)
Matriz extracelular, Kuchtey;
juncdes celulares, e . Hyytidinen
adesao celular LTBP2 Latent T?'.:'bzmdmg Vehvildiemen;
protein Sideek (169
172)
LOXL1 Lysyl oxidase like 1 Liu (173)
ENDC3B Fibronectin type Ill Cai (174)
domain containing 3B
Actin filament-associated Gharahkhani
AFAPL protein 1 (118)

(Cont.)
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(Cont.)

Paschoud
(175)

Vithana (176)
Richards (177)
Liton;
Hurskainen
Ylik&rppa (178—
180)
Liton;
Hurskainen
Ylik&rppa (178—
180)

*** comprovacgao da via biolégica do APOE no glaucoma ainda ndo estabelecida.
Fonte: Modificado de Wiggs JL (103)

Pleckstrin homology

PLEKHAY domain-containing protein 7

COL11A1 Collagen type Xl, alpha 1

COL15A1 Collagen type XV, alpha 1

COL18A1 Collagen type XVIII, alpha 1

Sugere-se que cada gene associado ao glaucoma de inicio precoce ou
contributivo para o glaucoma de desenvolvimento tardio atue em diferentes processos
celulares ou sistemas biologicos, que sdo impactados pelo efeito patolégico da

respectiva proteina ativa produzida.

1.5. O gene APOE e a proteina APOE!

O gene APOE esta localizado no cromossomo 19g13.2, sendo constituido
por 4 exons. O gene APOE e seu acido ribonucleico mensageiro (RNAmM) contém,
respectivamente, 3597 e 1163 nucleotideos (181).

A apolipoproteina E (APOE) é uma glicoproteina plasmatica de 34kDa,
produzida pelo gene APOE, que contém 299 aminoacidos, e exerce um papel
fundamental no metabolismo lipidico. As variantes genéticas que dao origem as
isoformas da APOE séo o rs429358 para o codon 112 e o rs7412 para o c6don 158
(182).

A APOE atua primordialmente como reguladora dos niveis lipidicos
plasméaticos e como ligante para receptores de lipoproteina de baixa-densidade (LDL)
(182,183). A APOE funciona como um regulador-chave dos niveis de lipidios no
plasma, como exemplificado em estudos utilizando camundongos e humanos sem a
APOE, que apresentam niveis de colesterol muito elevados (184). A funcdo anti-

aterogéncia da APOE é em grande parte resultado de sua funcéo redutora dos niveis

1 A sigla APOE, em grafia italica, refere-se ao gene APOE; enquanto a denominacdo APOE, em
caracteres normais, refere-se a proteina APOE.
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de colesterol plasmatico, promovendo a retirada de lipoproteinas ricas em
triglicerideos da circulacao (185,186).

As variantes comuns de APOE foram descobertas ha aproximadamente 40
anos, e sua presenca foi confirmada no final da década de 1970 em varios estudos
(187-193). Zannis e col. (194) demonstraram que as trés isoformas da APOE sé&o
geneticamente determinadas, e sugeriram, inicialmente, que a sua nomenclatura
fosse feita pela letra grega €. Assim, as trés proteinas pertencentes a classe 8 (B-1,
Blll e B-1V) correspondem a homozigose de trés variantes genéticas idénticas do gene
APOE, ao passo que as trés proteinas da classe a (a-1l, a-1ll e a-1V) representam
heterozigose para as outras trés variantes. Um estudo posterior sugeriu que E2, E3 e
E4 fossem utilizados como nomenclatura para a identificacdo das isoformas proteicas
da APOE (195).

As trés isoformas da APOE humana séo codificadas a partir de trés alelos
APOE-E2, APOE-E3 e APOE-E4 em um unico locus do gene APOE, localizado no
cromossomo 19 (19q913.2) (196). As trés isoformas proteicas séo o resultado de dois
polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNP) rs429358 (C3%37-T) e rs7412 C*75T),
localizados no exon 4 do gene APOE (Genbank: AF261279)? (197). Em uma analise
purista, as variantes APOE-E2, APOE-E3 e APOE-E4, comumente denominadas
“alelos” na literatura, sdo na realidade haplotipos gerados pelas diferentes
combinagdes possiveis dos dois SNPs no locus do APOE (198,199). Assim, o
haplétipo T39%7-T4075 gera a variante (“alelo”) E2, o haplétipo T3937-C4075 gera a variante
(“alelo”) E3, e o haplétipo C3937-C4075 gera a variante (“alelo”) E4 (196). (Quadro 2)

Quadro 2 - As trés variantes comuns do gene APOE, definidas pelos SNPs
rs429358 e rs7412 sao conhecidas como alelos APOE-E2, APOE-

E3 e APOE-E4
rs429358 rs7412 Denominacdao
T T E2
T C E3
C C E4

Fonte: Seripa et al. (196)

Os nucleotideos 3937 e 0 4075 correspondem as primeiras bases dos dois
cédons CGC, que codificam a arginina (Arg). Cada transi¢éo C para T muda a primeira
base desses coédons CGC, resultando em cédons TGC, que codificam a cisteina (Cys).

2 https://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/AF261279


https://www.snpedia.com/index.php/ApoE-%CE%B54
https://www.snpedia.com/index.php/Rs429358
https://www.snpedia.com/index.php/Rs7412
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Assim, o alelo E2 (T3937-T4975) codifica a isoforma E2 (Cys!1?-Cys'®®), enquanto o alelo
E3 (T3%7- C4075) codifica a isoforma E3 (Cys''?-Arg'®®), e o alelo E4 (C3937-CA4075)
codifica a isoforma E4 (Arg'?-Arg'®®) (196). A Figura 3 mostra a estrutura e
caracteristicas do gene APOE, e a Tabela 2 mostra os trés haplotipos possiveis com
as correspondentes combinacdes de residuos de aminoacidos associadas para cada
alelo APOE.

q13.3
Cromossomo [ I [ |
19 — T—
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4
APOE | , e o
rs429358-C/T rs7412-C/T
Arg-172 na
regido de ligagéo ao regido do = ligaca
receptor na hélice 4 hinge Iri?)?clj?c?sd: & Hegad
P iy '
d .’ \ dominio C-terminal
£ / -
112-Arg/Cys —_ / )
V4
A\ 158-Arg/Cys _
V O\ 4 -COOH

y

H,N-

Figura 3 - Polimorfismos subjacentes as trés principais variantes do APOE em
humanos.

Localizagdo do cromossomo 19, estrutura do gene, identificacdo das regibes de mutagéo no
gene, e os residuos variantes correspondentes no contexto da estrutura da proteina. Em
amarelo, esta a regido de ligacéo ao receptor na hélice 4 e, em verde, a regido de ligacdo de
lipidios no dominio C-terminal. Os pontos vermelhos e pretos indicam as variantes genéticas
no APOE e sua posicdo nas sequéncias genémica e proteica, respectivamente.

Fonte: Reproduzido de Abondio e col. (200); licenga autorizada - modalidade Open-Access.

Tabela 2 - Haplotipos e combinagdes de residuos correspondentes associadas a

cada alelo APOE
Alelo APOE-E2 APOE-E3 APOE-E4
Haol6tino rs429358-T rs429358-T rs429358-C
plotip rs7412-T rs7412-C rs7412-C
Combinacgéo de 112-Cys 112-Cys 112-Arg
residuos 158-Cys 158-Arg 158-Arg

Fonte: Reproduzido de Abondio e col. (200); licenca autorizada - modalidade Open-Access.
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H& um quarto haplétipo extremamente raro denominado E3r (C3937- T4075),
gue codifica a isoforma proteica E3r (Arg''2-Cys'®8), identificado exclusivamente em
duas familias italianas e em uma familia nigeriana até hoje (196,201,202). Embora a
base tedrica da existéncia deste quarto alelo esteja em concordancia com a hipotese
evolutiva, geralmente aceita para as variantes do gene APOE, o papel fisiol6gico desta
rarissima forma E3r ainda precisa ser esclarecido (196).

Pelo fato do locus do gene APOE ser polimorfico, seis genotipos sao
possiveis, formados pelas combinacdes dos trés alelos: trés homozigotos (APOE-E2-
E2, APOE-E3-E3 e APOE-E4-E4); e trés heterozigotos (APOE-E2-E3, APOE-E2-E4
e APOE-E3-E4) (189,194, 203).

1.5.1. A frequéncia mundial e brasileira das variantes do gene APOE

Segundo estudos conduzidos por Farrer (204) e Mahley (203), as médias
da frequéncia mundial dos alelos E2, E3 e E4 do gene APOE foram, respectivamente,
de 8,4%, 77,9% e 13,7%. Singh e col. (205) e Eisenberg e col. (206) confirmaram a
proporcionalidade da distribuicAo mundial da frequéncia dos alelos APOE com médias
muito préximas aos estudos anteriormente publicados, como mostra a Tabela 3. No
entanto, as frequéncias dos alelos e gendtipos diferem entre populacbes distintas
(200, 205, 207, 208), como demonstra a Figura 4.

Tabela 3 - Estatistica descritiva da frequéncia mundial dos alelos do gene APOE
Média da frequéncia

Alelo n populagdes* + desvio padréio Min. Max.
APOE-E2** 225 6,4+5,1 0,0 37,5
APOE-E3** 225 78,3+12,1 8,5 98,0
APOE-E4** 268 14,5+8,5 0,0 49,0

*namero de populacdes, ndo de individuos
**Erequéncia alélica (%)
Fonte: Modificado de Eisenberg e col. (206)
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APOE-E2 APOE-E3

Figura 4 - Distribuicdo da frequéncia dos alelos APOE em 82 paises

Fonte: Dados obtidos do 1000 Genome Project® integrados com os publicados por Singh e
col. (205) - A) Frequéncia da variante APOE-E2; B) Frequéncia da variante APOE-E3; C)
Frequéncia da variante APOE-E4.

Fonte: Reproduzido de Abondio e col. (200); licenga autorizada - modalidade Open-Access

As publicacdes brasileiras sobre a frequéncia alélica do APOE (209-211)
séo concordantes com os intervalos de distribui¢cdo alélica mundial acima citada (200),
com excecdo do estudo de Alvim e col. realizado na cidade de Vitéria — ES (210).
Nesse estudo, os dados encontrados diferiram dos estudos brasileiros e estrangeiros
até hoje publicados (APOE-E2, 0,3% acima do limite superior do intervalo de
frequéncia mundial (0-12%); APOE-ES3, 13,9% abaixo do limite inferior do intervalo de
frequéncia mundial (75-80%); e o APOE-E4, 6,6% acima do limite superior do intervalo
de frequéncia mundial (6-20%) (205,212-214).

1.5.2. A evolucao da APOE

O gene APOE é considerado como parte de uma familia de sete genes com
origem evolucionaria comum, geradores de apolipoproteinas (APO-E, APO-C-I, APO-
C-ll, APO-C-Ill, APO-A-I, APO-A-Il e APO-A-1V), cuja funcéo é permitir um controle
metabdlico adequado das lipoproteinas (215). A APOE permite a eliminagéo eficaz

dos produtos remanescentes de lipoproteinas ricas em triglicerideos, mas também

3 https://www.internationalgenome.org/
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pode criar lipoproteinas para transportar lipidios entre as células, principalmente no
sistema nervoso central (182). A APOE humana difere da APOE de outros mamiferos,
inclusive primatas ndo-humanos, provavelmente devido as mutacdes ocorridas no
decorrer de milénios (216).

Mabhley e col. (203,217) sugerem que, embora a APOE3 seja usualmente a
forma mais comum desta proteina em humanos, a isoforma APOE4 pode ser a real
forma selvagem ancestral. Finch e Sapolsky (218) discutiram a complexidade
evolucionaria dos polimorfismos do gene APOE, segundo os quais exclusivamente o
alelo E3 humano evoluiu do E4 dos seus ancestrais primatas, enquanto todos os
outros primatas ndo-humanos, ainda hoje, sdo portadores do alelo E4 (216).

Em busca de um melhor entendimento dos dois elementos tedricos para
conceber-se esta hipotese evolucionéria relativamente a fisiologia do sistema nervoso
central, atribui-se uma vantagem aos portadores do alelo APOE-E3,
comparativamente aos portadores do alelo APOE-E4, devido as caracteristicas
neuronais deletérias relacionadas aos portadores desse Ultimo alelo. Um
comprometimento da expressao do alelo APOE-E4 e/ou das propriedades funcionais
da proteina E4 pode(m) estar relacionado(s) as aberracbes do reparo neuronal
ocorridas na doenca de Alzheimer e, portanto, poderia(m) explicar o efeito do
polimorfismo do APOE no inicio e desenvolvimento desta doenca em nivel celular
(219). Por sua vez, a presenga do alelo APOE-E4 esta associada a uma maior
guantidade de emaranhados neurofibrilares, que sdo um dos principais elementos que
promovem a disfungcé&o neuronal, em doenca de Alzheimer de aparecimento precoce
em jovens adultos (220-222). Sen e col. (223) demonstraram, experimentalmente, que
a isoforma proteica APOE3, mas ndo a APOE4, previne a perda de redes sinapticas
produzidas pelos oligbmeros amiléide- (amiloesferdides), confirmando sua atuagéo
na manutencao da integridade sinaptica (223). Além disso, os portadores do alelo
APOE-E3 produzem menor quantidade de proteina amiloide-beta que os portadores
do alelo APOE-E4 (224).

O fenbmeno conhecido como “grandmothering” permitiu vantagens atraves
do fenémeno de sele¢do natural, devido ao aumento do periodo pdés-menopausa, que
diferencia as mulheres humanas de outros primatas (225). A partilha do alimento mée-
filho ocorre entre muitos primatas, mas apenas méaes humanas fornecem uma fragéo
substancial de sua dieta para suas criancas apos o desmame (226). Criancas

pequenas nao podem conseguir alimentos e recursos para sua sobrevivéncia de
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forma eficiente (227,228), mas suas maes tém capacidade para consegui-los e,
inclusive, sustentar mais de uma crianca simultaneamente. Por sua vez, mulheres
pos-menopausa continuam por um longo periodo com a mesma capacidade de
obtencéo de recursos para sua sobrevivéncia (227), mas, sem filhos pequenos para
cuidar, elas ajudam a alimentar a prole de suas filhas (229). De acordo com Finch e
Sapolsky (218), o fenbmeno de “grandmothering” e o alelo APOE-E3 evoluiram
simultaneamente, no decorrer dos ultimos 10.000 anos (216), permitindo que nas

familias portadoras de APOE-E3 haja uma maior sobrevivéncia familiar.

1.5.3. Uma viséo geral da APOE e suas fun¢des

A APOE é produzida pelo figado, cérebro, pulmdes, baco, rins, tecidos
musculares e em outros 6rgaos. As células do parénquima hepético produzem 2/3 a
3/4 da APOE presente no plasma (203). No sistema nervoso central, 0 RNAm da
APOE esta presente na microglia, nos astrocitos, células de Schwann e neurénios

(230). A biossintese da APOE esta representada na Figura 5.
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Figura 5 - Biossintese da APOE
O gene APOE no cromossomo 19 contém 4 exons, mas pode ser dividido em uma variante
minimamente traduzida nos neurdnios. A glicosilacdo no aparelho de Golgi esta
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principalmente na treonina 194, mas também na serina 290, enquanto no LCR séo
encontradas outras formas glicosiladas. A APOE promove a sintese de VLDL e sua secre¢ao
pode ser estimulada com a aquisicao de lipoproteinas pela célula. Algumas APOE se ligam
aos proteoglicanos de sulfato de heparano extracelular, enquanto outras APOE podem se
auto-associar em tetrameros. A APOE em lipoproteinas ricas em triglicerideos permanece em
remanescentes e promovem sua absorcdo pela ligagcdo a proteoglicanos de heparano,
receptor de LDL relacionado a proteina 1 e receptor de LDL. A APOE pode aceitar colesterol
e fosfolipidios na superficie celular por meio dos transportadores ABC Al e G1. Essas
particulas discoidais adquirem éster de colesterol pela acdo da LCAT. As lipoproteinas de alta
densidade com APOE podem se ligar a receptores eliminadores para entregar a APOE no
interior da célula, de onde ela pode ser secretada ou degradada (obs.: nesta fase, foi
demonstrado que a variante APOE4 pode produzir peptideos toxicos para as mitocondrias e
os lisossomos). Siglas: ABCA1,G1: Adenisone binding cassette transportes Al and G1;
ApoAi: Apolipoproteina Ai; APOE: Apolipoproteina E; B48: Apolipoproteina B48; B100:
Apolipoproteina B100; CSF: Liquido cefalorraquidiano; HDL: Lipoproteina de alta densidade;
HSPG: Heparan sulphate proteoglycan; kda: kilodalton; LCAT: Lecithin: cholesterol
acyltransferase; LDLR: Low density lipoprotein receptor; LRP1: LDL receptor related protein
1; LPL: Lipoprotein lipase; NEFA: Acidos graxos néo-esterificados; PL: Phospholipid; SCRB1:
Scavenger receptor B1; S: Serina; T: Treonina; UC: Colesterol nao-esterificado; VLDL:
lipoproteina de densidade muito baixa.

Fonte: Figura reproduzida sob a permissao da Editora Elsevier n® 4977770493403, de Marais
AD. 2019 (182)

O polimorfismo estrutural da APOE influencia sua conformacédo e
consequente ligacdo as lipoproteinas (231) e receptores celulares (232). O
polimorfismo da APOE também interfere nas seguintes propriedades desta
glicoproteina: anti-apoptética (233), imunomoduladora (234), antioxidante (235) e
capacidade protetora anti-aterosclerética cardiovascular (236).

Em sua funcao bioldgica primordial, a APOE atua no transporte de lipidios,
ligando-se aos receptores de lipoproteinas de baixa densidade (LDLR). Da familia das
lipoproteinas de baixa densidade, a LDLR é o principal receptor atuante no
metabolismo do colesterol (237), e as isoformas APOE3 e APOE4 ligam-se com
afinidade 50 vezes maior ao LDLR do que a APOE2 (233). A APOE é fundamental no
metabolismo lipidico, ao promover o clearance de remanescentes de lipoproteinas
ricas em triglicerideos (contendo apolipoproteina-B) da circulagéo para o figado (182),
mantendo a homeostase de colesterol e triglicerideos.

