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RESUMO
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O glaucoma congénito primario (GCP) € uma doenca genética rara tipicamente
diagnosticada durante o primeiro ano de vida como uma causa importante de cegueira
infantil em todo o mundo. A prevaléncia de GCP varia amplamente. Sobre o GCP
poder exibir fendtipo variavel, acredita-se que populacdes etnicamente diversas como
a do Nordeste do Brasil sobre a qual ndo ha na literatura pesquisas sobre o tema,
podem ter um beneficio importante em cuidados com GCP por identificacdo e
tratamento precoces, diminuindo a cegueira desnecessaria. O objetivo foi Identificar
mutacdes do gene CYP1B1 em pacientes portadores de glaucoma congénito primario
do Nordeste do Brasil e possiveis correlagdes gendtipo-fenétipo. Estudo tipo série de
casos de 17 individuos com GCP da FAV, Recife - Brasil. Todos os individuos foram
submetidos a exames oculares, incluindo informacgdes do registro médico, exame de
lampada de fenda, fundoscopia, tonografia, medicdo do didmetro da cérnea e
espessura possivel.: A média de idade no momento do exame foi de 27,7 anos, 52,9%
(n = 9) eram do sexo masculino, 29,4% (n = 5) tinham histéria de consanguinidade
parental, um individuo ndo usava medicacdo, média de relagdo/disco 0,7-0,8, 94,1%
(n = 16) individuos submetidos a cirurgia ocular. A idade individual da cirurgia nao foi
identificada por falta de informacgé&o. Foram encontradas cinco mutacdes patogénicas
(Q19X, Y81N, P437L, T404fs, G61E) e nove polimorfirmos de nucleotideo Unico,
sendo seis em éxons (D449D, V432L, A119S, R48G, V243V, N453S) e 3 em introns
(rs4987134, rs34468861, rs2617266) e ndo se encontrou correlacdo gendtipo-fenétipo
estatisticamente significante.

Palavras-chave: Glaucoma congénito priméario. Cegueira. Criancas. Mutacao.
CYP1B1.
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Primary congenital glaucoma (PCG) is a rare genetic disease typically diagnosed
during the first year of life as an important cause of childhood blindness worldwide.
The prevalence of PCG ranges widely. Due to PCG can exhibit variable phenotype,
we believe that in ethnically diverse populations about which no researches were found
such as the Northeastern of Brazil may have an important benefit on PCG care by
earlier identification and treatment lowering unnecessary blindness. The purpose of
this study is to identify mutations of the CYP1B1l gene in patients with primary
congenital glaucoma in Northeast Brazil and possible genotype-phenotype
correlations. Case series type study of 17 individuals with PCG from the FAV, Recife -
Brazil. All individuals underwent eye examination, including information from the
medical record, slit lamp examination, fundoscopy, tonography, measurement of
cornea diameter and thickness as possible. The mean age at the time of the
examination was 27.7 years, 52.9% (n = 9) were male, 29.4% (n = 5) had history of
parental consanguinity history of PCG, 1 individual did not use medication, mean 0.7-
0.8 disc/cup rate, 94.1% (n =16) individuals had ocular surgery. The individual age of
surgery was not identified due to lack of information. We found five pathogenic
mutations (Q19X, Y81N, P437L, T404fs, G61E) and nine single nucleotide
polymorphisms, among which six in exons (D449D, V432L, A119S, R48G, V243V,
N453S) and three in introns (rs4987134, rs34468861, rs2617266). No statistically
significant genotype-phenotype correlation was found.

Keywords: Primary congenital glaucoma. Blindness. Children. Mutation. CYP1B1

gene.
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w1 INTRODUGAO!

vy
1.1Apresentacao do problema

O glaucoma é uma das maiores causas de cegueira no mundo® e consiste
da morte progressiva das células ganglionares da retina. A progressao da doenca se
deve destacadamente a elevacgdo da pressao intraocular®, o principal fator de risco,
por acumulo do humor aquoso, liquido que tem funcéo de nutricdo no olho, o que pode
levar a dano ao nervo Optico e cegueira irreversivel.