Os receptores da APOE sao essenciais ao desenvolvimento do sistema
nervoso central e influem na regulacdo da plasticidade sinaptica, na funcéo
neuroprotetora, na inervacdo muscular e ainda na regulacdo do metabolismo da
proteina precursora de amiloide em multiplos niveis (239). No cérebro, a APOE
assimila e transfere lipidios. Além disso, a APOE influencia a adipogénese a partir das

lipoproteinas ricas em triglicerideos (240). A APOE influencia os niveis de micro-RNA,
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especialmente o miR146a, que € abundante no cérebro. Concentracdes reduzidas de
miR146a sdo encontradas no cérebro e plasma de portadores APOE-E4 (241).

O metabolismo vascular € afetado de diversas formas pela APOE, desde a
manutencdo da integridade da barreira hemato-cerebral (242) as respostas
inflamatorias (243), como no fendémeno de transformacédo de macrofagos em fenotipos
anti-inflamatoérios M2 (244), na transformacao de linfocitos em células T-helper (242)
e na agregacao plaquetéria (245).

A homeostase de organelas intracelulares também pode ser influenciada
pela APOE (246), e algumas isoformas especificas, como a APOE4, ja se provou
capaz de aumentar o estresse do reticulo endoplasmatico por mimetizar o
desdobramento incorreto da proteina (247).

Por fim, peptideos biologicamente ativos da APOE podem também
participar em infecgcdes bacterianas (248). Zanfardino e col. (249) relataram a
caracterizacdo de um peptideo, correspondendo aos residuos 133 a 167 da APOE
humana, que denominaram “Apoe (133-167)”. Este peptideo, além de apresentar
propriedades interessantes comparaveis a outros peptideos derivados da APOE,
apresentou outras caracteristicas notaveis como atividade bactericida contra um
amplo espectro de bactérias, e a habilidade de subregular a liberagédo de citoquinas
induzidas por lipopolissacarideos, o que lhe confere propriedade anti-biofilme.

A APOE é expressa em diversas células (250), mas mais amplamente no
sistema nervoso central (células gliais, astrocitos, plexo coréide e células vasculares),
e no figado. A APOE também é expressa em adipdécitos e macrofagos (250). A ligacéo
da APOE com proteoglicanos de sulfato de heparano (HSPG) e heparina nas
membranas celulares ou nas matrizes extracelulares pode influenciar as respostas
celulares aos sinais e ser a explicagdo do porqué a APOE € expressa nos nervos

periféricos, rins, musculos, ovario, bago e pulmdes (182).

1.5.4. O polimorfismo do gene APOE em estados organicos patologicos

A proteina APOE diminui o acimulo lipidico nos mondcitos circulantes e a
expressao de moléculas inflamatérias nos mondcitos e no endotélio vascular (251),
fatos que suprimem a instalacao da aterosclerose. Centa e col. (252) demonstraram

gue a delecdo de APOE em camundongos adultos levou a hipercolesterolemia
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acompanhada de respostas imunes adaptativas, como altera¢cdes nas populagdes de
linfécitos T-helper tipo 1, subclasse T-reguladores e na producéo de anticorpos.

Como exemplificacdo da complexidade de uma doenca afetada por uma
variante especifica do APOE, pode-se citar a hiperlipoproteinemia tipo Il - doenca de
origem genética altamente aterogénica, que afeta diretamente o metabolismo das
lipoproteinas. A prevaléncia de hiperlipoproteinemia tipo Il varia de 0,12 a 0,40%,
dependendo da definicdo utilizada (253). Uma proporcao significativa de
hiperlipoproteinemia tipo Ill é causada pela mutacdo APOE-E2 (Argl45 -> Cys),
herdada de forma dominante e particularmente prevalente na comunidade negra
(254). Das pessoas com genétipo E2-E3, 15% desenvolvem hiperlipoproteinemia tipo
[l familiar, que esta associada a fatores de risco secundarios, como obesidade e
resisténcia a insulina (253).

Portadores do alelo APOE-E4 sao classicamente mais propensos ao
desenvolvimento da doenca de Alzheimer (255,256). Camundongos geneticamente
deficientes para a APOE apresentaram perda sinaptica, disfuncéo cognitiva e niveis
elevados de lipidios plasmaticos, alterando a funcéo cerebral e simulando a doenca
de Alzheimer (257). A patogénese da doenca de Alzheimer correlaciona-se com a
depuracdo comprometida das proteinas tau e B-amildide (258), e a alta afinidade da
APOE4 por estas proteinas, sua baixa concentracao no liquor e possivel incremento
de captacao celular, juntamente aos seus fragmentos metabdlicos toxicos, fatores
estes que parecem estar diretamente associados no processamento deste evento
patolégico neurodegenerativo (182). Os portadores do alelo APOE-E4 também
parecem estar associados a outras condi¢cdes neurolOgicas, a) favorecendo a
prevaléncia da angiopatia cerebral amiléide (259); b) aumentando a severidade da
doenca de Wilson, em que a APOE4 é uma isoforma que induz uma menor ligagéo do
cobre e consequentemente piora a reparagcdo neuronal (260); c) aumentando a
mortalidade apds isquemia cerebral aguda (261); d) piorando o progndéstico apoés
trauma encefalico agudo (262,263).

Teng e col. (264) demonstraram que, em camundongos, a APOE influencia
no desfecho de dano cerebral pés-trauma. Apds o dano cerebral provocado, déficits
neuroldgicos mais severos e intensa quebra da barreira hemato-encefalica foram
observados em animais transgénicos APOE4 e camundongos deficientes em APOE,
comparados com os animais APOE3 ou com os selvagens (264). Por sua vez, Zheng

e col. (265) demonstraram que, em animais com encefalomielite autoimune induzida
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experimentalmente, a falta da proteina APOE em animais geneticamente modificados
provocou a quebra da barreira hemato-encefalica, sugerindo que a APOE exerca um
papel protetor na manutencao da integridade desta barreira.

Além disso, o gene APOE parece estar associado a algumas doencas
oftalmolégicas, como distrofias corneanas (distrofia lattice, distrofia de Fuch’s,
distrofia de Schnyder) (266—-268), ametropias (miopia) (269), doencas inflamatorias
(uveites) (270), doencas retinianas (degeneracao macular relacionada a idade) (271),
alteragBes na microvasculatura retiniana (272) e retinite pigmentosa (273). Ndo ha
ainda um consenso na literatura de que o gene APOE possa estar associado ao

glaucoma.

1.5.4.1. Os polimorfismos do gene APOE em doencas oculares

1.5.4.1.1. Degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI)

A DMRI é a doencga ocular com maior nivel de evidéncia de associagdo com
0 gene APOE (274-278), apesar de polimorfismos de outros genes também estarem
implicados no desenvolvimento desta condigéo (279-281).

As drusas, depdésitos focais que se acumulam entre a membrana basal do
epitélio pigmentar da retina e a parte colagenosa interna da membrana de Bruch
(282,283), contém abundante quantidade de APOE, o que sugere a participacdo ativa
desta proteina na patogénese da DMRI (271).

Xiying e col. (271) coordenaram uma ampla metandlise incluindo 13842
casos e 38647 controles, que demonstrou que o alelo APOE-E4 exerce um papel
protetor para a DMRI precoce (OR = 0,889, 1C95%: 0,817-0,967), e também para a
atrofia geografica (OR = 0,594; IC95%: 0,428-0,825) e DMRI neovascular (OR = 0,670,
IC95%: 0,58-0,76) (266). Por sua vez, uma associacdo de risco significativa foi
sugerida nos portadores do alelo APOE-E2 na DMRI precoce (OR =1,115, 1C95%,
1,000-1,243), atrofia geografica (OR =1,277, 1C95%, 0,735-2,217) e DMRI
neovascular (OR =1,067, 1C95%, 0,941-1,210) (271).

A isoforma proteica APOE4 é conhecida por ter uma capacidade reduzida de
transporte de colesterol via HDL, o que poderia interferir no transporte intracelular de
colesterol e diminuir o processo de depdsito lipidico, que possivelmente faz parte da

patogénese da DMRI precoce (284). Em estudos experimentais, camundongos
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transgénicos que expressam APOE2 humana, demonstraram acumulo de lipidios no
epitélio pigmentar da retina, observado sob microscopia eletrénica, 0 que néo ocorreu
nos animais controle. Além do fato do acumulo lipidico ocorrer tipicamente na DMRI,
VEGF e bFGF também foram superexpressos no epitélio pigmentar da retina de olhos
APOE2 em comparacédo com olhos do grupo controle. Estes padrbes de expresséo
de VEGF e bFGF sugerem um estimulo ativo a angiogénese, por alteracdo nas
citocinas angiogénicas, em olhos APOE2 (285). Por sua vez, Jo e colaboradores (286)
demostraram que camundongos knockout para APOE e APOE2 — animais tipicamente
utilizados como modelos em DMRI seca -, apresentaram padroes de expressao
génica caracteristicos, na analise do transcriptoma de células primarias do epitélio
pigmentar da retina. Neste estudo, 0s genes associados ao metabolismo lipidico
Pparbp, Rxrb, VIdIr, e Edfl se apresentaram supra-regulados, enquanto os genes
Tgfbrl e Pdgfb, que sdo conhecidos pelo seu papel no processo de angiogénese
patolégica na DMRI, apresentaram-se infra-regulados nos perfis de expressao génica
das células primarias do epitélio pigmentar da retina desses camundongos
transgénicos. Estes resultados sugerem que genes especificos associados ao
metabolismo lipidico e a angiogénese estao envolvidos na patogénese e progressao
da DMRI (286).

1.5.4.1.2. Sinais patologicos na microvasculatura retiniana

As alteracBes patoldgicas identificadas como sinais vasculares retinianos
(por exemplo, hemorragias, microaneurismas, chanfraduras arteriovenosas) séo
achados relativamente comuns em adultos, mesmo em néo-diabéticos (272). Liew e
col. (272) conduziram um estudo amplo entre norte-americanos brancos e negros de
meia-idade, e sugeriram que o alelo APOE-E4 foi associado a retinopatias nao-
diabéticas em individuos brancos (OR multivariado ajustado=1,3, 1C95%: 1,0-1,6) e
negros (OR multivariado ajustado=1,4, 1C95%:1,0-2,1).

1.5.4.1.3. Miopia
Himabindu e col. (269) relataram em um estudo tipo caso-controle que

houve uma frequéncia aumentada de portadores do gendtipo E3-E4 entre o0s

probandos homens, alto miopes e entre os miopes de aparecimento precoce,
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sugerindo que este gendtipo pode conferir um risco aumentado ao desenvolvimento
de miopia.

Em altos miopes, a peroxidacao lipidica promove a liberacdo de radicais
livres, e consequente instalacdo do processo de estresse oxidativo (287-289). O olho
€ um orgao repleto de espécies reativas ao oxigénio, o que requer um alto nivel de
antioxidantes para protegé-lo. O alelo APOE-E4 é conhecido por possuir uma menor
habilidade de neutralizar o estresse oxidativo quando comparado aos alelos APOE-
E2 e APOE-E3, o que pode justificar uma relacgdo do APOE-E4 com o
desenvolvimento da alta miopia (269).

1.5.4.1.4. Uveites

Com o intuito de testar a hipétese de que diferentes tipos de proteinas sédo
expressas em formas diversas de uveites, Pepple e col. (270) conduziram um estudo
para identificar o perfil proteico no humor aquoso com inflamacao ativa induzida de
animais. Dois modelos de uveites foram induzidos em ratos Lewis: uveite
experimental autoimune (EAU) e uveite micobacteriana preparada (PMU). O humor
aquoso “inflamado” de ambos os modelos animais demonstrou um aumento na
concentracdo total de proteinas, quando comparado ao humor aquoso natural.
Detectou-se uma elevagao nos niveis de APOE no humor aquoso de ambos os
modelos de uveite, mas esta foi especialmente elevada na EAU (270). Apesar de nao
se ter ainda a compreenséo do significado clinico do aumento dos niveis de APOE em
olhos sob processos inflamatérios ativos, ha evidéncias da participacdo da APOE na

cascata da inflamacéo (290,291).

1.5.4.1.5. Retinite pigmentosa

Algumas publicacdes tém sugerido que anormalidades no metabolismo
plasmatico de lipoproteinas podem estar associadas a algumas formas de retinite
pigmentosa (RP) (292). Jahn e col. (273) compararam a prevaléncia de variantes
genéticas do APOE em pacientes com RP na populacdo alema e constataram uma
prevaléncia aumentada nos gendétipos E2-E2: 10,1 vs 1,0%, E2-E3: 19,4 vs 12,0%, e
E2-E4: 5,8 vs 1,5%, enquanto a prevaléncia se mostrou reduzida nos genotipos E3-
E3: 48,9 vs, 59,8%, E3-E4: 13,7 vs 22.9%, e E4-E4: 2,2 vs 2,8%. Huqg e col. (293)
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realizaram uma investigacdo similar em uma populacdo escocesa com RP,
encontrando uma incidéncia quatro vezes maior de portadores do gendétipo E2-E2, e
oito vezes maior de portadores do genotipo E4-E4, quando comparados ao grupo

controle.

1.5.4.1.6. Distrofias corneanas

Recentemente, Kuot e col. (267) publicaram o primeiro estudo sobre a
relacdo entre a APOE e a distrofia endotelial de Fuchs. Os resultados revelaram que
uma quantidade significativamente reduzida de APOE e IGHG1 (immunoglobulin
heavy constant gamma 1 protein) foram encontradas nos extratos de membrana de
Descemet retirados de espécimes de pacientes com diagnéstico de distrofia de Fuchs
submetidos a DSAEK (Descemet's stripping automated endothelial keratoplasty)
(267). Outros estudos também investigaram a presenca da APOE em casos de
distrofias corneanas, como Venkatraman e col. (266), que detectaram que a APOE
(além das apolipoproteina A-IV, e da protease HTRA1l) esta significativamente
aumentada nos depdsitos corneanos de amiléide de pacientes portadores de distrofia
corneana lattice comparados a controles saudaveis. Nado ha explicagdo sobre a
participacdo da APOE na composicdo dos depdsitos corneanos da distrofia lattice,
mas sim na doenca de Alzheirmer (294). Além disso, o0 aumento de quantidade de
outra apolipoproteina (apolipoproteina A-1V) ja foi descrito em portadores de
amiloidose sistémica (295,296). Por fim, Gaynor e col. (268) estudaram a presenca de
apolipoproteinas em corneas obtidas de pacientes portadores de distrofia de Schnyder
submetidos a ceratoplastia penetrante. Os resultados demonstraram que a deposi¢éo
de apolipoproteinas associadas a HDL nas corneas foi acompanhada pelo acumulo
de lipidios no espago extracelular. APOA-I, APOA-II e APOE foram encontradas em

maior nivel nas corneas afetadas comparadas as cérneas normais (268).

1.5.4.1.7. Glaucoma

A APOE é expressa na malha trabecular, corpo ciliar, Iamina cribrosa e
CGR (297). E ainda relevante observar que a APOE também é expressa nas células
de Mdller, cujos processos celulares envolvem os axénios e corpos das células

ganglionares, fato este considerado fundamental na manutengédo do microambiente
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fisioldégico para as fibras do nervo Optico. Na cabeca do nervo éptico, as células de
Muller sdo substituidas por astrocitos — o tipo celular onde a expressao da APOE é
mais amplamente documentada (298-300).

Dentre os estudos publicados até hoje a respeito da possivel relacdo entre
os polimorfismos do gene APOE e o glaucoma, ndo houve concordancia entre as
conclusdes encontradas. Alguns investigadores demonstraram uma associacao
positiva (301-306), outros nao identificaram nenhuma relagcdo de risco (307-310), e
um estudo recente demonstrou uma relagéo protetora do alelo APOE-E4 (311). A atual
insuficiéncia de estudos disponiveis impede o esclarecimento da real participagdo dos
polimorfismos do APOE como fatores de risco ou de protecéo para o desenvolvimento
do glaucoma. Portanto, mais investigacdes que visem esclarecer a associacdo entre
os polimorfismos do APOE e o glaucoma séo necessarias, a exemplo deste estudo.

Apesar dos estudos de associacdo genética até hoje conduzidos, ndo ha
publicacbes que esclarecam o mecanismo da participacdo da APOE na fisiopatologia
do glaucoma. Nesta secéo, tentar-se-a desenvolver um racional sobre os mecanismos
possivelmente implicados na participacdo da APOE na patogénese desta afeccao.

A APOE é sintetizada principalmente pelas células gliais e, em menor
escala, pelos macréfagos, mas ndo pelos neurdnios (312,313) Amaratunga e col.
(314) demonstraram, através de cultura de células de coelhos brancos adultos, que a
APOE é sintetizada em quantidades significantes pelas células de Miiller e secretada
para o vitreo e para o compartimento extracelular da retina. A APOE proveniente do
vitreo e do espaco extracelular é entdo internalizada pelo complexo de células
ganglionares retinianas (CCG) e, subsequentemente, transferida pelos axénios do
nervo Optico para o cérebro através de transporte anterdgrado rapido (314). A forma
bipolar das células de Miuller, com processos longos estendendo-se em cada
extremidade, permite a secrecdo da APOE em qualquer area da retina (299).

Qual seria o papel fisiolégico desempenhado pela APOE nesta via do
sistema neuro-ocular? Acredita-se que a APOE possa atuar como um portador lipidico
para suprir as necessidades metabodlicas do axoénio (312,315). Pesquisas
evidenciaram que os axdnios e terminais neurais ndo podem sintetizar glicolipidios e
colesterol, e que dependem de um portador para levar estes nutrientes essenciais
para o interior da célula (316). Em concordancia com esta teoria, Shanmugaratnam e
col. (317) demonstraram que a APOE secretada pelas células de Muller em cultura e

in vivo & efetivamente incorporada em particulas lipoproteicas. Outros estudos
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demonstraram que a APOE exerce um papel primordial na mobilizacdo e
redistribuicdo de fosfolipides e colesterol durante o remodelamento de membrana
associado a plasticidade sinaptica no cérebro de ratos (318-320).

A presenca de APOE nas células ganglionares retinianas como proteina
fundamental para o seu metabolismo fisiol6gico e as evidéncias de que a degeneracao
desta classe celular ocorrem no glaucoma (321) sugerem que algumas variantes
genéticas do APOE possam estar relacionadas ao risco de desenvolvimento desta
doenca ocular (301).

Kirwan e col. (322) demonstraram que células da lamina cribrosa de
humanos com GPAA aumentaram a producdo de matriz extracelular e da expressao
génica profibrotica comparativamente a células de individuos normais. Foram
encontradas nos tecidos de lamina cribrosa dos pacientes glaucomatosos expressoes
aumentadas das proteinas COL5A1, e diminuicdo da expressdo de TGNFBR3, CDH1,
CYP1B1 e da APOE. Estes autores compararam os niveis de RNA-mensageiro entre
as células de pacientes glaucomatosos e normais (Gene Expression Omnibus
database GSE13534), e encontraram varios genes superexpressos como os: secreted
acid protein cysteine rich (SPARC), periostin (POSTN), collagen type | (COL1A1),
collagen type V (COL5A1), collagen type Xl (COL11Al), cartilage linking protein-1
(CRTL-1 transforming growth factor beta 1 (TGFB1), e o thrombospondin-1 (THBSL1).
Dentre os subexpressos, pode-se citar: fibulin 1 (FBLN1), decorin (DCN), collagen
type XVIII (COL18A1), (Chromodomain-Helicase-DNA (CHD1), Cytochrome P450
Family 1 Subfamily B Member 1 (CYP1B1) e o APOE (322). O envolvimento dos genes
CYP1B e APOE com o GPAA provavelmente se deve a participacdo de ambos no
metabolismo lipidico, o que pode comprometer o turnover celular e a renovacao da
lamina cribrosa. Os dados genéticos e funcionais até hoje coletados sugerem que
mutacdes nestes genes podem alterar a constituicdo estrutural da lamina cribrosa dos
pacientes afetados por glaucoma, aumentando a susceptibilidade ao dano
glaucomatoso (297). Porém, os achados acima mencionados foram baseados em
estudos de pequeno porte, com uma oferta limitada de material histologico
proveniente de doadores humanos.

Existem modelos animais geneticamente modificados com mutagdes no
gene APOE, que trazem subsidios para a participagdo desse gene na fisiopatogénese

do glaucoma.
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Omodaka e col. (323) investigaram o papel da APOE no dano axonal
induzido pela morte das CGR. O dano as CGRs foi induzido em camundongos adultos
geneticamente deficientes em APOE através de hipertensdo ocular provocada, leséo
no nervo optico ou pela administragdo de &cido cainico intravitreo. Os animais
selvagens foram previamente tratados com um antagonista do receptor de glutamato
(MK801 ou CNQX) trinta minutos antes da lesdo induzida ou permaneceram sem
nenhum tratamento. Os achados deste estudo demonstraram que os camundongos
deficientes em APOE foram resistentes a morte das CGRs e a degeneracao do nervo
Optico quatro semanas apo6s o evento patolégico. Nos animais selvagens, a lesdo no
nervo optico induziu a morte das CGR (animais com lesdo no nervo Optico: 1728 +
170 células/mm?; controles: 4085 + 331 células/mm?). Nos animais deficientes em
APOE, a morte de CGRs foi significativamente menor que nos animais selvagens, o
gue sugere que a deficiéncia de APOE teve um efeito neuroprotetor (323). Por outro
lado, Zadeh e col. (324) demonstraram que a deficiéncia de APOE induz estresse
oxidativo e disfuncdo endotelial nas arteriolas retinianas, o que desencadeia hipoxia
na retina. Portanto, o que estas investigacdes sugerem é apesar da deficiéncia da
APOE poder ter uma acao neuroprotetora as CGR em eventos patolégicos agudos
(323), ela também pode provocar estresse oxidativo, e dano celular (324-326).
Estudos adicionais precisardo ser realizados para o esclarecimento da diferenca nos
efeitos provocados pela deficiéncia ou auséncia da APOE em eventos neurologicos
agudos ou cronicos.

A participacdo do metabolismo lipidico no desenvolvimento do glaucoma é
corroborada indiretamente pelo efeito protetor promovido pelo uso de estatinas em
pacientes com hiperlipidemia (327). Em um estudo retrospectivo com 529.104
pacientes hiperlipidémicos, Stein e col. (327) constataram que 0 uso de estatinas foi
associado a uma significativa reducao do risco de GPAA. O risco de desenvolver
GPAA diminuiu 0,3% (HR ajustado = 0.997, IC 95%: 0.994-0.999) para cada més
adicional de consumo de estatina, e se o consumo foi continuado por dois anos, houve
um risco reduzido de 8% (HR ajustado = 0.922, IC 95%: 0.870-0.976) em relacdo aos
gue ndo receberam terapia com estatinas. Ja o risco de progressdo de um suspeito
de glaucoma para GPAA diminuiu 0,4% (HR ajustado = 0.996, IC 95%: 0.993-0.999)
para cada més adicional de consumo de estatina. Individuos que tomaram estatinas
continuamente por dois anos tiveram um risco reduzido de 9% (HR ajustado = 0.907,

IC 95%: 0.846—0.973) de progredir de glaucoma suspeito para GPAA em relacéo
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agueles que nao receberam terapia com estatinas (327). Talwar e col. (328)
demonstraram que pacientes usuarios de estatinas continuamente por dois anos
tiveram um risco de desenvolver GPAA 21% menor comparados aos nao-usuarios
(HR ajustado=0,79; IC 95%: 0,66-0,96; p=.02).

A APOE é uma proteina essencial ao transporte de lipidios, com uma
participacdo especialmente relevante no nivel da membrana neuronal (329). A APOE
sofre um processo de fragmentacdo no tecido cerebral humano, e este padrédo de
fragmentagdo varia entre as isoformas proteicas. Infelizmente, pouco se sabe a
respeito da fragmentacdo da isoforma APOE2 e os escassos relatos sobre a fungao
dos fragmentos gerados por ela sdo inconsistentes na literatura, provavelmente por
ser esta variante proteica a mais rara em todo o mundo (206). Porém, o padréo de
fragmentacao difere entre a APOE3 e a APOE4 (330). A APOE4 exerce funcoes
neurotoxicas, enquanto outros fragmentos como o APOE N-terminal 25kDa, que é
mais prevalente em individuos APOE3, tem um efeito neuroprotetor (331).

Outros estudos também demonstraram que a regulacdo da expresséo da
APOE e o polimorfismo do gene APOE tém uma real conexdo com doencas
neurodegenerativas como doenca de Parkinson, doenca de Alzheimer, acidente
vascular cerebral isquémico, dentre outras (332,333). Na ocorréncia de dano ou
estresse ao neurdnio, a APOE é sintetizada para redistribuir o colesterol para a
remodelagéo e reparacdo neuronal. Entretanto, devido a sua estrutura alterada, a
APOE4 sofre protedlise neurbnio-especifica, gerando fragmentos neurotoxicos (12-29
kDa) que escapam da via secretora, causam disfuncdo mitocondrial e alteragdes do
citoesqueleto, incluindo fosforilacdo-tau (333). Mancino e col. (334) aventaram a
possibilidade de que o glaucoma e a doenca de Alzheimer possam ser ambas
consideradas doencas neurodegenerativas relacionadas a idade, que podem coexistir
na senilidade e compartilhar as mesmas vias patogénicas. Entre as evidéncias que
sugerem essa correlacdo estdo: a) o exame post-mortem de nervos Opticos de
pacientes com glaucoma, que demonstraram um perfil de degeneracdo neuronal
denominada degeneracdo axonal long-term, a mesma encontrada em diferentes
estagios da doenca de Alzheimer (334,335); b) a similaridade do padrao de
degeneragédo das CGRs observadas na Doenca de Alzheimer e no glaucoma (335-
337); c) niveis alterados de neurotoxinas como a amildide-B e a proteina tau,
encontrados na DA e no glaucoma (338-340); d) a alteracdo na dinamica da

circulacao do liquido cefalorraquidiano, que é similar na DA e no glaucoma (341),
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caracterizada pelo decréscimo da secre¢cdo de LCR, além de uma resisténcia
aumentada a drenagem do LCR e um aumento de seu volume no cérebro (341-344);
e) o fenbmeno denominado autofagia (345), que € o processo de degradacdo de
componentes intracelulares maiores, transformados em fontes anabdlicas, e que esta
alterado tanto na DA como no glaucoma (346—351).

Ha outras publicacdes destacando o papel da APOE4 nos processos
neurodegenerativos (332,352), incluindo o glaucoma (353). S&o, porém, exiguas as
publicacdes focadas nas outras variantes do APOE. Portanto, sdo necessarias
investigacdes adicionais a respeito da acao de outros polimorfismos na fisiopatogenia
do glaucoma.

A APOE também é superexpressa em resposta ao estresse oxidativo, o
gue fisiologicamente lhe confere propriedades antioxidativas (354). Lee e col. (355)
demonstraram que a APOE protege culturas mistas de células neurais e gliais contra
0 dano oxidativo através da diminuicdo de excitotoxicidade pelo glutamato.

Dentre os varios mecanismos fisiopatoldgicos propostos para a ocorréncia
do dano glaucomatoso e morte das CGR esta a excitotoxicidade induzida pelo
glutamato, que leva a um processo inflamatério e consequente degeneracdo
secundéria da cabeca do nervo oOptico (91). No glaucoma, o decréscimo na expressao
da enzima transportadora glutamato-aspartato (GLAST) leva a excitotoxicidade
causada pelo glutamato, morte neuronal e degeneracéo dos fotorreceptores (356—
359). Recentemente demonstrou-se que os individuos portadores da variante APOE-
E4 apresentam um elevado nivel de estresse oxidativo no cérebro, e que portadores
de doenca de Alzheimer também apresentam um grau de estresse oxidativo cerebral
aumentado causado pelos oligbmeros peptidios 3-amildides. A peroxidacao lipidica
decorrente produz uma molécula altamente reativa e neurotdxica chamada 4-
hidroxinonenal, que forma ligacdes covalentes com os residuos de cisteina (e
residuos Lys e His). Os residuos Cys covalentemente modificados alteram a estrutura
e funcéo das proteinas. Como a APOE4 nao apresenta residuos Cys, esta torna-se
inabil para remover a 4-hidrononenal, permitindo que esta exerca sua funcao
neurotoxica sobre as proteinas neuronais levando a morte celular (360).

Haveria uma correlacdo dos fenémenos inflamatérios e oxidativos na
patogénese do glaucoma? Se a autorregulacdo estiver alterada, instala-se um
processo de estresse por hipoxia, durante o qual o mediador HIF-a parece ser o

principal responsavel pela inducdo de genes que facilitam a adaptacao celular de
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normoxia para hipoxia. Assim, uma baixa saturacdo de oxigénio na retina estimula o
HIF-a a promover o mecanismo regulador para proteger as CGRs da morte (361,362).
O HIF-a também regula genes inflamatdrios, como o nitric oxide (NO) e o VEGF
(363,364). A presenca do HIF-a na vigéncia de estresse por hipoxia pode também
afetar a funcdo mitocondrial pela producéo de espécies reativas ao oxigénio (ROS)
(365). As ROS induzem a um estado de estresse sustentado pela ativacdo de
mediadores inflamatorios (363,366—368), levando a danos severos as proteinas
celulares, lipides, DNA e mitocdndrias, e, por fim, & morte das CGRs (363,369,370).
Como citado anteriormente, a expressao alterada de APOE pode suscitar estados
metabdlicos oxidativos e/ou inflamatérios e facilitar a apoptose das CGRs.

Um estudo conduzido por Methia e col. (371) revelou a quebra da barreira
hemato-encefalica no cortex cerebral de camundongos APOE deficientes, com
aumento de 70% de vazamento espontaneo do corante em comparagao aos animais
controle. Estudos prévios demonstraram que a barreira hemato-encefalica ja é
anatomicamente imperfeita em nervos Opticos normais, e provavelmente mais
comprometida em olhos glaucomatosos (372-375). A barreira hemato-encefalica
incompleta permite as moléculas circulantes, como a endotelina-1, acesso direto ao
complexo de células masculo-vasculares e pericitos da area pré-laminar da cabeca
do nervo Optico e do tecido retiniano adjacente. Esta substancia vasoativa pode
promover vasoconstricAo nas veias retinianas peripapilares de pacientes
glaucomatosos. A endotelina-1 também reduz as juncdes endoteliais (tightjunctions)
e a metaloproteinases-matriz (MMP-9) degrada a membrana basal, e entdo nao
somente macromoléculas, mas mesmo glébulos vermelhos, conseguem ultrapassar a
barreira hemato-encefalica e provocar as hemorragias do disco Optico (376) — evento
este altamente relacionado ao desenvolvimento e progressao do glaucoma (377).
Seria interessante investigar o papel da APOE na barreira hemato-aquosa no corpo
ciliar, ja que a quebra desta barreira pode alterar a producdo e composi¢cao do humor
aguoso que, por sua vez, pode levar ao aumento da P1O (297). Por fim, o rompimento
da barreira hemato-encefalica e/ou da barreira hemato-retiniana pode provocar
resposta inflamatoéria e, por sua vez, desencadear a cascata pré-apoptotica levando a
morte das CGR (378).

A Figura 1 traz um esquema representativo de eventos bioldgicos que
podem participar da patogénese do glaucoma, pela influéncia de uma ou mais

variante(s) do gene APOE.
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1.6. Justificativa

O glaucoma é a segunda principal causa de cegueira no mundo, apos a
catarata. No entanto, quando comparado a catarata, € um desafio de saude publica
muito maior, uma vez que provoca uma deficiéncia visual irreversivel (379).

A compreensdo de que o glaucoma é uma doenca multifatorial, com a
contribuicdo de fatores genéticos e ambientais (133,380), torna fundamental a
investigacao de diferentes vias potencialmente implicadas na sua fisiopatogenia.

Como descrito anteriormente, ha uma série de indicios que sugerem uma
associacdo entre variantes do gene APOE e glaucoma, com provavel influéncia na
fisiopatogenia dessa doenca (301,302,306,310,353,381,382). No entanto, a
associacao entre as variantes do gene APOE e o GPAA néo foi ainda estudada em
individuos brasileiros. Assim, justifica-se a realizagdo de um estudo para investigar a
frequéncia das variantes genéticas do APOE e para avaliar a associacdo entre 0s
polimorfismos encontrados e o risco de GPAA em uma amostra da populacéo

brasileira.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

e Descrever a frequéncia alélica do gene APOE em uma amostra da
populacéo brasileira.

e Avaliar a associacdo entre as variantes (APOE-E2, APOE-E3 e APOE-E4)

do gene APOE (rs429358 e rs7412), localizado no cromossomo 19q13.2 e

seus correspondentes genotipos, e o risco de desenvolvimento de GPAA em

uma amostra de pacientes brasileiros.
2.2. Objetivo secundério
¢ Investigar se a necessidade de realizacdo de cirurgia antiglaucomatosa, e o

namero de cirurgias realizadas, indicadores de maior agressividade do GPAA,

estdo correlacionados as variantes do gene APOE nessa populacéo.
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3. METODOS

3.1. Desenho do estudo

Trata-se de um estudo de associagéo, transversal, tipo caso-controle,
envolvendo pacientes portadores de GPAA (grupo caso), e pacientes sem a doenca
(grupo controle), avaliados no Departamento de Oftalmologia do Hospital de Clinicas
da Universidade Estadual de Campinas.

3.2. Casuistica
3.2.1. Selecao dos pacientes

Os individuos considerados elegiveis a participar do estudo foram
selecionados nos Ambulatérios de Glaucoma e Catarata e entre servidores do
Departamento de Oftalmologia do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de

Campinas com base nos critérios de inclusao e exclusdo elencados a seguir:

3.2.1.1. Ciritérios de inclusdo

a) Grupo Caso

Os pacientes incluidos no grupo caso (com GPAA) deveriam ter idade
acima de 40 anos, diagnostico firmado de GPAA com angulo aberto a gonioscopia, e
preencher trés dos seguintes critérios: (i) PIO > 21 mmHg, sem medicacdo
hipotensora ocular; (ii) disco 6ptico tipicamente glaucomatoso, definido quando ao
menos duas das seguintes caracteristicas estivessem presentes: propor¢ao disco-
escavacao >0,7; assimetria entre os olhos da proporcdo disco-escavagcao >0,2;
afinamento da rima neural; hemorragia do disco 6ptico ou notch do disco 6ptico; (iii)
campo visual com defeitos tipicamente glaucomatosos observados a perimetria
automatizada acromatica utilizando os programas 30-2 ou 24-2 no Humphrey Field
Analyzer (Humphrey Instruments, San Leandro, California), e definido como o indice
pattern standard deviation (PSD) fora dos 95% dos limites normais, ou o glaucoma

hemifield test (GHT) fora do limites normais, isto €, quando a assimetria entre zonas
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simétricas nos hemicampos superior e inferior excede a encontrada em 99% da
populacao; (iv) anormalidades na camada de fibras nervosas retinianas e/ou complexo
de camada de células ganglionares detectadas a tomografia de coeréncia Optica
(OCT) (Spectralis®, Heidelberg Engineering Inc., Franklin, MA).

b) Grupo Controle

No grupo controle, todos os pacientes deveriam ter idade acima de 40 anos,
com exame oftalmolégico normal, com PIO abaixo de 16 mmHg, proporcdo disco-
escavacado <0,4, sem alteracbes fundoscopicas compativeis com degeneracao
macular relacionada a idade, e sem histéria familiar de glaucoma ou de cegueira de

origem indeterminada.

3.2.1.2. Ciritérios de exclusédo

Foram excluidos do estudo, tanto nos grupos caso quanto controle, os
individuos que ndo concordassem em participar da pesquisa, através da assinatura
do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), ou em submeter-se ao exame
oftalmoldgico.