Pode-se classificar o glaucoma em primério ou secundario, congénito ou
adquirido. Dentre os glaucomas congénitos, o primario é a forma mais comum e pode
se apresentar de forma devastadora, sendo uma importante causa de cegueira na
infancia®-%, Dados da Organizacdo Mundial de Satde (OMS) estipulam que 80% das
deficiéncias visuais podem ser evitadas ou curadas se diagnosticadas e tratadas a
tempo. No Brasil, em torno de 11% dos casos de deficiéncia visual sdo devidos ao
glaucoma congénito®),

O glaucoma congénito primario (GCP) € uma trabeculodisgenesia isolada, ou
seja, ndo associada a qualquer outra anomalia ocular importante(”-®); essa é uma rara
doenca ocular que pode afetar criancas desde 0 nascimento e se apresenta,
tipicamente, antes dos trés anos de idade(” e ocorre aproximadamente em 1 a cada
10.000 nascimentos, embora possa variar de acordo com a populacdo estudada.
Ainda que a maioria dos casos seja esporadica, de 10 a 40% tém uma histéria familiar.
A distribuicdo desta doenca é mundial e ndo apresenta preferéncias entre as racas.
Usualmente, em 70 a 80% dos casos, o GCP afeta ambos os olhos (forma bilateral)

(9-11)

Doenca ocular como o GCP tem um padrdo de heranca autossdmica
recessival’? causada por mutacées no gene CYP1B1. Um gene é composto de
algumas regides como a promotora, a codificadora (éxons) e as nao codificadoras. No
caso do gene CYP1B1, este € composto por trés éxons, dentre os quais os dois

altimos (éxon 2 e éxon 3) podem sofrer mutacdes ja relacionadas ao glaucoma

!Dissertacao formatada conforme orientac@o da Biblioteca Central e Biblioteca Setorial do Centro de
Ciéncias da Saude da UFPE: ABNT NBR 14724:2011. Vers&o do manuscrito conforme a Revista: PLOS
ONE (APENDICE A). Manuscrito submetido: Revista PLOS ONE (ANEXO A).
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congénito®®. Segundo Chakrabarti¥, em aproximadamente 44.93% de todos os
casos de GCP, ocorrem mutacdes no gene CYP1B1.

O gene CYP1B1 ja tem sido analisado em pacientes portadores de glaucoma
congénito no Brasil; no entanto, ainda se procura desvendar as correlacdes genotipo-
fendtipo pertencentes as mutacdes desse gene que ajudariam no entendimento do
curso clinico da doenca para um melhor prognéstico®®).

Devido ao GCP poder exibir fenotipo variavel, acreditamos que em
populacdes etnicamente diversas, como no Nordeste do Brasil, a deteccéo precoce
de mutacbes pode contribuir para a adocdo de tratamento mais eficaz e
personalizado. Assim, a perspectiva da investigacao genética fomenta a necessidade
de pesquisa cientifica, em busca de novas descobertas no ambito do glaucoma
congénito. Nesse contexto, o objetivo principal deste estudo centra-se em identificar
mutacdes do gene CYP1B1 em pacientes portadores de glaucoma congénito primario
do Nordeste do Brasil e possiveis correlacdes gendtipo-fenétipo, expandindo o

conhecimento sobre o perfil dessa populacéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Identificar mutacdes do gene CYP1B1 em pacientes portadores de glaucoma

congénito primario do Nordeste do Brasil e possiveis correlagbes gendtipo-fendtipo.