Foram excluidos os pacientes com glaucomas secundarios, glaucomas
congénitos, miopia elevada (>-6.00 dioptrias esféricas); alteracdes fundoscopicas
compativeis com degeneracdo macular relacionada a idade; retinopatia diabética néo-
proliferativa ou proliferativa; e pacientes com neuropatias Opticas, desordens
neuroldgicas, ou qualquer doenca ocular ou sistémica que pudesse afetar o campo

visual ou 0 nervo oéptico.

3.3. Aspectos éticos

Este estudo foi submetido & apreciacéo do Comité de Etica e Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, através da Plataforma Brasil, e
aprovado sob protocolo CAAE 49120615.4.0000.5404, parecer 1.824.559 (Anexo 1).
Manteve-se sob sigilo a identidade de todos os pacientes, e seguiram-se todos o0s

preceitos da Ultima Declaragéo de Helsinque.
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Todos os pacientes selecionados para participagdo no estudo receberam
explanacdo completa e detalhada, em linguagem simples, sobre a motivacdo da
pesquisa, seus propositos, métodos e beneficios almejados, podendo ou nao
participar da mesma, por livre e espontadnea vontade, sem constrangimento ou
prejuizo a seu programa de assisténcia médica regular. Todos 0s pacientes (grupos
caso e controle) foram informados de que seria realizado um procedimento adicional
(coleta de sangue), que nao fazia parte da rotina atual do servico. Os que aceitaram
participar, assinaram um TCLE (Anexo 2), autorizando sua participacao voluntéria na
pesquisa, consentimento este que poderia ser retirado, em qualquer fase do estudo,
sem prejuizo ao seu atendimento médico.

A quantidade de 10 mL de sangue periférico coletada dos pacientes nao
ofereceu nenhum efeito adverso ou prejuizo a salde dos mesmos. O material
biol6gico (sangue) extraido foi encaminhado e sequencialmente armazenado no
Biorrepositério do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) —

UNICAMP e utilizado para o objetivo previsto neste projeto de pesquisa.

3.4. Entrevista e anamnese clinica e oftalmologica

Apés a verificacdo de todos os critérios de inclusdo e exclusédo, e a
assinatura do TCLE, os individuos selecionados foram entrevistados com a aplicacéo
de um questionario padronizado (Anexo 3). O questionario incluia informacgdes sobre
dados demograficos, historia de glaucoma, doengas oculares ou cegueira de causa
desconhecida no paciente e em familiares; doencas sistémicas; medicacdes
sistémicas em uso; seguida pelo registro dos dados obtidos na avaliacédo
oftalmolégica: diagndstico de GPAA; idade do diagndéstico; PIO maxima registrada;
nuamero maximo de colirios hipotensores utilizados durante o tratamento do glaucoma;
PI1O no dia da entrevista e colirios em uso atualmente; cirurgia(s) antiglaucomatosa
realizada(s); refracéo; paquimetria ultrassénica; gonioscopia; campo visual (anotacao
dos indices globais do perimetro Humphrey no primeiro e Gltimo exames); observacéo
clinica da escavacdo do nervo 6ptico (primeiro e Ultimo exames); retinografia (primeiro
e ultimo exames) e tomografia de coeréncia Optica (quando disponivel) (registro do

indice average thickness dos primeiro e ultimo exames).
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3.5. Avaliacdo oftalmologica

Todos os participantes foram submetidos a avaliacdo oftalmologica
completa composta por: anamnese; acuidade visual com melhor correcéo refracional;
biomicroscopia de segmento anterior com uso de lampada de fenda; tonometria de
aplanacdo com o uso do tonébmetro de Goldmann; gonioscopia, biomicroscopia de
fundo de olho com auxilio de lente de 78D; e mapeamento de retina.

Todos os pacientes (grupo caso) incluidos no estudo realizaram os exames
de paquimetria ultrassénica (Tomey EM-3000®, Tomey Corporation, Nagoya, Japao)
e perimetria visual computadorizada (Programas 24-2 ou 30-2, Sita Standard,
Humphrey Field Analyzer® — Humphrey Instruments, San Leandro, CA, Estados
Unidos da América). Os exames de retinografia simples (VISUCAM NM/FA® - Carl
ZeissMeditec, Jena, Alemanha) e de tomografia de coeréncia Optica de dominio
espectral (SPECTRALIS® OCT - Heidelberg Engineering, Heildelberg, Alemanha; ou
Cirrus® - Carl Zeiss Meditec AG, Jena, Alemanha) foram realizados sempre que

possivel.

3.6. Métodos laboratoriais

3.6.1. Coleta de sangue e extracao de acido desoxirribonucleico (DNA)

Uma amostra de 10 mL de sangue periférico foi coletada de todos os
participantes deste estudo, em frasco apropriado estéril, contendo EDTA 10% com
finalidade anticoagulante. O DNA foi extraido segundo o método fenol: cloroférmio
(8383). Os frascos contendo as amostras foram adequadamente identificados e

estocados a temperatura de -20°C.

3.6.2. Avaliagéo dos polimorfismos

A andlise das variantes do gene APOE (APOE-E2, APOE-E3 e APOE-E4),

rs429358 e rs7412, foi realizada através de reacdo em cadeia polimerase (PCR) e
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sequenciamento direto. Os iniciadores (primers) foram selecionados com base nas

sequéncias do gene APOE depositadas no GenBank?.

3.6.3. PCR

A PCR foi padronizada utilizando-se os seguintes reagentes: 0,3 pL de
cada iniciador 20 pmol/uL, compreendendo as variantes rs429358 e rs7412 do gene
APOE (sequéncia direta: 5 TCCAAGGAGCTGCAGGCGGCGCA 3’ e reversa: &
GCCCCGGCCTGGTACACTGCCA 3’), 2,5 puL do tampéo da enzima 10X (Tampdao
10X: Tris-HCI 20 mM, pH 8,4, KCI 50 mM, gelatina 0,01%), 1,0 uL de MgCl250uM, 2,5
UL de DMSO 10%, 0,75 pL da mistura de nucleotideos (dATP, dCTP, dTTP, dGTP)
10 mM e 0,1 pL de Taq DNA polimerase Platinum 10 U/uL (Invitrogen Life
Technologies, Gaithersburg, MD, EUA), adicionados a 1 uL de DNA gendmico (50
ng/uL). O volume resultante foi completado com agua ultrapura para 25 pL.

Em seguida, as amostras foram amplificadas por meio de aparelho
termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems-Applera Corporation,
Foster City, CA, EUA), com a determinacdo das temperaturas e duracdo dos ciclos
apos testes de eficiéncia. Para as variantes do gene APOE foi realizada uma
desnaturacao inicial a 95°C durante 5 minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturacéo
do DNA a 94°C durante 1 minuto, anelamento a 58°C durante 1 minuto e 30 segundos,
extensdo a 72°C durante 1 minuto e 30 segundos, e extenséo final a 72°C por 7
minutos.

Por fim, os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5%, corado com brometo de etidio e examinados sob luz ultravioleta,
atraveés de transiluminador L-PIX EX (Loccus, Cotia, Sdo Paulo, Brasil).

Com o objetivo de otimizar a reacdo de sequenciamento de Sanger (384)
foi realizada a purificacdo das amostras de PCR por meio das enzimas Exonuclease
| e Fosfatase Alcalina de Camarao. Para tanto, foram utilizados para cada 3 pL do
produto da PCR: 0,2uL de Exonuclease | 20U/ul (Cellco/Jena Bioscience, Thuringia,
Germany), 0,2uL de Fosfatase Alcalina de Camarao 1U/ul e 0,4l de tampéo 10 X da
enzima Exonuclease | [Glicina-KOH 670 mM, 2-mercaptoetanol 100mM, MgClz 67 mM
(pH 9,5 a 25°C)].

4 (http://www.nchi.nim.nih.gov/genbank) e (https://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/?term=APOE)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/?term=APOE
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3.6.4. Reacéo de sequenciamento

As reacdes de sequenciamento foram realizadas segundo o meétodo
descrito por Sanger (384). Os reagentes utilizados foram: 1,0 yuL do produto da PCR
purificado, 0,5 pL de "Big Dye" 1x (ABI PRISM Big Dye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit, Applied Biosystem Applera Corporation, Foster City, CA, EUA), 4,0
UL do tampéo "Save Money" 1x (fornecido pelo mesmo fabricante do "Big Dye"),
iniciador direto ou reverso da variante analisada (1,0 pL do iniciador 5 pmol/uL) e &gua
ultrapura para completar a reagao para um volume final de 20 yL. As condi¢gbes das
reacdes de sequenciamento para as variantes do gene APOE foram: desnaturagéo
inicial de 96 °C por 1 minuto e 30 segundos, seguida por 25 ciclos a 96 °C por 12

segundos, 50 °C por 6 segundos e 60°C por 4 minutos.

3.6.4.1. Purificacdo da reacdo de sequenciamento

Para a obtencdo da purificacdo da reacdo de sequenciamento, as amostras
foram precipitadas com 80 pL de etanol 80% e ent&o centrifugadas a 4000 rpm por 45
minutos. O sobrenadante foi desprezado, seguido da adicdo de 150 pL de etanol a
70%. Outra centrifugacao foi realizada com as amostras, desta vez por 10 minutos a
velocidade de 4000 rpm. Por fim, o sobrenadante foi descartado e as amostras foram
colocadas no termociclador durante trés minutos a 64°C para a evaporacéo do etanol
residual e posteriormente armazenadas a -20°C. Em seguida, o produto da reagéo de
sequenciamento purificado foi ressuspenso em 10 pyL de formamida Hi-Di (Applied
Biosystem-Applera Corporation, Foster City, CA, EUA), sendo entdo vigorosamente
agitado e depois desnaturado a 94°C por cinco minutos. As leituras das sequéncias
de bases nitrogenadas dos fragmentos foram efetuadas em um sequenciador
automatico (ABI PRISM 3700 ou ABI PRISM 3130 DNA Analyzers (Applied Biosystem-
Applera Corporation, Foster City, CA, EUA).
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As sequéncias obtidas foram analisadas através do programa FinchTV
(Geospiza)® e subsequentemente comparadas com as sequéncias do gene através
da ferramenta BLASTS.

3.7. Andlise estatistica

Os dados obtidos pela genotipagem de todos os individuos participantes
da pesquisa (anonimizados) estdo disponiveis no repositorio publico, no endereco
eletrénico https://datadryad.org/stash/dataset/doi:10.5061/dryad.qfttdzOdr, e foram
armazenados em um gerenciador de banco de dados.

Para descrever estatisticamente o perfil de nossa amostra segundo as
variaveis em estudo, foram confeccionadas tabelas contendo as variaveis categéricas
com valores de frequéncia absoluta (n), e estatisticas descritivas das variaveis
numéricas, com valores de média, mediana, desvio-padrao (DP), e valores minimo e
maximo. Para comparacdo do género entre os grupos foi utilizado o teste Qui-
guadrado, e para a variavel idade o teste de Mann-Whitney. Para a frequéncia alélica
de cada variante do gene APOE, entre os grupos caso e controle, foi empregado o
teste Qui-quadrado. Para a frequéncia genotipica entre 0s grupos caso e controle foi
utilizado o teste exato de Fisher. Para a determinacdo da associacdo entre 0s
portadores de alelos de risco e/ou genadtipos de risco para GPAA comparados ao
gendtipo de referéncia (E3-E3) foram utilizadas analises de regresséo logistica para a
obtenc¢ao da raz&o de chances (odds ratio — OR), a um intervalo de confianca de 95%.

Para a determinac&o da associacao entre os portadores de alelos de risco
e/ou genotipos de risco para GPAA comparados ao genoétipo de referéncia (E3-E3)
guanto a necessidade de cirurgia antiglaucomatosa foram utilizados, respectivamente,
os testes Qui-quadrado e o teste exato de Fisher. Por fim, para a definicdo de possivel
associagdo entre o numero de cirurgias realizadas entre os portadores de alelos
variantes, e de cada genotipo separadamente, comparados ao genaotipo de referéncia,

foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis.

® https://finchtv.software.informer.com/1.4/
6

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LIN
K_LOC=blasthome) no servidor do National Center for Biotechnology Information (NCBI:
www.ncbi.nim.nih.gov) e do software MultAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).



https://datadryad.org/stash/dataset/doi:10.5061/dryad.qfttdz0dr
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/

O nivel de significancia adotado para o estudo foi de 5%.

3.8. Calculo amostral
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Para o calculo amostral realizado antes do inicio desta pesquisa, utilizou-

se a seguinte formula, para uma populacéo finita:

N x X
n=s——
X+N-1)

n=tamanho da amostra necessario,

_ (Za/2)* xpx (1-p)

(MOE)?

Obs.: Zq; € o valor critico da distribuicdo normal em alfa/2 (para um intervalo de confianca de
95%, alfa € 0,05 e o valor critico € 1,96). MOE é a margem de erro, p é a proporgao amostral

tedrica, e n o tamanho total da populagéo.

Os resultados do céalculo amostral prévio revelaram o numero de alelos a

amostrar em cada grupo (casos e controles) e as respectivas margens de erro e

intervalos de confianga, como mostrados na Tabela 4 e no Grafico 1.

Tabela 4 — Resultados do calculo amostral prévio

n a amostrar

Margem de Erro (%) IC (%) n total a amostrar
em cada grupo
5 95 174 87
4 95 271 135,5
3 95 481 240,5
2 95 1075 537,5
1 95 4164 2082
5 99 300 150
4 99 467 233,5
3 99 827 4135
2 99 1842 921
1 99 6981 3490,5

Resultado do calculo amostral prévio, segundo as possiveis margens de erro, intervalo de
confianca e numero de individuos a amostrar segundo as variantes do gene APOE.
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Gréfico 1 - Resultados do calculo amostral prévio

Considerando-se a frequéncia média de cada um dos trés alelos possiveis
para o gene APOE descritos na literatura (198,199) de 5% a 10% para o alelo E2
(optou-se, para o célculo, por um valor médio de 8%), de 70% a 80% para o alelo E3
(optou-se por um valor médio de 75%), e de 10% a 15% para o alelo E4 (optou-se por
um valor médio de 13%) e estabelecendo uma margem de erro de 3% como razoavel,
o calculo resultante demonstrou que o estudo exigiria amostrar aproximadamente
240,5 individuos para o grupo caso e 240,5 individuos para o grupo controle e, se
fosse escolhida uma margem de erro ainda menor, de 2%, o valor amostral resultante
seria de 537,5 individuos para cada grupo. Estimando-se a viabilidade logistica da
estrutura técnica disponivel e do tempo para a realizacdo deste projeto durante o
periodo regulamentar do programa de pos-graduacgéao, elegeu-se como meta amostrar

400 individuos em cada grupo.
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4. RESULTADOS

4.1. Dados demogréficos e estatistica descritiva

Considerando todos os pacientes incluidos no estudo, avaliados para as
variantes do gene APOE, 803 individuos nao relacionados foram analisados, sendo
402 com GPAA (grupo caso) e 401 sem a doencga (grupo controle).

Os resultados sobre a frequéncia da variavel género foram os seguintes: a)
na amostra total, 418 (52,05%) eram do sexo masculino, e 385 (47,95%) eram do sexo
feminino; b) dos pacientes portadores de GPAA, 219 (54,48%) eram do sexo
masculino, e 183 (45,52%) do sexo feminino; c) dos individuos do grupo controle, 199
(49,63%) eram do sexo masculino, e 202 (50,37%) do sexo feminino. Ao compararmos
casos e controles, utilizando o teste qui-quadrado, ndo houve diferenca

estatisticamente significativa em relacéo ao género (p=0,1688) (Tabela 5).

Tabela 5 - Frequéncia da variavel género na amostra (p=0,169)

Grupo Mulheres Homens

Casos 183 (45,52%) 219 (54,48%)
Controles 202 (50,37%) 199 (49,63%)

Total 385 (47,95%) 418 (52,05%)

A média de idade dos pacientes com GPAA foi de 68,48 + 11,20 anos, com
mediana de 70 anos, variando de 40 a 92 anos. No grupo controle, a média de idade
foi de 65,08 + 11,13 anos, com mediana de 66 anos, variando de 40 a 89 anos (Tabela
6 e Figura 7). O teste de Mann-Whitney revelou que a média de idade do grupo caso
foi significativamente maior que a do grupo controle (p<0,001), razdo pela qual
realizou-se o0 ajuste pela idade em todas as regressbes logisticas, a serem

apresentadas mais a frente.

Tabela 6 - Estatistica descritiva da variavel idade em casos e controles (p<0,001)

Grupo n Média DP  Minimo 1°quartii  Mediana  3°quartii Méaximo

Casos 402 68,48 11,20 40 61 70 77 92
Controles 401 65,08 11,13 40 57 66 73 89
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Figura 7 - Box-plot representando a estatistica descritiva da variavel idade nos grupos
caso e controle

Obs.: Os losangos dentro da caixa representam a média das observacgdes e a reta central

no interior da caixa representa a mediana.

4.2. Andlise dos polimorfismos rs429358 e rs7412 do gene APOE

4.2.1. Avaliacao do Equilibrio de Hardy-Weinberg em casos e controles

Na amostra de individuos avaliados para as variantes que compdem 0s
haplétipos do gene APOE (rs429358 e rs 7412), observou-se que, tanto nos casos
como nos controles, ndo houve uma diferenca entre as frequéncias dos genotipos
observadas e as esperadas, atestando que ambas as populacfes encontram-se em
equilibrio de Hardy-Weinberg (grupos caso e controle com p>0,05 para ambos os
SNPs).

4.2.2. Frequéncia alélica

A frequéncia alélica encontrada em nossa amostra esta demonstrada na Tabela 7.
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Tabela 7 - Frequéncia de alelos do gene APOE em pacientes com GPAA e controles

(p=0,161)
Alelos APOE GPAA n (%) Controles n (%)
E2 69 (8,58) 49 (6,11)
E3 643 (79,97) 656 (81,79)
E4 92 (11,44) 97 (12,09)

O teste qui-quadrado n&o demonstrou diferencas significativas na
comparacao da frequéncia alélica do gene APOE entre 0s grupos caso e controle
(p=0,161).

4.2.3. Frequéncia genotipica

A frequéncia genotipica encontrada em nossa amostra estd demonstrada
na Tabela 8, e nas Figuras 8 (frequéncia genotipica geral de toda a amostra somando
casos e controles), 9 (frequéncia genotipica nos grupos caso e controle), e 10
(frequéncia especifica de alelos e genoétipos do gene APOE nos grupos caso e

controle).

Tabela 8 - Frequéncia de gendtipos do gene APOE em pacientes GPAA e controles

(p=0,116)

Genotipos APOE GPAA n (%) Controles n (%)
E2-E2 1(0,25) 1 (0,25)
E2-E3 64 (15,92) 41 (10,22)
E2-E4 3(0,75) 6 (1,50)
E3-E3 254(63,18) 267(66,58)
E3-E4 71(17,66) 81(20,20)
E4-E4 9(2,24) 5(1,25)

O teste exato de Fisher ndo demonstrou diferenca estatisticamente

significativa entre as frequéncias genotipicas de casos e controles (p=0,116).
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4.2.4. Modelos de regresséo logistica

Realizou-se a analise comparativa de todos os portadores dos alelos
variantes E2 e E4, assim como de cada gendtipo especifico com o gendtipo
homozigoto E3, através de modelos de regresséo logistica. Também foi incluido um
modelo genético aditivo comparando todos os portadores do alelo E2 (E2-E2+E2-
E3+E2E4) com os ndo-portadores do alelo E2 (E3-E3+E3-E4+E4-E4) somados, a fim
de se obter uma confirmacao estatistica adicional.

4.2.4.1. Andlises comparativas entre portadores dos alelos E2 e E4, e entre cada

genoétipo especifico com o genétipo de referéncia E3-E3

Apbs o devido ajuste por idade, observamos que o0s pacientes portadores
do alelo E2 tiveram um risco 51% maior de desenvolver GPAA do que um paciente da
mesma idade portador do gendtipo de referéncia E3 (OR=1.516; p=0,048), enquanto
0s pacientes portadores do alelo E4 em nossa amostra apresentaram a mesma
chance de desenvolver GPAA do que pacientes com o0 genétipo de referéncia
(OR=0,987, p=0,944). Além disso, os portadores do gendtipo E2-E3 mostraram um
risco 65% maior de desenvolver GPAA do que um paciente da mesma idade portador

E4/E4
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do gendtipo de referéncia E3-E3 (OR=1,655; p =0,022). Finalmente, uma associa¢ao
significativa foi encontrada através do modelo genético aditivo, que ratificou os
achados anteriores sobre a influéncia do alelo E2 exercendo maior risco para o
desenvolvimento de GPAA (OR=1,502; p =0,047) (Tabela 9).

Tabela 9 - Regressao logistica para avaliacdo do risco de apresentar GPAA entre os
portadores de alelos E2 e E4 versus genétipo E3-E3; entre cada gendtipo
APOE, e através de modelo genético aditivo

Comparac¢ao genotipica OR IC 95% b
Portadores E2 vs E3-E3 1,516 1,005-2,302 0,048
Portadores E4 vs E3-E3 0,987 0,698-1,396 0,944
E2-E3 vs E3-E3 1,655 1,077-2,568 0,022
E2-E4 vs E3-E3 0,597 0,123-2,323 0,474
E3-E4 vs E3-E3 0,953 0,660-1,374 0,796
E4-E4 vs E3-E3 2,202 0,745-7,298 0,165
(E2-E2+E2-E3+E2-E4) vs

1,502 1,006-2,258 0,047

(E3-E3+E3-E4+E4-E4)

Obs.: O genotipo E2-E2 foi excluido das comparacdes genotipicas com o gendtipo de
referéncia E3-E3 devido a baixa frequéncia encontrada em nossa amostra (apenas um
individuo E2-E2 em cada grupo).

4.2.4.2. Andlises da relacdo entre os individuos portadores dos alelos APOE E2, E3 e

E4, e de cada gendtipo separadamente, com a necessidade de realizacdo e o niumero

de cirurgias antiglaucomatosas

Avaliou-se, ainda, a associacao entre os portadores dos alelos APOE E2 e
E4 e a necessidade de serem submetidos a cirurgia antiglaucomatosa. Dentre os 402
pacientes de GPAA, 383 (95,27%) foram analisados sobre este tema, ja que 19
pacientes ndo possuiam dados suficientes. O teste exato de Fisher demonstrou que
nao houve correlacdo entre quaisquer gendtipos e a necessidade de cirurgia
antiglaucomatosa (p=0,193). O teste Qui-quadrado revelou que a necessidade de
cirurgia antiglaucomatosa foi similar entre os individuos portadores dos alelos APOE-
E2, E3 e E4 (p=0,383). (Tabela 10).
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Tabela 10 - Necessidade de cirurgia antiglaucomatosa entre 0s gendtipos e

portadores dos alelos APOE E2, E3 e E4

Gendtipos e Cirurgia
portadores de alelos Sem cirurgias antiglaucomatosa p
APOE realizada
(n) (n)
E2-E2 0 1
E2-E4 0 3
E2-E3 29 29 p= 0,193
E3-E3 116 128
E3-E4 26 43
E4-E4 5 3
[n(%)] [n(%)]

Portadores E2 29 (46,78) 33 (53,22) :
Portadores E4 31 (38,75) 49 (61,25) p=0,383
E3-E3 116 (47,54) 128 (52,46)

Por fim, o teste de Kruskal-Wallis revelou que a quantidade de cirurgias

antiglaucomatosas realizadas né&o diferiu estatisticamente em cada genotipo

separadamente analisado (p=0,376), assim como nos individuos portadores do alelo

E2, nos portadores do E4, e nos homozigotos E3 (p=0,350). (Tabela 11).

Tabela 11 - Numeros de cirurgias antiglaucomatosas realizadas dentre os genoétipos

e portadores dos alelos APOE E2, E3 e E4

Genotipos e portadores

Numero de cirurgias

antiglaucomatosas Média (DP
alelos APOE grealizadas (DP) P
E2-E3 44 0,72 (0,83)
E2-E4 3 1,67 (0,58)
E3-E3 182 0,75 (0,87) 0,376
E3-E4 63 0,91 (0,85)
E4-E4 5 0,63 (0,92)
Portadores E2 49 0,79 (0,85)
Portadores E4 73 0,91 (0,86) 0,350
E3-E3 182 0,75 (0,87)
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5. DISCUSSAO

Com o propasito de avaliar o efeito das variantes do gene APOE em relagéo
ao risco de desenvolvimento do GPAA, este estudo de associac¢do foi conduzido em
uma amostra de 803 individuos provenientes da regido sudeste do Brasil. Trata-se do
primeiro estudo com este propdsito realizado em uma populacéo brasileira.

A evolucdo biologica do APOE, assim como condicdes ambientais e
caracteristicas ligadas ao estilo de vida préprio de cada povo, podem influenciar a sua
frequéncia genotipica. Estudos realizados em primatas ndo-humanos revelaram que
todos eram portadores de formas similares ao APOE-E4, confirmando a hipotese que
o alelo ancestral € realmente o0 E4, e que as variantes E2 e E3 surgiram apoés a divisdo
evolucionaria que separou os humanos das linhagens de chimpanzés (385,386).

Atualmente, o alelo APOE-E3 é o0 mais frequente em todos o0s
agrupamentos humanos, especialmente em populacfes com uma economia agricola
bem estabelecida por longo tempo, como, por exemplo, as mediterraneas (85% a
90%) e as do leste asiatico (82% a 97%). Por sua vez, a frequéncia do alelo APOE-
E4, identificado como o verdadeiro alelo ancestral, permanece alta em algumas
populacdes como a dos pigmeus (40%), Khoi San (37%), papuésicos (36%), lapdes
(31%), as de alguns americanos nativos (28%), de aborigenes da Malasia (24%) e da
Australia (26%), tendo todas elas como caracteristica comum a persisténcia da
agricultura de forrageamento ou o fato do suprimento de alimentos ser (ou ter sido até
um passado recente) escasso ou qualitativamente pobre. A frequéncia do APOE-E2
nas populacées humanas varia sem nenhuma tendéncia especifica, mas € ausente
nos nativos americanos e aborigenes da Australia, e alcanca sua maior frequéncia
entre os papuasicos, embora em todo mundo seja a variante menos frequente dentre
as trés possiveis para o gene APOE (212). Assim, a existéncia de diferencas regionais
na frequéncia dos alelos APOE justificam a necessidade de realizac&o de estudos de
distribuicdo genética em diferentes areas geograficas, incluindo a populacdo
brasileira.

As frequéncias alélicas por nds encontradas neste estudo foram: APOE-E2
(7,34%), APOE-E3 (80,88%), e APOE-E4 (11,76%), similares as distribuicbes dos

alelos do gene APOE reportadas em outras populacées ao redor do mundo, cujos
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resultados demonstraram frequéncias variando de 0 a 12% para o E2, de 75 a 90%
para 0 E3 e de 6 a 20% para os alelos E4 (205,212-214). A Tabela 12 lista os
resultados da frequéncia alélica de nossa amostra, comparada a outros estudos
brasileiros e a frequéncia mundial. A frequéncia alélica descrita em nosso estudo,
comparada aos outros estudos brasileiros publicados sobre o polimorfismo do APOE,
mostrou-se similar e em conformidade com a distribuicdo descrita nas diversas
populacdes ao redor do mundo. A excecéao foi demonstrada no estudo de Alvim e col.
(210), que apresentou uma frequéncia alélica discretamente menor que a mundial

para os APOE-E3 e discretamente maior para os alelos APOE-EA4.

Tabela 12 - Frequéncia alélica do APOE em amostra deste estudo comparada a
outros estudos brasileiros e a abrangéncia da frequéncia alélica mundial

Variacdo da
Autor Tacito e Alvim e Megale e Occhiutto e  frequéncia alélica
col. (209) col. (210) col. (211) col. (387) mundial
(205,212-214)
Local S-J. Rio Vitéria-ES Bambui-MG  Campinas-SP -
Preto-SP
n total 180 1493 1408 803 -
APOE-E2 2,77% 12,3% 6,5% 7,34% 0%-12%
APOE-E3 86,11% 61,1% 80,0% 80,88% 75%-90%
APOE-E4 11,11% 26,6% 13,5% 11,76% 6%-20%

Apesar da falta de consenso sobre a possibilidade de variantes do APOE
influenciarem o risco de desenvolvimento do GPAA (301-306,309,310), a importancia
da proteina APOE no metabolismo lipidico e, consequentemente, na sobrevivéncia
celular, especialmente das células neurais (332), juntamente as caracteristicas
fisiopatogénicas da neuropatia glaucomatosa (388), sdo elementos geradores de
interesse cientifico que estimularam a conduzir este estudo.

Os resultados deste estudo revelaram diferengcas significativas nas
frequéncias dos portadores dos alelos APOE-E2 entre os pacientes portadores de
GPAA e os individuos do grupo controle (portadores E2 vs E3-E3; OR=1,516;
p=0,048). Esta associacdo foi confirmada quando realizada a comparacdo dos
portadores do genotipo E2-E3 versus o gendtipo de referéncia E3-E3 (OR=1,655;
p=0,022), e quando os portadores E2 foram comparados com os ndo-portadores E2

(OR=1,502; p=0,047). Assim, varias andlises indicaram que herdar o alelo E2 pode
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ser um fator de risco para o desenvolvimento de GPAA nesta amostra da populacao
brasileira.

Com o intuito de avaliar a correlacédo da agressividade do GPAA com a
variante do APOE de cada grupo estudado, investigou-se se havia correlacéo entre o
perfil genético e a necessidade ou o numero de cirurgias antiglaucomatosas
realizadas para o controle do glaucoma. Entretanto, nossos resultados mostraram que
nem a necessidade de cirurgia (p=0,383), ou o numero de cirurgias realizadas (p
=0,350) diferiram nos portadores dos alelos APOE-E2, E3 e E4, assim como entre
guaisquer genotipos.

Os estudos de associacao até hoje publicados que investigaram o papel
das variantes do APOE no risco de desenvolvimento do GPAA n&o foram consensuais
(301-303,306,308-310,381,382,389). Mabuchi e col. (302) demonstraram que as
frequéncias dos alelos E2 e do E4 foram significativamente menores nos pacientes
japoneses portadores de GPAA (E2:2,6%; E4:6,0%) comparados aos individuos do
grupo controle (APOE-E2: 5,0%, p=0,048; APOE-E4:10,6%, p=0,012). Ja a frequéncia
do alelo APOE-E3 foi significativamente maior no grupo de pacientes com GPAA
(91,4%) comparados ao grupo controle (84,4%, p=0,0010) (302). Recentemente,
Margeta e col. (311) publicaram um estudo utilizando dados obtidos pelo consorcio
NEIGHBOR (com 2120 casos de GPAA e 2262 controles provenientes dos Estados
Unidos da América), demonstrando que o alelo APOE-E4 foi associado a um risco
reduzido de GPAA (OR=0,81; IC95%, 0,70-0,94; p=0,0052), e também de glaucoma
de pressao normal (OR=0,71; 1C95%: 0.58-0.87; p=0,0014). Interessantemente, 0
mesmo alelo APOE-E4 é positivamente associado a doenca de Alzheimer (associacao
esta que motivou diversos pesquisadores a estabelecer uma hipotética ligacao
fisiopatogénica entre o glaucoma e o processo neurodegenerativo ocorrido na doenca
de Alzheimer), o que faz supor que héa diferentes mecanismos biol6gicos envolvidos
nestas enfermidades (311). Al-Dabbagh e col. (381) demonstraram que, na populacéo
saudita, a frequéncia do alelo APOE-E4 foi significativamente maior nos pacientes
portadores de GPAA (9,5%) do que no grupo controle (4,2%; p=0,034; risco
relativo=2,169), enquanto a frequéncia do alelo APOE-E3 foi significativamente menor
nos pacientes glaucomatosos (90%) que nos controles (95,7%; p=0,034; risco
relativo=0,473), sugerindo, portanto, que os alelos APOE-E4 e APOE-E3 seriam, de

fato, fatores de risco e protetor, respectivamente. O alelo APOE-E2 foi inexistente em
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ambos 0s grupos nesta populacdo. Yuan e col. (304) também encontraram uma
associacao de risco positiva entre os portadores do alelo APOE-E4 e o GPAA (37,5%
GPAA vs 17,5% no grupo controle; p<0,05), embora utilizando uma amostra muito
reduzida da populagao chinesa (36 portadores de GPAA, 69 portadores de glaucoma
primario de angulo fechado, e 57 controles). Convém citar ainda o estudo conduzido
por Vickers e col. (301), que demonstrou que, ha populacdo tasmaniana, o alelo
APOE-E4 é associado com elevado risco para alteracdes glaucomatosas, porém, ndo
relacionado ao aumento da PIO. Nesse estudo, aproximadamente duas vezes mais
individuos com glaucomas de pressao normal (38,0%) e glaucoma de PIO elevada
(34,2%) eram portadores do alelo APOE-E4 comparados ao grupo controle (18,9%).
O risco dos portadores do alelo APOE-E4 apresentarem glaucoma de pressao normal
era duas vezes maior que a dos homozigotos E3 (OR=2,45, IC 95%: 1,02-5,91,
p=0,045), mesmo apds ajuste para idade e sexo (OR=2,87, IC 95%: 1,02-8,05,
p=0,046). No entanto, os portadores de APOE-E4 ndo apresentaram maior risco de
desenvolvimento de glaucoma de PIO elevada (OR ajustado=1,74, IC 95%: 0,67-4,55)
p=0,26) (301).

Ha duas publicacdes sugerindo uma associacdo de risco entre o alelo
APOE-E2 e glaucoma: Junemann e col. (303) demonstraram que a curva tensional de
24 horas teve valores significativamente maiores em individuos aleméaes portadores
do alelo APOE-E2 (17,7+2,7mmHg vs 16,4+2,4mmHg, p =0,011). A espessura
corneana central néo foi diferente entre os portadores de alelos APOE-E2 e o grupo
de referéncia (genétipo E3-E3) (587+33um vs 586+51um, p=0,973) (303). Chiras e
col. (390) demonstraram que o alelo APOE-E2 esta associado a um risco elevado de
desenvolvimento de GPAA na populacédo grega. A frequéncia de portadores do alelo
APOE-E2 em portadores de GPAA (19%) foi significativamente maior do que a
observada nos controles (5%) (OR=4,35, 1C95%: 1,28-14,72, p=0,012) (390).

Algumas metandlises ndo encontraram associacao entre o gene APOE e
glaucoma (391,392), enquanto outras descreveram uma associacao entre o genétipo
APOE-E4-E4 e 0 GPAA em asiaticos (353,393). A diversidade de resultados pode ser
atribuida as especificidades étnicas de cada populacdo, assim como a intrinseca
suscetibilidade genética a fatores ambientais, que podem influenciar a patogénese do
GPAA.
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A base tedrica utilizada por muitos autores para estabelecer uma possivel
correlacdo etiopatogénica entre os portadores APOE-E4 e o glaucoma — atualmente
considerada uma doenca neurodegenerativa (394), reside no fato desta variante do
APOE ser identificada mais frequentemente entre portadores de doencas
neurodegenerativas, como o mal de Alzheimer e a doenca de Parkinson (334,395—
397). Porém, como mencionado anteriormente, apesar de alguns estudos indicarem
a correlacdo positiva entre o alelo APOE-E4 e o glaucoma (353,381,393), outros
demonstraram um efeito protetor deste mesmo alelo (311). Este aparente paradoxo
reflete quao abstrusa ainda é a compreensdo da totalidade de fatores genéticos,
interagindo com os ambientais, que fazem, em determinada populacdo, um mesmo
alelo ser de risco ou de protecdo para uma mesma doenca.