2.2 Objetivos especificos

1-

5-

Identificar mutacdes com associacdo conhecida com o glaucoma
congénito na populacdo estudada através de analise laboratorial, como
no locus GLC3A (2p22-p21) do gene CYP1B1,

Identificar polimorfismos de nucleotideo tnico (SNP) intragénicos do gene
CYP1B1;

Identificar as caracteristicas clinicas: cegueira, biomicroscopia e
fundoscopia para avaliar a relagdo escavacao/disco, pressao intraocular
e diametro corneano, paquimetria corneana;

Identificar as caracteristicas demograficas: idade atual e de apresentacao
da doenca, historia de consanguinidade dos pais;

Identificar as caracteristicas: nUmero de cirurgias oculares para controle

da doenca e de medicacdes antiglaucomatosas em uso.
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3.1 Historico

Segundo Mandal e Chakrabarti (2011), Hipocrates (460-377 aC), Celsus
(século | dC) e Galeno (130-201 dC) identificaram o aumento congénito do olho,
entretanto ndo associaram a PIO elevada com essa condi¢do. Berger (1744) citou o
aumento da PIO, mas foi em 1869 que von Muralt estabeleceu o tipo classico de
buftalmo dentro da familia do glaucoma; todavia, ambos acreditaram que uma
inflamacéao intraocular priméria teria sido o motivo para esta condi¢do. Entre o final do
século XIX e o inicio do século XX que, em estudos de von Hippel (1897), Parsons
(1904), Siegrist (1905), Gros (1897), Reis (1905-1911), Seefelder (1906-1920) e
outros, dissecacgOes anatdomicas precisas foram efetuadas e a etiopatologia apontou
para varias malformacgfes das estruturas do angulo da camara anterior.

No inicio do século XX, os glaucomas congénitos aparentavam
nao ter tratamento. O pobre progndstico do glaucoma infantil mudou drasticamente
em 193816 com a introduc&o da goniotomia (do grego: gonio = angulo; tomein = corte)
de Otto Barkan, que reviveu a operacao do cirurgido italiano de Vincentis (1892), que
"incisou o0 angulo da iris no glaucoma". Otto Barkan modificou a operacao de Vincentis
usando uma lente de contato de vidro especialmente projetada para visualizar as
estruturas angulares ao usar uma lamina para criar uma fenda interna no tecido
trabecular. Sem o desenvolvimento instrumental e microscépico, a operacdo
permaneceu essencialmente inalterada.

Em 1949, Barkan descreveu uma membrana fetal persistente sobrepondo a
malha trabecular. Isto foi confirmado por Worst (1966), que a chamou de membrana
de Barkan. No entanto, estudos patoldgicos de Anderson, Hansson, Maul, Maumenee
e outros ndo conseguiram encontrar a existéncia de nenhuma membrana por
iluminacdo ou microscopia eletrénica.

Durante muitos anos, a goniotomia permaneceu a operacdo classica para o
glaucoma congénito até que uma nova técnica chamada "trabeculectomia ab externo"
foi descrita de modo simultaneo e independente por Burian e Smith em 1960. Em
marcgo de 1960, sem a ajuda de um microscépio cirdrgico, a primeira trabeculectomia

externa foi realizada por Burian em uma jovem com sindrome de Marfan e glaucoma.
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No mesmo ano, Redmond Smith desenvolveu uma operacdo que ele chamou de
“trabeculotomia com filamento de nylon". Isso implicava a canulagdo do canal de
Schlemm com wuma sutura de nylon em um local, subindo a sutura
circunferencialmente, retirando-a em outro local e puxando-o como uma corda de
arco. A técnica cirurgica da trabeculotomia ab externo foi posteriormente modificada
por Harms (1969), Dannheim (1971) e McPherson (1973)7).

3.2 Definicéao e classificacéo

O periodo da infancia é definido com base em critérios nacionais: na Unido
Europeia, Reino Unido e Unicef é de 16 anos ou mais jovem e nos EUA é de menos

de 18 anos de idade.