O presente estudo é o primeiro a indicar que portadores do alelo APOE-E2,
especialmente os portadores de genoétipo E2-E3, possuem maior risco para
desenvolvimento do GPAA. A variante APOE-E2 ja foi descrita como sendo de risco
para algumas doencas metabodlicas e neurolégicas (398-405), o que fornece
subsidios para explicar a possivel correlagcéo entre o alelo APOE-E2 e 0 GPAA.

Estudos tipo GWAS destacaram a participacdo de diversas variantes
comuns, com uma diversidade de mecanismos bioldgicos envolvidos, influenciando a
fisiopatologia do diabetes mellitus tipo-2 (406,407). Santos-Ferreira e col. (404)
conduziram um estudo com 436 pacientes portugueses seguidos por um tempo médio
de 15 anos e identificaram uma incidéncia de diabetes mellitus tipo-2 duas vezes maior
nos portadores APOE-E2 comparados aos homozigotos E3 (OR=1,8, IC 95%: 1,1-2,9,
p=0,03) (404). Similarmente, Gonzalez-Aldaco e col. (398) demonstraram que o alelo
APOE-E2 foi associado a resisténcia insulinica anormal, e a maior risco de diabetes
mellitus tipo-2, em uma populacédo do oeste mexicano. Neste estudo, ha comparagao
entre pacientes diabéticos versus ndo-diabéticos, o gendtipo E2-E3 ou o alelo APOE-
E2 conferiram um maior risco de diabetes mellitus tipo-2 (OR ajustado=2,36, IC
95%:1,28-4,34, p=0,006, e OR ajustado=2,1, IC 95%:1,20-3,79, p=0,009,
respectivamente) (398). Por sua vez, ha varias evidéncias na literatura indicando uma
associacao entre o GPAA e a diabetes tipo-2 (408—416). Em uma metanalise incluindo
2.981.342 individuos provenientes de 16 paises, Zhao e col. (410) concluiram que o
risco relativo para glaucoma, comparando pacientes diabéticos aos nao-diabéticos, foi
de 1,48 (IC 95%:1,29-1,71), risco este que cresceu 5% (IC 95%:1%-9%) a cada ano
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apos o diagndstico de diabetes. Varios mecanismos fisiopatolégicos comuns foram
postulados como participantes de uma possivel ligacdo entre o glaucoma e a
retinopatia diabética. A hiperglicemia no diabetes esta associada ao fenbmeno de
glicacéo dos lipides e alteragdes no metabolismo lipidico, 0 que pode induzir a um
aumento de estresse oxidativo e promover a apoptose celular, 0 mesmo mecanismo
pelo qual ocorre a morte das CGRs no glaucoma (417-426). Outras vias que podem
explicar uma associacao entre diabetes e glaucoma incluem: (a) disfuncéo das células
gliais e diminuicdo do transporte axonal retrogrado (417); (b) desregulagéo vascular e
regulacéo positiva do 6xido nitrico (427,428); (c) diminuicdo da liberacdo de fatores
neurotroficos secundaria a anormalidades no transporte axonal (429-431); e (d)
apoptose das CGRs e afinamento da camada de fibras nervosas (432-434). Portanto,
€ possivel supor que os portadores APOE-E2 poderiam desencadear alteracdes
metabdlicas que induzissem tanto ao desenvolvimento de diabetes tipo-2 como de
GPAA em individuos suscetiveis.

Estudos demonstraram que os portadores APOE-E2 podem apresentar um
risco aumentado de instabilidade vascular e para o fendbmeno hemorragico. Biffi e col.
(435) conduziram um estudo de associa¢ao genética em grande escala contabilizando
2189 casos de hemorragia intracerebral e 4041 controles provenientes de sete
diferentes coortes. A metanalise, realizada através do modelo de efeito aleatorio,
demonstrou que os alelos APOE-E2 e APOE-E4 foram associados a hemorragia
intracerebral lobar, com niveis de significancia significativos (OR=1.82, IC 95%:1.50-
2.23, p= 6.6 x 101%; e OR=2.20, IC 95%: 1.85-2.63, p= 2,4 x 1011, respectivamente).
O alelo APOE-E4 também foi associado a um risco aumentado para hemorragia
intracerebral profunda (OR=1.21, IC 95%: 1,08-1,36, p=10%) (435). O mecanismo
através do qual a APOE afeta a ocorréncia de hemorragia intracerebral ndo foi ainda
elucidado. Contudo, algumas hipéteses foram defendidas sugerindo que tanto a
variante APOE-E4 como a APOE-E2 causam alteragdes no metabolismo lipidico: a
APOE-E2 fazendo com que os vasos carregados de amildide desencadeiem a
vasculopatia que culmina em sua ruptura; e a APOE-E4 aumentando expressivamente
a deposicéo de amildide (436). Pawlikovska e col. (437) demonstraram que individuos
norte-americanos portadores do alelo APOE-E2 com malformagao arteriovenosa
cerebral apresentaram um risco cinco vezes maior de um novo episodio de hemorragia
intracraniana, (Hazard ratio=5,09, 1C95%: 1,46-17,7, p=0,010) (437). Achrol e col.
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(438) demonstraram que o risco de hemorragia intracraniana em pacientes apos o
tratamento inicial de malformacao arteriovenosa cerebral (embolizacao, resseccéo da
malformacé&o arteriovenosa, radio-cirurgia, ou qualquer combinacéo destes) também
foi aumentado em portadores do alelo APOE-E2 (Hazard ratio=3,2; 1C95%: 1,0-0,7,
p=0,042), o que sugere uma maior instabilidade vascular nestes pacientes. Por sua
vez, a instabilidade vascular € também aventada como um mecanismo potencialmente
envolvido na patogénese do glaucoma, especialmente por conferir vulnerabilidade as
CGRs (439). Ademais, a hemorragia no disco Optico é considerada um dos mais
relevantes fatores de risco para o desenvolvimento (440) e progressao do glaucoma
(441). Desse modo, poderia existir um elo entre a inducdo de instabilidade vascular
provocada pela APOE-E2 e a suscetibilidade para a ocorréncia de fenémenos
hemorragicos no disco Optico (442).

Algumas doencas neurolégicas, como as tauopatias, que sao
caracterizadas por um processo neurodegenerativo devido a deposicdo de proteina
tau anormal no cérebro (443) sdo mais prevalentes em individuos portadores do
gendtipo E2-E2 (405). Recentemente, Charidimou e col. (444) realizaram uma
metanalise com o intuito de definir os polimorfismos do APOE relacionados a siderose
cortical superficial (cSS), que € um biomarcador amplamente utilizado para o
estadiamento da angiopatia amiléide cerebral. Os resultados demonstraram um risco
significativamente aumentado de ¢SS nos gendtipos APOE-E2 (OR=2,42, IC 95%:
1,48-3,95), especialmente nos gendtipos E2-E2 e o E2-E4, que parecem ser 0s mais
consistentemente associados com a presenca e severidade de cSS (444).

Tanto as variantes APOE-E4 como a APOE-E2 podem ter efeitos diretos
no metabolismo do tecido neural (445-447), e em outros 0Orgaos (448-450).
Entretanto, os estudos especificamente desenhados para avaliar as funcdes
primordiais da proteina APOE2, como seu efeito na integridade sinptica, acéo
antioxidante e especificidade com receptores sdo ainda escassos, havendo um
namero muito maior de publicacdes focadas nos portadores da variante APOE-E4,
justamente pela sua conhecida associacdo com doencas neurolégicas como
Alzheimer, Parkinson, e acidente vascular cerebral isquémico (332). Porém, é
pertinente pontuar que a participacdo em eventos neurodegenerativos ndo € exclusiva
a portadores do APOE-E4 (451), e ambos APOE-E2 e APOE-E4 poderiam influenciar
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0S mecanismos biologicos que levam a degeneracdo do nervo éptico em pacientes
glaucomatosos.

A DMRI é a doenca ocular onde a associacdo com os polimorfismos do
APOE tem sido melhor demonstrada. A maior parte dos estudos publicados indicaram
que o alelo APOE-E4 exerce um papel protetor na DMRI, enquanto o alelo APOE-E2
€ considerado um fator de risco para o desenvolvimento da doenca por alguns autores
(271,275,452). Alguns estudos sugerem que os portadores do APOE-E2 promovem
um incremento de VEGF (vascular endothelial growth factor) na retina, o que por sua
vez estimula o desenvolvimento da DMRI neovascular (453—-455). Varias citocinas
inflamatérias, dentre elas a b-FGF (basic Fibroblast growth factor), VEGF, e a PDGF-
BB (platelet-derived growth factor-BB), sdo super-reguladas significativamente apds
inducdo com APOE2, através da ativacdo da via MAPK (mitogen-activated protein
kinase), processo que afeta a suscetibilidade ao desenvolvimento da DMRI
neovascular (456). Assim, a APOE2 sérica tem sido indicada como um possivel
biomarcador para a DMRI neovascular precoce (456). Nosso grupo recentemente
concluiu um estudo caso-controle incluindo 963 individuos brasileiros, que confirmou
o papel protetor da variante APOE-E4 no desenvolvimento da DMRI (Viturino e col.;
dados néo publicados). Como h& uma associagéo provavel entre os polimorfismos do
APOE e a DMRI, decidiu-se pela exclusdo de todos os portadores de DMRI na selecéo
dos individuos (grupos caso e controle) que fizeram parte da amostra do presente
estudo.

Ha varios pontos relevantes que exaltam a importancia do atual estudo: (a)
mesmo tratando-se de um estudo unicéntrico, o nimero de individuos envolvidos foi
significativo (n=803), ficando numericamente atras apenas de um estudo multicéntrico
recentemente publicado por Margeta e col. (311) (n=4382), que utilizaram dados
provenientes do consércio NEIGHBOR (311,457) (Quadro 3); (b) trata-se do primeiro
estudo que estabeleceu uma associacéo de risco entre o gene APOE e o GPAA em
uma populacdo brasileira. Considerando-se a alta diversidade e caracteristicas
especificas de nossa populacdo, inaugurar uma investigacdo nesta tematica pode
estimular a complementacdo dos resultados por nés obtidos em outras partes de
Nosso pais, que possui dimensdes continentais e, consequentemente, uma ampla

diversidade genética.



Quadro 3 - Estudos que investigaram a relacao
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das variantes do gene APOE com

glaucoma
Autoria, ano Pais Etnia Espaco amostral
(casos/controles)
Occhiutto, 2021 (387) Brasil Mista 402/401
Margeta, 2020 (311) Estados Unidos da Mista 2120/2262
America

Saglar, 2009 (382) Turquia Caucasiana 75/119
Jia, 2009 (307) China Asiatica 176/200
géDl?bbagh, 2009 Arabia Saudita Caucasiana 60/130
Hu, 2007 (458) China Asiética 142/77
Zetterberg, 2007 (309) Estbnia Caucasiana 242/187
Yuan, 2007 (304) China Asiética 36/57
Lam, 2006 (306) China Asiética 400/300
Mabuchi, 2005 (302) Japéao Asiética 310/179
Ressiniotis, 2004 (308) Reino Unido Caucasiana 137/75
Lake, 2004 (310) Reino Unido Caucasiana 155/349
Jinemann, 2004 (303) Alemanha Caucasiana 96/32
Vickers, 2002 (301) Austrdlia Caucasiana 142/51

Como limitacBes deste estudo pode-se listar: (a) na selecdo dos individuos
participantes desta pesquisa, foram excluidos os portadores de DMRI e doencas
neurodegenerativas devido a associacao positiva ja descrita entre os polimorfismos
do gene APOE e estas doengas, mas nao excluidas outras patologias sistémicas que
podem guardar relacdo com este gene, como a aterosclerose (459) e algumas
doencas renais raras, como a glomerulopatia lipoprotéica (460); (b) a estratégia
utilizada neste estudo foi a obtencdo de uma amostragem por conveniéncia clinica,
uma vez preenchidos os critérios de inclusdo e exclusdo, e ndo um estudo
populacional, o que permitiria uma maior generalizagdo dos resultados. Porém, como
atenuante, os dois SNPs analisados estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg tanto
No grupo caso como no controle, e as frequéncias alélicas encontradas concordaram
com o porcentual descrito na literatura mundial e na maior parte dos estudos
brasileiros; (c) embora o espaco amostral tenha sido relevante para um estudo
unicéntrico, contabilizando 803 individuos, comparado aos outros 12 estudos
publicados que investigaram a associagao entre os polimorfismos do APOE e o0 GPAA
(311,392,393) um maior numero de individuos provenientes de diferentes regides
geograficas é necessario para confirmar os achados de estudos especificos para um
gene-candidato, especialmente quando algumas variantes genéticas séo raras; (d) o
namero reduzido de individuos homozigotos E2-E2 impediu o calculo para determinar

se este gendtipo produziria um risco adicional comparativamente aos heterozigotos
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E2-E3; (e) ndo foram analisadas, neste estudo, as possiveis interacdes gene-gene
com outras variantes genéticas ja descritas como indutoras de risco para o0
desenvolvimento do GPAA, mas a avaliacdo poligénica ndo fazia parte do escopo
deste estudo. Entretanto, a investigacao simultdnea de multiplos genes de risco para
0 GPAA podera ser realizada em estudos futuros (461).

A compreensao dos polimorfismos do gene APOE relacionados ao risco de
desenvolvimento do GPAA em distintas populacdes, especialmente em uma
populacdo geneticamente tdo diversa como a brasileira, reveste-se de substancial
importancia. Acredita-se que o melhor entendimento da influéncia genética das
variantes do APOE na instalacdo e/ou progressado do GPAA, e de suas implicacdes
fisiopatoldgicas, podera propiciar a obtencdo de meios para a criacdo de novos alvos

diagnésticos e terapéuticos.
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6. CONCLUSOES

A frequéncia alélica do gene APOE encontrada nesta amostra da
populacao brasileira foi de 7,34% para o alelo APOE-E2, 80,88% para o alelo APOE-
E3 e 11,76% para o alelo APOE-E4

Os resultados deste estudo sugerem que os individuos portadores do alelo
APOE E2, especialmente os portadores do genoétipo E2-E3, possuem um maior risco
de desenvolvimento de GPAA, nesta amostra da populacéo brasileira.

Os dados encontrados neste estudo permitiram inferir que a necessidade
de realizagcdo de um procedimento cirdrgico antiglaucomatoso, ou o numero de
cirurgias antiglaucomatosas efetuado, ndo foram diferentes entre os portadores das

variantes E2 ou E4, assim como entre 0os genaotipos do gene APOE avaliados.
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ABSTRACT

Background: Primary open-angle glaucoma (POAG) is a multifactorial diszase that affects 65.5 million
people worldwide. In addition to the genetic variants already established as indicators of greater risk for
POAG, the apalipoprotein (APOE) gene has been studied in some populations, with controversial results.
The aim of this study is to investigate the frequency of the genetic variants of APOE in the Brazilan  ypywonps

population, and to evaluate the association between these polymorphisms and the risk of POAG. Apalipoproteins £ 429358,
Methods: APOE variants (rs429358; rs7412) were genotyped in 402 POAG patients and 401 controls. We 7417

evaluated the association between APOE genetic variants and the risk for POAG, as well as the correlation

between the requirement of glavcoma surgery and the APOE polymorphisms.

Results: Among the three APOE gene isoforms, we found a low frequency of APGE alleles £2 (7.34%) and

=4 (11.76%), but a high frequency of £3 (80.88%) in our population. When compared to £3e3 reference

genatype, £2 allele-carriers (OR = 1.516; p-value = 0.04) and £2£3 genotype (OR = 1.655; p-value = 0.02)

were associated with a greater risk for POAG. An additive genetic model confirmed the influence of the &2

allele in the risk of POAG in this sample of the Brazilian population (OR = 1.502; p-value = 0.04). There was

no significant association between the analyzed genotypes and the requirement or number of glaucoma

surgeries (p > .05L

Conclusion: Brazilian individuals carmying the APOEE2 allele may be at an increased risk for the develop-
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ment of POAG.

Introduction

Glaucoma is an optic neuropathy of multifactorial etiology,
caused by the interaction of genetic, environmental and sys-
temic factors (1), characterized by the gradual loss of optic
nerve axons and retinal ganglion cells, resulting in progressive
visual field defects (2-4). It is the leading cause of irreversible
blindness in the world, with 80 million individuals estimated to
become blind by 2020 (5), and 111.8 million in 2040 (6).
Seventy-five to 90% of glaucoma cases have primary open-
angle glaucoma (POAG) phenotypes (5-7).

Despite recent findings revealed by linkage analyses and
genome-wide association studies (GWAS), 90% of POAG can-
not be penetically explained (2,8). Complex diseases such as
rheumatoid arthritis, diabetes, and glaucoma are likely to be
influenced by several interacting loci (9-11). Case-control stu-
dies with large cohorts using high-density markers such as
single nucleotide polymorphisms are still one of the most
effective approaches currently available for the evaluation of
quantitative genetics for disease traits (12)

The familial nature of POAG has been reported ina number
of studies (13-15), and glaucoma-linked genetic elements, such
as MYOC, OFTN, WDR36, ABCAL CAVI, CDENIB-ASI,
FOXCI, SIX6, and TMCO! have been identified (2).

However, there are other genetic variants that have been asso-
ciated with POAG in specific ethnic groups (16), including the
Apolipoprotein E (APOE) gene (17,18), which has been impli-
cated as a contributor gene to the pathogenesis of this complex
disease (19,20).

APOE is 2 299-amino acid protein that works as a key
regulator of plasma lipid levels and is a ligand for low-density
lipoprotein receptors (21,22). Human APOE exists as three
major codominant isoforms (E2, E3, and E4) (23), encoded
by three alleles (22, €3, e4) in a single gene located in chromo-
some 19q13.2 (24). The three isoforms are the result of two
non-synonymous single-nucleotide polymorphisms (SNPs),
rs429358 and rs7412, located in exon 4 of the APOE gene
(25). The genetic variants £2, £3, and £4 are haplotypes of the
APOE gene, engendered by the combination of each allele from
the two referred SNPs at the APOE locus (26).