3.2.1 Definicdo da CGRN/WGA (2013)18)

A definicdo de glaucoma segundo a Childhood Glaucoma Research Network
(CGRN)/ World Glaucoma Association (WGA) é:
e Glaucoma: danos causados pela PIO no olho; pelo menos 2 critérios necessarios
para o diagnostico:

v PIO> 21 mm Hg, mas atencdo para o fato de que, se o exame foi
unicamente sob anestesia, os valores da PIO podem estar influenciados
pelo método;

v’ Escavacdo do disco Optico: aumento progressivo na relacdo
escavacao/disco, assimetria escavacgao/disco de = 0,2 quando os discos
opticos sao de tamanho semelhante ou afinamento focal da rima;

v' Achados da cérnea: estrias de Haab ou didametro = 11 mm em recém-
nascido,> 12 mm em crian¢a < 1 ano ou > 13 mm em qualquer idade;

v" Miopia progressiva, mudanga miopica ou aumento das dimensdes
oculares, fora do crescimento normal;

v Defeito de campo visual reprodutivel consistente com neuropatia 6ptica

glaucomatosa sem outra razdo observavel para o defeito.
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e Suspeito de glaucoma: nenhum dano relacionado a PI1O e pelo menos 1

dos seguintes critérios:

v
v

P10 > 21 mm Hg em 2 ocasides distintas;

Aparéncia do disco Gptico suspeita para o glaucoma, ou seja, aumento
da relacdo escavacao/disco para o tamanho do disco Optico;

Campo visual suspeito para o glaucoma;

Aumento do diametro da cérnea ou do comprimento axial na presenca

da PIO normal.

3.2.2 Classificacdo da CGRN/WGA (2013)18)

A classificacdo de glaucoma infantil segundo a Childhood Glaucoma Research
Network (CGRN)/World Glaucoma Association (WGA) é:

3.2.2.1 Glaucoma infantil primario

e Glaucoma congénito priméario (GCP):

v

v

Reune os critérios de definicdo de glaucoma, geralmente com aumento
do globo ocular;
Anomalias de angulo camerular com ou sem anomalias da iris.
Subcategorias com base na idade do inicio:
¢ Neonatal ou recém nascido: 0-1 més;
¢ Infantil:> 1-24 meses;
¢ Inicio tardio ou reconhecimento tardio:> 2 anos.
Casos resolvidos espontaneamente com PIO normal, mas sinais tipicos

de GCP, podem ser classificados como GCP.

e Glaucomajuvenil de angulo aberto (GJAA):

v

v
v
v

Reune os critérios de definicdo de glaucoma,;
Sem aumento ocular;
Sem anomalias oculares congénitas ou sindromes;

Angulo aberto, aparéncia normal;
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3.2.2.2 Glaucoma infantil secundario

e Glaucoma associado a anomalias oculares nao adquiridas:
v Inclui condic6es de anomalias predominantemente oculares presentes
no nascimento que podem ou n&o estar associadas a sinais sistémicos;
v/ Reune os critérios de definicao de glaucoma;
v’ Lista de anomalias oculares mais comuns (Quadro 1).
e Glaucoma associado a anomalias sistémicas ndo adquiridas:
v" Inclui condic6es predominantemente de doenca sistémica presente no
nascimento que pode estar associada a sinais oculares;
v" Reune os critérios de definicdo de glaucoma;

v Lista de doencas ou sindromes sistémicas (Quadro 2).

Quadro 1. Glaucoma associado a anomalias oculares ndo adquiridas®®

Condi¢6es com anomalias predominantemente oculares presentes no nascimento que
podem ou ndo estar associadas a sinais sistémicos

¢ Anomalia de Axenfeld Rieger (sindrome se associacao sistémica)

¢ Anomalia de Peters (sindrome se associacdes sistémicas)

+ Ectropio uveal

¢ Hipoplasia congénita da iris

¢ Aniridia

¢ Vasculatura fetal persistente (se glaucoma presente antes de cirurgia de catarata)

+ Melanocitose oculodérmica (Nevo de Ota)

*

Distrofia polimorfa posterior
¢ Microftalmia
+ Microcornea
¢ Ectopia lentis

+ Ectopia lenticular (sem associacdes sistémicas) ou Ectopia lentis et pupilae
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Quadro 2. Glaucoma associado a doencas sistémicas ndo adquiridas ou sindromes*®)

Condi¢6es com sindromes predominantemente conhecidas, anomalias sistémicas ou
doenca sistémica presentes ao nascimento que podem estar associadas a sinais oculares

¢ Desordens cromossémicos, como Trissomia do 21 (sindrome de Down)

¢ Desordens dos tecidos conectivos

¢ Sindrome de Marfan

¢ Sindrome de Weill-Marchesani

¢ Sindrome de Stickler

¢ Desordens metabdlicas

¢ Homocistindria

¢ Sindrome de Lowe

*

Mucopolissacaridose

¢ Facomatoses

# Neurofibromatose (NF-1, NF-2)

¢ Sindrome de Sturge-Weber

+ Sindrome de Klippel-Trenaunay-Weber

¢ Rubinstein-Taybi

¢ Rubéola congénita

Glaucoma associado a condicdo adquirida

v Reune os critérios de definicdo de glaucoma apés a condicao adquirida
ser reconhecida (uma condicdo adquirida é aquela que ndo é
hereditaria ou esta presente no nascimento);

v" O desenvolvimento do glaucoma ap0és a cirurgia de catarata é excluido
desta categoria para destacar sua frequéncia e diferencas de outras
condi¢des na categoria de condi¢ao adquirida;

v’ Lista de condi¢cdes comuns adquiridas (Quadro 3);

v' Com base nos resultados da gonioscopia:

¢ Glaucoma de angulo aberto:>/ = 50% aberto; ou
¢ Glaucoma com angulo fechado: < 50% aberto ou fechamento

angular agudo.
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e Glaucoma ap0s cirurgia de catarata
v" Reune os critérios de definicdo de glaucoma somente apos a cirurgia de
catarata e é subdividida em trés categorias:
¢ Catarata congénita idiopatica;
¢ Catarata congénita associada a anomalias oculares / doenca
sistémica, sem glaucoma prévio;

+ Catarata adquirida, sem glaucoma prévio.

v' Com base nos resultados da gonioscopia:
¢ Glaucoma de angulo aberto: >/ = 50% aberto; ou
¢ Glaucoma com angulo fechado: < 50% aberto ou fechamento

angular agudo.

Quadro 3. Glaucoma associado a condi¢édo adquirida®®

¢ Uveite

¢ Trauma (hifema, recesséo angular, ectopia lentis)
¢ Induzido por esteroide

¢ Tumores (benigno/maligno, ocular/orbitario)

¢ Retinopatia da prematuridade

+ Outra cirurgia ocular prévia que nao a cirurgia de catarata

3.3 Conceito e tipos de mutacdes genéticas

Os segmentos de DNA que codificam proteinas estdo organizados em
sequéncia de grupos de trés bases (codon), que serdo transcritos (MRNA) e, em
seguida, traduzidos em uma proteina especifica. A cada codon do mRNA corresponde
um aminoacido. Os codons de iniciagdo sinalizam o comeco da sintese de uma
proteina e os de parada (stop) sinalizam o término. O DNA esta sujeito a alteragbes
de sua sequéncia de bases que podem ser dos seguintes tipos: mutacdes de ponto
(ou substituicdo de base), mutacBes por insercdo ou delecdo de nucleotideos e
mutacdes por elementos transponiveis.

As mutacdes de ponto (substituicdo de base) levam a troca de um aminoacido
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por outro na cadeia polipeptidica pela substituicdo de uma Unica base no DNA.
Acredita-se que boa parte das variagbes genéticas (polimorfismos) entre sujeitos de
uma dada populacao seja devida a mudanca de um uUnico nucleotideo no gene e, por
isso, € chamada de SNP (single nucleotide polymorfism).