The most prevalent isoform e3 has a cysteine in position 112
and an arginine residue in position 15%; isoform E4 has two
arginine residues, and the least common isoform E2 has two
cysteine residues (27). Thus, since the APOE gene locus is
polymorphic, six possible genotypes are formed by the combi-
nation of the three alleles: three homozygous (APO-e2/e2, £3/
£3, and £4/e4), and three heterozygous (APO-£2/e3, e3/e4, and
£2/e4) (28-30). Even though €3 is the most common allele and
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APOE £3/e3 is the most common genotype, the frequency of
the alleles and penotypes differ among distinct populations
(31-38).

APOE is a primary lipid transporter found in the brain,
where it plays an essential role in the maintenance and repair
of newrons, neuronal signaling and plucose metabolism (39).
Individuals who carry the APOe4 have been associated with
a variety of neurodegenerative diseases (such as Altheimer's
disease) (40). higher mortality after acute cerebral ischaemia
{41), and poor outcome following traumatic head injury
{42.43). In the living rabbit, APOE has been demonstrated to
be synthesized by Maller cells, the predominant glial cell of the
reting, and transferred after secretion into the vitreous (44).
APOE is then absorbed by the retinal ganglion cells and trans-
ported into the optic nerve as an intact molecule. The presence
of APOE in retinal ganglion cells, along with evidence indicat-
ing that direct and transsynaptic anterograde axonal degenera-
tion occurs in glincomatous eyes (45), has led to the hypothesis
that APOE variants could be related to neuronal damage (17).
However, the association between APOE and POAG is con-
troversial, with some studies demonstrating a positive associa-
tion (17,18,46-49), while others did not confirm such results
(50-53).

The genetic profile of the Brazilian population is highly
heterogeneous, resulting from more than five centuries of
admixture among native American-Indians, Europeans and
Africans (54,55). Moreover, Brazil is a country of continental
dimensions, and each of its regions underwent distinct admix-
ture dynamics, making every local population unigue in terms
of genetic ancestry (54). The association between APOE gene
variants and POAG has not been evaluated in Brazilian indi-
viduals. Therefore, we conducted this study to investigate the
frequency of the genetic variants of APOE in a sample of the
Brazilian population, and to evaluate the association between
these polymorphisms and the risk of POAG.

Methods

This study was conducted in adherence to the ethical tenets of
the last revised Declaration of Helsinki (2000). The study was
approved by the Research Ethics Committee of the Faculty of
Medical Sciences, University of Campinas. Informed consent
was obtained from each study subject after detailed explanation
of the purpose of this investigation.

A total of 402 unrelated Brazilian patients with POAG were
recruited from the Glaucoma Service of the University of
Campinas, where a complete ophthalmological evaluation
was carried out. As control subjects, 401 unrelated Brazilian
individuals, with no family or personal history of glauwcoma
were recruited from the same hospital. All participants from
both groups aged above 40 years.

All the affected and control subjects underwent an inter-
view and chart review to identify personal or family history
of glaucoma and/or blindness. All patients diagnosed with
POAG had an open angle at gonioscopy and fulfilled 3 of
the following criteria: (i) 10P > 21 mmHg; (i} typical
glaucomatous optic disc, defined when at least two of the
following characteristics were present: cup-to-disk ratio
(CDR) > 0.7, CDR asymmetry =02, thinning of the

neuroretinal rim, optic disc hemorrhage, or optic disc
notch; (iiid typical glaucomatous visual field defects
observed with automated achromatic threshold perimetry
using the 30-2 or 24-2 programs of the Humphrey Field
Analyzer (Humphrey Instruments, San Leandro, CA) and
defined as a pattern standard deviation outside the 95%
normal limits or a plaucoma hemifield test outside the
99% limits; (iv) retinal nerve fiber layer (RNFL) andfor
ganglion cell complex abnormalities detected on optical
coherence  tomography {(OCT) (Spectralis®.  Heidelberg
Engineering Inc., Franklin, MA). Patients with secondary
glancomas, developmental glaucomas, high myopia (<-6.00
spherical diopters), fundoscopic changes compatible with
age-related macular degeneration (AMD), severe non-
proliferative or proliferative diabetic retinopathy were
excluded. Patients with other optic neuropathies, neurologic
disorders, neurodegenerative diseases or any ocular or sys-
temic disease that could affect the visual field, or the optic
nerve were also excluded.

The control group consisted of individuals who attended the
ophthalmology clinic for routine ophthalmic examination,
medical staff and wnrelated patient companions. All control
subjects had a normal ophthalmologic exam, with 10Ps lower
than 16 mmHg, CDR < 0.4, no fundoscopic changes compa-
tible with AMD, and no family history of glaucoma or blind-
ness of unknown origin.

We evaluated the requirement for glaucoma surgery among
the patients. The indication for surgery was left at the discre-
tion of glaucoma specialists, but in general reflected cases in
which there was uncontrolled I0P or glaucoma progression
under maximum tolerated medication.

DNA extraction and genotyping

Genomic DNA was extracted from four milliliters of peripheral
blood using the phenolichloroform method (56). The primers
amplified a region of 400 bp that spans both APOE variant
sites, as reported by Wenham et al. {57).

PCR was performed using the following reagents: 0.25 pl of
each primer 20 pmol/pl, comprising variants rs428358 and
57412 of the APOE gene (direct sequence &
TCCAAGGAGCTGCAGGCGGCGCA 3 and  reverse: 5
'GLCOCGGCCTGGTACACTGOCA 37, 2.5 pl of 10X enzyme
buffer (10X Buffer: 20 mM Tris-HCl, pH 84. 50 mM KCl,
0L01% elatin), 1.5 pL of 50 u MgCly, 0.5 ul. of 10% DMSO,
0.5 pL. of the 10 mM nudeotide mixture (dATP, dCTP, dTTP,
dGTP), and 0.1 pl of Tag DNA polymerase 10 U/pl (Invitrogen
Life Technologies, Gaithersburg, MD, USA), added to 1 pl of
50 ng/ul genomic DNA. The final volume was completed with
ultrapure water to reach 25 pl.

Amplification conditions were initial denaturation at 95°C
for 5:00 min, followed by 35 cycles of DNA denaturation at 95°
C for 1 minute, annealing temperature at 58°C for 1:30 minutes,
and extension at 72°C for 1:30 min, ending with additional
extension at 72°C for 7 minutes. All purified fragments were
subjected to direct sequencing with BigDye Terminator Cycle
Sequencing Kit v3.1* (Applied Biosystems Inc., Foster City,
CA, USA) and submitted to electrophoresis in the ABI 3530
DMA  Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA).
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FinchTV software (Geospiza, Seattle, WA) was used to confirm
the presence or absence of the SNPs.

Statistical analysis

The SAS (Statistical Analysis System) for Windows release 9.4
(SAS Institute Inc. Cary, NC, USA), and R-software for
Statistical Computing (R version 4.0.0 from https:/fwww.r-pro
ject.org) were used for statistical analysis.

Hardy-Weinberg equilibrium was tested using the chi-
square goodness-of-fit test. In order to analyze the association
between APOE variants and the phenotype, we employed uni-
variate logistic regression, with gender, alleles and genotypes as
independent variables.

Since E3 is the most common isoform (27,58), €3 allele and
£3/e3 genotype were assipned as reference categories in the
present study. The 2 carriers were defined as individuals
with the £2/e2, £2/e3 or e2/ed genotypes. The ed4 carriers
included patients with the e3/ed, £2/e4 or e4/e4 genotypes.
We estimated the risk of POAG among €2 carriers and e4
carriers versus the £3/g3 genotype. We also performed genoty-
pic analysis, comparing the frequency of all genotypes with the
reference genotype {£3/23). Lastly, we performed an additive
genetic model of all carriers of the £2 allele (22224 £2234 £2e4)
versus all non-carriers of the £2 allele (23234 eleds eded).
Logistic regression analysis was employed in the above-
mentioned comparisons.

We also investigated whether the requirement and the
number of glaucoma surgeries were related to the genetic
variants using the chi-square goodness-of-fit and Mann-
Whitney tests, respectively.

Statistical significance was defined as a p-value < 0.05, and it
was adjusted for age.

Results
Demographic data

Four hundred and two POAG patients and 401 controls were
recruited in this case-control study. Among POAG patients,
219 (54.5%) were males, whereas 199 (49.6%) were males in the
control group (p = .169). In the affected group, the mean age
was 6848 + 11.20 years (ranging from 40 to 92 years), whereas
in the control group the mean ape was 65.08 + 11.13 years
{ranging from 40 to 89 years). Since patients were significantly
older than controls (p < 0001), we decided to adjust for age in
all our analyses.

Association of APOE variants with POAG

Frequencies of APOE genotypes followed Hardy-Weinberg
equilibrium in case and control groups. Tables 1 and 2 show

Table 1. Frequency of APOE alleles In POAG patients and comntrols.

APOE Alledes POAG patients (n, %) Controls (n, %)
2 69 [B58) 43 {6.11)
3 43 (F9.57) 656 (B1.79)
4 93 (11.44] 57 (12.08)
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Tabde 2. Fraguency of APOE genctypes In POAG patients and controls.

APOE Genotypes POAG patients (n, %) Controls (n, %)
o2 1 {025) 1 [0.25)
23 64 (1592) 41 (10.23)
I 3 {075y & (1.50)

3 3 254 [63.18] 267 56.58)
3 4 71 {17.66) 81 (20.200
4 4 91249 5(1.25)

Table 3. Companison of APOE frequencies between affected Individuals
and controls (adjusted for age), through univariate logistic regression analyses.

Odds  Confidence Imbarval
Ganotype comparkson ratio G508 p-value
£2 camiers (EX'E2+ ELEI+ EXES) v 1516 1.005-2.302 0048
£353
£4 camiers (E3'4+ E4E4+ EXES) v 0987 0.698-1.395 0944
£353
EXEF v ERES 1455 1.077-2.568 003z
£2'e4 v EXES 0557 0.123-2.323 0474
£3/e4 vi EXES 0953 0.660-1.374 07595
eHEd vi EES 2202 0.745-7.298 0165
(EX'E2+ E2/EI+ EX'EH) WS (ED'EF+ EF/ 1502 1.006-2.258 0047
4+ £ Ed
EXED was excludad from the genotyplc comparkon with £3/e3 due io

their low faguency In owr sample (one £2/£2 In aach group)

Tabdle 4. Raguirement of glaucoma surgery among different APCE varlant camers.

Nosurgery [n - Glaucoma surgary performed

APOE Genotype %] [ [9]
€2 camers (E2E2 + £2/£3 29 [46.78) 33 (53.27)

+ £2/g4])
Ee3 116 [47.54) 128 [52.45)
£4 camers (E3/e4 + ed/sd 31 (38.735) 49 [£1.25)

+ £2/g4])

p-value: 0.383

the allelic and genotypic frequencies of the APOE polymorph-
isms in POAG patients and controls.

The results of the logistic regression analyses comparing the
frequencies of £2-carriers and =4 carriers and the different
genotypes versus homozygote £3, as well as the additive genetic
model, are shown in Table 3.

After adjusting for age, we observed that £2-carriers had
2 higher risk of developing POAG than £3/e3 individuals
(OR = 1.516; p-value = 0.048). Furthermore, £2¢3 individuals
showed a higher risk for POAG than e3/e3 individuals
(OR = 1.655; p-value = 0.022). Finally, a significant association
was found in the additive genetic model, which confirmed the
influence of the £2 allele on the risk of POAG (OR = 1.502;
p-value = 0.047).

We also evaluated the relationship between different APOE
allele carriers and the reguirement of glaucoma surgery.
Among the 402 POAG patients, 383 (95.27%) were analyzed
with respect to surgical treatment, since 19 patients had insuf-
ficient information/follow-up. Table 4 demonstrates that the
requirement of glaucoma surgery was similar between £2 car-
riers, £4 carriers and individuals with the £3/e3 genotype
(p-value = 0.383). Table 5 shows the mean number of glaucoma
surgeries among different APOE allele carriers. The mean
number of glavcoma surgeries did not differ between £2 car-
riers, £4 carriers and individuals with the e3/r3genotype
(p-value = 0.3500.
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Table 5. Genotypic comparisons between oparated patients with the number of
antiglsucomatous sungeries performed.

APOE genotypa n  Mean Madian 50 Mn Max
E2 carrlers (£2/e2 + E2/E3+ e2Ed) 62 079 100 OES OO0 300
E3E3 44 075 100 0E7 000 300
e4 carrlers (E3e4 + E4'E4 + E2'e4] B0 091 100 0B6 000 300
p-value: 0.350
Discussion

In order to evaluate the effect of the genetic variants of the
APOE gene in relation to the development of POAG, we con-
ducted this case-control study in a cohort of 803 individuals
from Southeast Brazil. To our knowledge, this is the first report
to investigate the association between POAG and APOE
genetic variants in a Brazilian population.

We have ohserved low frequencies of the APOE e2 (7.34%)
and £4 (11.76%) alleles, but a high frequency (80.88%) of £3.
Similar distributions of APOE alleles were reported in the
Brazilian (59-61) and other populations around the world.
These studies demonstrated allele frequency that ranged from
0 to 12% for €2, 75 to %0% for £3, and 6 to 20% for £4 alleles
(34,38,62.63).

Environmental conditions and lifestyle characteristics of
a given population may influence their APOE genotypic fre-
quency. In fact, APOE £3 is the most frequent allele in all
populations, notably in those with a long-established agricul-
tural ecomomy, such as East Asia (82-87%) or the
Mediterranean (85-90%). On the other hand, the frequency
of APOE g4, the ancestral allele identified as the ‘thrifty’ one,
remains higher in populations where the food supply is {or was
until the recent past) sporadically obtainable or qualitatively
poor, or where an economy of foraging still exists, such as the
Pygmies (41%), Khoi San (37%), Aborigines of Australia (26%)
and Malaysia (24%), Papuans (37%), some Mative Americans
{28%), and Lapps (31%) (38). The exception is APOE £2, whose
frequencies fluctuate between 2 and 14%. APO €2 is absent in
Mative Americans and Aborigines of Australia, but reaches its
highest frequency among the Papuans (14%) (38). Hence, the
existence of regional differences in the frequencies of APOE
genotypes clearly justifies the necessity to perform genetic
studies in different geographic areas, including the Brazilian
population.

Our findings revealed significant differences in the fre-
quencies of e carriers between POAG patients and the
control  group  (e2-carriers ws £33 OR = 151&
p-value = 0.048). This association was confirmed when we
compared the genotype £2-g3 vs £3-£3 (OR = L1655
p-value = 0.022) and when all £2 carriers were compared
with non-carriers (OR = 1.502; p-value = 0.047). Hence,
different analyses indicate that the inheritance of the £2 allele
may be a risk factor for the development of POAG in this
sample of the Brazilian population.

In this study, we also investigated the rates of glaucoma
surgery among the different APOE genotypes, attempting to
evaluate the apgressiveness of the glaucoma in each group.
However, our findings showed that neither the requirement
of surgery (p-value = 0.383) nor the number of surgeries
{p-value = 0.350) were different between genotypes.
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Several case-control studies have investigated the role of
APOE gene variants in the development of POAG, but their
results were incondusive or conflicting. Mabuchi et al. (18)
showed that the frequencies of APOE £2 and =4 alleles in
Japanese POAG patients were less frequent than in control
subjects (pr = .048), supgesting a reduction in disease risk with
the £2 and =4 alleles. A similar result was reported by Margeta
et al. (64), who identified that APOE £4 allele is associated with
a reduced risk of POAG in a large cohort. In contrast, other
studies found no significant differences between the frequen-
cies of APOE £2 and £4 alleles in POAG patients and controls
(50,51,65). On the other hand, Al-Dabbagh et al. (66) reported
a significantly higher frequency of the =4 allele in POAG
patients than controls in Saudis (p = .034), a finding that was
confirmed by Yuan et al. (47) in the Chinese population.

There are two reports suggesting a positive association
between APOE =2 and glaucoma- Janemann et al. (46) showed
that German individwals carrying the £2 allde had
a significantly higher mean intraocular pressure during a 24-
howr diurnal curve than controls. Chiras et al. (67) reported
a higher frequency of the €2 allele in POAG Greek patients
(19%) relative to the controls (5%; p = .012), which led to an
increased risk of developing POAG in £2 carriers (OR = 4.35,
95% CI = 1.28-14.72).

In addition to case-control studies, some meta-analyses sug-
gested an association between certain types of APOE variants
and POAG. Liao et al. and Wang et al. for example, reported
that the e4/e4 genotype was associated with elevated risk for
POAG in Asians (20,68). However, other meta-analyses indi-
cated that none of the APOE variants was associated with POAG
susceptibility (69,70). The diversity of results may be attributed
to the broad ethnic specificities of different groups throughout
the world, as well as to multiple susceptibility genes and envir-
onmental factors, which may independently or interactively
influence the pathopenesis of POAG.

An increased incidence of e4 carriers among patients with
neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s disease (AD)
and Parkinson's disease established the theoretical basis to
justify a possible etiopathogenic correlation between =4 carriers
and glauncoma (71-73).

The present study is the first to indicate that APOEs2
carriers, especially those with =23 genotype, are at greater
risk for the development of POAG. The association
between APOFEs2 and some metabolic and neurological
diseases may help explain the possible etiopathogenic cor-
relation between the risk of developing glavcoma and the
APOEe2 allele.

GWAS studies have placed APOE as a novel type 2 diabetes
susceptibility locus (74,75). Recently, Santos-Ferreira et al. (76)
suggested a two-fold increase in type 2 dizbetes mellitus inci-
dence in APOFs2 carriers. There is enough evidence in the
literature demonstrating an association between POAG and
type 2 diabetes (77-85). Song et al. (86) reported that the
occurrence of diabetes mellitus and uncontrolled glucose
serum levels are associated with increased intraccular pres-
sure — the primary risk factor for glaucoma optic neuropathy.
Therefore, we can hypothesize that APOe2 carriers may trigger
metabolic changes that induce the occurrence of both diabetes
and POAG in susceptible patients.