Essas mutagcbes podem ser sinbnimas, que sao aquelas em que a troca do
nucleotideo mantém o aminocido produzido, pois alguns aminoacidos s&o
codificados por mais de um cédon, ou ndo-sinénimas, que sao aquelas em que a troca
do nucleotideo altera o aminoacido codificado. Quando n&do provocam mudancas de
aminoacidos, as mutacfes ou substituicbes sdo fenotipicamente silenciosas.
Entretanto, quando a mutacédo é ndo-sindnima, ela pode levar a alteracdo na estrutura
da proteina ou parada prematura da sintese da mesma se for criado um cédon de
parada ou até alongamento da sintese se um codon de parada tiver sido substituido
pelo codon de um aminoacico especifico. Em todos esses casos, a proteina resultante
€ alterada. As bases do mRNA sao adenina, guanina, citosina e uracil; enquanto as
bases do DNA sdo adenina, guanina, citosina e timina. Elas podem ser puricas
(adenina (A) e guanina (G)) ou pirimidicas (citosina (C), uracil (U) e timina (T)).

Se a consequéncia de uma mutacgéo na regido codificadora de um gene for a
substituicdo de um aminoacido por outro, ela € denominada de mutacdo com perda
de sentido ou de sentido errado (missense), como na anemia falciforme. Mas, se a
consequéncia da mutacao for a substituicdo de um nucleotideo, criando um cédon de
parada, ou o contrario, a mutacao é dita sem sentido (nonsense).

Quando um ou mais bases sdo removidas do DNA, a mutacao é por delecéo.
entretanto, quando sdo adicionadas uma ou mais bases, a mutacdo € por insercao.
Além disso, se numero de bases adicionadas ou removidas néo for multiplo de trés,
isso altera completamente a mensagem do gene. Ainda mais, se inserida uma
sequéncia igual a outra, ocorre uma duplicacdo. Seja por insercdo ou delecdo de
nucleotideos, a mutagéo & denominada indel (insercdo+delecdo). Portanto, esse tipo,
em que o indel de um numero de nucleotideos diferente de trés e seus multiplos, altera
completamente o quadro de leitura (frameshift), uma vez que a leitura do DNA é em
sequéncia de trés em trés bases do codon de inicio até o de parada, sem pontos nem

virgulas.
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3.4 Gene CYP1B1, heranca e mutagdes

Doenca ocular como o glaucoma congénito tem um padrédo de heranca
autossémica recessiva*? causada por mutagdes no gene CYP1B1l. Um gene é
composto de algumas regibes como a promotora, a codificadora (éxons) e as nao
codificadoras. No caso do gene CYP1B1, este esta localizado no cromossomo 2p21
(GLC3A) e codifica uma proteina de 543 aminoacidos e é expressado em diversos
tecidos humanos, inclusive oculares, como trabeculado, iris e retina®®2%, Sua
estrutura é composta por trés éxons®@. Dentre eles, o éxon 1 é ndo-codificante e o
éxon 2 e o0 éxon 3 podem sofrer mutacBes ja relacionadas ao glaucoma
congénito319.22- O éxon 3 codifica a por¢do heme ligante na parte C terminal, a qual
é fundamental para a funcdo da proteina CYP1B1. Demonstrou-se que as mutacdes
do CYP1B1 associadas ao glaucoma reduzem a atividade enzimatica ou a
estabilidade da enzima®2324), As mutacGes tipo frameshift e nonsense truncam a
proteina e eliminam a regido C terminal, envolvida na ligacdo do grupamento heme e
no dobramento da molécula P450, o que leva a um produto proteico inativo ou em
dano grave a funcédo enzimatica®>2%),