APOE genetic variations have also been shown to increase
vascular instability and the risk of hemorrhagic phenomena.
Achrol et al. (87} demonstrated a positive association between
£2 genotype and the risk of intracranial hemorrhage after brain
arteriovenous malformation treatment in a longitudinal study
(3.2-fold risk in APO2 carriers), indicating an increased vas-
cular instability and a higher risk of hemorrhagic phenomena.
Recently, vascular instability has been proposed as a potential
mechanism involved in retinal ganglion cell vilnerability in
glaucoma (88). Furthermore, APOe2-induced vascular instabil-
ity may also be associated with an increased risk for optic disc
hemorrhages, a well-known risk factor for glaucoma
progression.

Some neurological disorders, such as tavopathy, caused by
the aggregation of tau protein into gliofibrillary or neurofibril-
lary tangles in the human brain tissue (89), are more prevalent
in individuals carrying the APOE £2/e2 genotype (90). Both e4
and &2 have direct effects on neural tissue (91-93), and other
organs (94-96). However, studies evaluating the key functions
of APOe2, such as its effect on receptor affinities, synaptic
integrity, antioxidant activity and participation on metabolism
are scarce. Hence, participation in neurodegenerative events is
not exclusive to APOe4 carriers (97), and both APOe2 and
APOe4 could potentially influence the optic nerve degenerative
events that occur in glancoma patients.

Degenerative eye diseases such as AMD are also associated
with the APOE gene. In fact, Xiying et al. (98) recently pub-
lished a large meta-analysis including 13842 cases and 38647
controls, which revezled that =4 exerts a protective role on
AMD. Masuda et al. (95%) demonstrated that both APOe2 and
APOg3 promote retinal pathologic neovascularization. Our
group recently concluded the analysis of a 963 case-control
study of AMD Brazilian patients, which confirmed the protec-
tive role of the £4 variant in the development of AMD (unpub-
lished data). Since there is a positive association between APOE
and AMD, we decided to exclude patients with AMD from
both the glawcoma and control groups.

There are limitations of this exploratory investigation.
Although we excluded patients with AMD and neurodegen-
erative diseases due to the positive association with APOE, we
did not exclude other diseases known to be correlated with the
APOE gene, such as atherosclerosis (100) and some renal
diseases (101).

Secondly, although our sample size is the second largest
compared to the other 12 studies that investigated the associa-
tion between APOE polymorphisms and POAG (20,6470,
a larger number of individuals from different geographic
areas is desirable to confirm any finding of gene-specific can-
didate-driven studies, especially when the investigated variant
is rare. In fact, a post-hoc analysis indicated that the statistical
power of identifying the variant £2 and £2£3 genotype as risk
factors for POAG in our series were 51,4% and 66.9%, respec-
tively. Although the small number of patients carrying the £2/
£2 genotype did not allow us to determine if the £2/22 genotype
harbored any additional risk over £2/£3, our sample size of 803
individuals was sufficient to detect statistically significant dif-
ferences in the frequencies of £2 carriers between POAG
patients and the control group according to the established
criteria (p < 0,05). Moreover, three different statistical analyses
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indicate that the inheritance of the £2 allele may be a risk factor
for the development of POAG in the Brazilian population.

Finally, our study did not analyze possible gene-gene inter-
actions with other well-established glaucoma-related genes,
which might influence the association between the APOE
gene and POAG. In fact, it has been suggested that polygenic
risk scores can be useful to predict the risk of developing
glaucoma, increased risk of advanced disease and probability
of requiring surgical intervention for IOP control, as well as the
prediction of earlier age at diagnosis for POAG (102-105). This
polygenic analysis was beyond the scope of this study and will
be the subject of future investigations. However, it is
2 consensual statement that the acquaintance of multiple-risk
alleles throughout the genome might allow the identification of
subjects that are at high risk of determined disease. once
guantitative complex traits are affected by a large quantity of
loci (102).

In summary, our findings suggest that Brazilian APOFe2
allele carriers, especially those with the £2/e3 genotype, are at
increased risk for the development of POAG. The present
study highlights the importance of investigating all APOE
variants, including the APO:2 allele - unfortunately under-
represented in the current literature. Our findings need to be
replicated by further studies involving a larger number of
patients, with polygenic assessments.
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Anexo 8.3 - Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

NA
i

UNICAMP

CENTRO DE BIOLOGIA MOLECULAR E ENGENHARIA GENETICA — CBMEG
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: Aspectos genéticos de doencgas oftalmolégicas
Pesquisadora principal: Dra. Ménica Barbosa de Melo (tel: 019 3521-1143)
Numero do CAAE: 49120615.4.0000.5404

SUBPROJETO ASSOCIADO:
() Estudo de mutacdes nos genes CX46, CX50 e HSF4 em pacientes com catarata congénita

( )Analise de haplotipos da mutagdo CYS433ARG no gene MYOC associada ao glaucoma na
populacéo brasileira

( ) Aspectos genéticos do glaucoma primario de angulo fechado
( ) Analise dos genes COL8A2 E SLC4A11 em pacientes com distrofia de FUCHS

( ) Avaliagao do polimorfismo Y402H e da delecdo CFHR3/CFHR1 no gene CFH em relacéo a etiologia
da degeneracao macular relacionada a idade (DMRI) em uma amostra da populagéo brasileira

( ) Citocinas inflamatérias e associacdo com o tratamento e etiologia do glaucoma primario de angulo
aberto

( )Avaliagcdo de aspectos genéticos do glaucoma primério de angulo aberto por meio do
sequenciamento de exoma total

( ) Analise de polimorfismos de base Gnica (SNPs) na regido 10926 E SEU envolvimento na etiologia
da degeneracdo macular relacionada a idade (DMRI) em uma amostra da popula¢éo brasileira

( ) Avaliacdo de variantes genéticas na determinacéo da &rea do disco 6ptico em individuos normais e
com glaucoma na populacgéo brasileira

(X)Avaliagdo dos polimorfismos E2/ E3/ E4 no gene APOE em relacao a etiologia do glaucoma primario
de angulo aberto em uma amostra da populacéo brasileira

( ) Analise dos polimorfismos rs1410996 (gene CFH) e rs2230199 (gene C3) em relagao ao risco para
o desenvolvimento da Degeneracdo Macular Relacionada a Idade (DMRI) em uma amostra da
populacéo brasileira

( ) Analise dos polimorfismos rs9332739 (gene C2) e rs641153 (gene CFB) em relagao ao risco para o
desenvolvimento da Degeneragédo Macular Relacionada a Idade (DMRI) em uma amostra da populagao
brasileira

OBJETIVO DA PESQUISA:
Vocé esta sendo convidado (a) a participar em um projeto de pesquisa envolvendo individuos:

( ) Com catarata
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(X) Com glaucoma de &ngulo aberto
( ) Com glaucoma de angulo fechado
( ) Com degeneracé@o macular relacionada a idade

( ) Com distrofia endotelial de Fuchs

Este documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar seus direitos

como participante e é elaborado em duas vias, uma que devera ficar com vocé e outra com o
pesquisador.

Por favor, leia com atencéo e calma, aproveitando para esclarecer suas ddvidas. Se houver perguntas
antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé podera esclarecé-las com o pesquisador. Se preferir, pode
levar este Termo para casa e consultar seus familiares ou outras pessoas antes de decidir participar.
Se vocé ndo quiser participar ou retirar sua autorizacao, a qualquer momento, ndo havera nenhum tipo
de penalizacéo ou prejuizo.

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS:

Prop&e-se avaliar variantes que contribuam para a suscetibilidade a doengas oftalmoldgicas, assim
como identificar novos genes, ampliando o conhecimento sobre os processos biolégicos envolvidos.
Isso podera melhorar o diagndstico da doenca e podera levar a um melhor tratamento no futuro.

PROCEDIMENTO:

Caso concorde em participar desse estudo, os pesquisadores fardo perguntas a respeito dos meus
antecedentes médicos e familiais. Uma amostra de sangue venoso sera colhida (10 a 20 mL, o
equivalente a duas colheres de sopa). Além disso, vocé podera ser submetido (a) a:

() Exame de refragéo

( ) Biomicroscopia anterior e de fundo
() Tonometria

() Gonioscopia

() Paquimetria

() Medida de comprimento axial

() Retinografia

() Campo visual (Perimetria)

() Tomografia de coeréncia 6ptica

() Microscopia Especular

RISCO E DESCONFORTO:

Uma coleta de 10 a 20 mL de sangue venoso sera efetuada. Os riscos associados a esse procedimento
sdo minimos, podendo ocorrer dor e manchas roxas (equimoses) no local da coleta do sangue. O
desconforto serd minimo, pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da veia do bragco que sera
realizada por profissional treinado e habilitado para realizar esse procedimento. Hospitalizacdo ndo
serd necesséria. Os procedimentos mencionados acima, fazem parte dos cuidados médicos de rotina
para um (a) pacientes com doencas oftalmolégicas. Para minimizar o desconforto nos exames onde o
contato com a superficie ocular é necessario (tonometria e paquimetria) sera instilada uma gota de
colirio anestésico em cada olho antes de cada procedimento. Pode ocorrer um desconforto de curta
duracao associado a luminosidade emitida no olho durante os exames. Durante o exame de campo
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visual também podera ocorrer fadiga devido ao nivel de atencao exigido. Em caso de dano decorrente
da pesquisa, estd garantida a assisténcia integral e imediata, de forma gratuita, pelo tempo que for
necessario. Vocé também tem direito a indenizagdo em caso de danos.

SIGILO:

Vocé deve entender que toda informac&@o médica que consta em seu prontuario médico sera submetida
aos regulamentos do HC-UNICAMP referentes ao sigilo da informacdo médica, excetuando-se os
resultados dos testes genéticos decorrentes desse projeto de pesquisa. Se 0s resultados ou
informacdes fornecidas resultarem em publicacao cientifica, nenhum nome sera utilizado.

RESSARCIMENTO:

Os procedimentos serdo realizados durante as consultas de rotina ao Hospital das Clinicas da
UNICAMP. Vocé néo recebera qualquer valor em dinheiro.

BENEFICIOS:

Vocé nao obterd nenhum beneficio direto com a colaboragdo nesse estudo, seu tratamento
provavelmente ndo serda modificado, exceto nos casos em que for descoberto novo diagnéstico através
dos exames realizados. Contudo, os resultados desse estudo podem, em longo prazo, oferecer
beneficios para individuos com doencas oftalmoldgicas, possibilitando melhor diagnéstico e tratamento
adequado. E importante notar que o diagndstico pré-sintomatico ndo faz parte dessa pesquisa, mas se
vocé desejar obter orientagdo genética, ela serd oferecida no Centro de Biologia Molecular e
Engenharia Genética — CBMEG/UNICAMP, tel. (19 3521-1147).

FORNECIMENTO DE INFORMAGCAO ADICIONAL:

Entende-se que é possivel requisitar informacdes adicionais relativas ao estudo a qualquer momento.
Dra. Monica Barbosa de Melo estara disponivel para responder possiveis davidas e preocupacdes. Em
caso de recurso, denuncias, duvidas ou reclamacdes sobre o0s aspectos éticos da pesquisa, contatar a
secretaria do Comité de Etica em Pesquisa.

Contatos:

Dra. Ménica Barbosa de Melo: Tel: (19) 3521-1143, e-mail: melomb@uol.com.br, endereco: Av Candido
Rondon, 400, Cidade Univeritaria, (CBMEG-UNICAMP), Distrito de bardo Geraldo, Campinas- SP.
CEP: 13083-875.

Comité de Etica em pesquisa da UNICAMP (CEP): Tel: (19) 3521-8936, e-mail: cep@fcm.unicamp.br,
endereco: Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 126, Distrito de Bardao Geraldo , Campinas - SP. CEP:
13083-887.

RECUSA OU DESCONTINUAGAO DA PARTICIPAGAO:

A participacéo é voluntéria, vocé pode se recusar a participar ou retirar seu consentimento e interromper
a participacdo no estudo a qualquer momento (incluindo a retirada da amostra de sangue) sem
comprometer os cuidados médicos que recebe atualmente ou recebera no futuro no HC-UNICAMP. A
Dra. Mdnica Barbosa de Melo pode interromper sua participagdo nesse estudo a qualguer momento
que julgar apropriado, como quando houver fatores de exclusdo que sejam descobertos durante a
pesquisa, por exemplo, através da analise dos prontuarios.

Vocé leu e compreendeu esse termo de consentimento e esta de pleno acordo em participar desse
estudo. Logo, informa que:

() Autoriza o armazenamento do material biolégico e deseja ser consultado (a) para consentimento
em caso de uso de sua amostra em outras pesquisas.
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() NAO autoriza o armazenamento do material biologico, devendo o mesmo ser descartado apos o
encerramento de sua participacdo nessa pesquisa.

Obs: O tempo de armazenamento é de 5 anos, podendo ser prorrogado por mais 5 anos.

RESULTADOS DOS EXAMES REALIZADOS (Genéticos):
( ) Deseja ser informado (a) sobre o resultado de meus exames.

() NAO deseja ser informado (a) sobre o resultado de meus exames.

COLETA DE INFORMACOES CLINICAS (Prontuarios)
() Autoriza a utilizagdo dos dados de seus prontuarios.

() NAO autoriza a utilizagéo dos dados de seus prontuérios.

DISPONIBILIZAGAO PUBLICA DOS DADOS GENOMICOS

Com o avanco das pesquisas na area gendmica, € hoje de grande importancia compartilhar em bancos
de dados publicos os resultados de alguns testes moleculares. No compartilhamento dos dados
gendmicos é sempre assegurado que ndo havera qualquer referéncia aos identificadores das amostras,
(exemplo de identificadores: nome, filiacéo, endere¢o, nimero de registro hospitalar), mas poderéo ser
incluidas informacdes relevantes para a interpretacdo dos dados gendmicos no contexto das
pesquisas, tais como: sexo, idade, pais e regido de procedéncia, diagndstico e outras informacdes
clinicas pertinentes.

() Autoriza que os resultados dos testes gendmicos realizados no ambito deste projeto de pesquisa
sejam disponibilizados em bancos de dados publicos que poderéo ser consultados por pesquisadores
da area médica, desde que esses dados ndo sejam vinculados com identificadores da amostra.

() NAO autoriza a disponibilizaco dos resultados dos testes genéticos realizados neste projeto de
pesquisa.

Nome do (a) participante ou responsavel

Assinatura do (a) participante ou responsavel Data

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolucdo 466/2012 CNS/MS e complementares na
elaboracéo do protocolo e na obtencéo deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro,
também, ter explicado e fornecido uma via deste documento ao participante. Informo que o estudo foi
aprovado pelo CEP perante o qual o projeto foi apresentado. Comprometo-me a utilizar o material e os
dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas neste documento ou
conforme o consentimento dado pelo participante.

Assinatura do (a) pesquisador (a) ou associado Data
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Anexo 8.4 - Questionario “Fatores de risco ambientais e genéticos em GPAA”

QUESTIONARIO: FATORES DE RISCO AMBIENTAIS E GENETICOS EM GPAA
DADOS GERAIS

DATA: / /
NOME: IDADE
PRONTUARIO/HC: DN: /I

PROCEDENCIA/NASCIMENTO:CIDADE/UF:

END:
BAIRRO CEP CID/UF
TEL: CEL: RECADO

SECAO A: INFORMACOES DEMOGRAFICAS
1.SEXO: 1oF 2oM

2. Antes de vir para o Brasil, de que pais eram seus pais/avs?
1Maternos oNAO SEI
2Paternos oNAO SEI
3. De qual raga/etnia se considera? (AUTO-DECLARADO)

1oBranco 2oasiatica 3omulato/Pardo 4oNegra 5ooutro:

4. Cor da pele observada

1oBranco 2nasiatica 3omulato/Pardo 4oNegra S5ooutro:
SECAO B: ANAMNESE GERAL
ANTECEDENTES FAMILIARES

5. Hist6ria de glaucoma?

0 oNAO 1 oSIM 2opai 3umée 4oirmdos 5oavé/avd paterno(s) 6ooavé/avd materno(s)
7ooutro(s)

ANTECEDENTES PESSOAIS

6. Outras doencas oculares:

0oNAO 1ouveite OD 2ouveite OE 3uDescolamento de retina OD 40 Descolamento de retina
OE 5o pterigio OD 6o  pterigio OE 7oDMRI OD  8oDMRI OE
9ooutra(s):

7. Doencas sistémicas: 0oNAO 1HASK (sist. >/= 160mmHg/diast. >/=95 mmHg) 2odiabetes
(insulina) 3odiabetes (uso de hipoglicemiantes) 4odiabetes (dieta) 5oangina 60AVC 7o
outra(s)

8. Medicacdes sistémicas em uso:


tel:______________________CEL:___________________RECADO________________
tel:______________________CEL:___________________RECADO________________
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0oNAO1cSIM
QUAIS?

AVALIACAO OFTALMOLOGICA

9. Diagnéstico:

10. Idade do Diagndéstico

11. PIO Maxima registrada: OD: OE: Data: [/ /

12. Ndimero maximo de colirios utilizados durante o tratamento/Quais?
oD OE

13. PIO Atual: OD: OE:

Colirios hoje? Naoo. Simo.
Qual(is):

14. CIRURGIA antiglaucomatosa 0oNAO SIM1o

Numero de cirurgias: OD: OE:

tipo de cirurgia: OD: OE:

15. CATARATA: 0oNAO 1o OD 200E 3o OD operado 400E operado
Pseudofacico? (colocou lente intraocular?)
EXAME OFTALMOLOGICO

16. Refracéo: oD AVcc: OE
AVcc:

17. PAQUIMETRIA: OD OE

18.GONIOSCOPIA:
oD OE

19. CAMPO VISUAL

indices globais do perimetro Humphrey:

(primeiro exame): OD: OE: Data
(4ltimo exame): OD: OE: Data
20.Escavacao (Observacéao clinica) 1° exame:
OD: OE:
Escavacéo (Observacao clinica) altimo exame
:0OD: OE:
21. RETINOGRAFIA (primeiro exame):
Escavacédo OD: OE: Data: [/ /
RETINOGRAFIA (Gltimo exame):
Escavacgéo OD: OE: Data: [/ /
22. OCT (average thickness — primeiro exame): OD OE Data T

OCT (average thickness — ultimo exame): OD OE Data: /
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