Cinco loci estdo associados com a doenga. O mais importante foi o primeiro,
mapeado no cromossomo 2p21 (GLC3A); o segundo, no cromossomo 1p36.2-p36.1
(GLC3B); o terceiro, no cromossomo 14924.3 (GLC3C); o quarto, no cromossomo
14924.2-924.3 (GLC3D). Os dois ultimos s&o adjacentes, mas ndo se sobrepoem®”);
e 0 quinto, no cromossomo 9p21.2 (GLC3E). Estdo resumidos no quadro 1.
Entretanto, apenas trés genes foram identificados como causadores de glaucoma
congénito primario: CYP1B1 (citocromo P450, familia 1, subfamilia B, polipeptideo 1)
no locus GLC3A, LTBP2 (complexo latente de ligacdo a proteina do fator de
transformacao de crescimento beta 2) no locus GLC3D e TEK (receptor da tirosina
quinase) no locus GLC3E. Ainda se tenta esclarecer o papel das proteinas codificadas

por esses genes na etiologia da doenca (Quadro 4) ?5-27),
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Quadro 4. Genes associados ao GCP25-27),

NUumero Namero
Localizagéo Fendtipo/ MIMdo Tipode Padréo de .
a MIM do Referéncia
cromossOmica Locus (gene) o gene/ glaucoma heranca
fendtipo
locus
1p36.2-p36.1 GLC3B 600975 - GCP Recessivo  Sarfarazi et al.,
1995@8), Akarsu et
al., 19969
2p22.2 GLC3A 231300 601771 GCP,GJ, Recessivo Sarfaraziet al.,
(CYP1B1) GPAA 1995@8), | 6pez-
Garrido et al.,
200609
14924.3 GLC3C 613085 - GCP - Stoilov and
Sarfarazi, 20026
14924.2-924.3 GLC3D 613086 602091 GCP - Firasat et al.,
(LTBP2) 20082
9p21.2 GLC3E (TEK) 617272 600221 GCP Autossdmica Souma et al.,

dominante 2016®3

E membro da superfamilia do citocromo P450 de enzimas metabolizadoras de
drogas, que provavelmente participam do desenvolvimento normal do segmento
anterior do olho, talvez por meio do metabolismo de esteroides®. A regulacdo do
fechamento da fissura ocular pelo CYP1B1l (a diminuicdo da expressao causa
fechamento prematuro, enquanto a superexpressao resulta em coloboma) afeta
indiretamente a migragao e o desenvolvimento da crista neural através de uma via
independente do acido retindico; este mecanismo pode contribuir para alterar a
migracdo de células da crista neural destinadas a malha trabecular de entrarem no
segmento anterior do olho; portanto, estudos sobre esse mecanismo fornecem
informacdes sobre o papel do CYP1B1 no desenvolvimento do olho e elucidam ainda
mais a patogénese do glaucoma primario infantil®4,

Apesar de diferentes loci j& terem sido mapeados para GCP, muta¢des no
CYP1B1 (GLC3A) sao as mais predominantes causadoras da doenca e ja foram
descritas em diferentes etnias®>44. Mais de 140 diferentes mutacdes relacionadas ao
gene CYP1BL1 e ligadas ao GCP ja foram reportadas>46),

O gene CYP1B1 ja tem sido analisado em pacientes portadores de glaucoma
congénito no Brasil™); no entanto, ainda se procura desvendar as correlacGes
genotipo-fendtipo pertencentes as mutacbes do CYP1B1 que ajudariam no

entendimento do curso clinico da doenga para um melhor prognéstico®).
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No Brasil, Stoilov et al., estudaram o gene CYP1B1 gene de 52 pacientes com
GCP e detectaram 11 diferentes mutacfes em 26 individuos (50%). Dentre elas, a
mais frequente foi 4340delG (20,2%), cujos portadores tiveram inicio mais precoce da

doenca, bilateralidade e necessidade de miltiplas intervencdes(®),

3.5 Fisiopatologia do glaucoma congénito primério

O globo ocular € usualmente grande como resultado do aumento da pressao
intraocular durante a vida intrauterina, dai o termo buftalmo (olho de boi). Relata-se
que no final da gestacao ocorre normalmente uma reabsor¢éo do tecido mesodérmico
(ligamento pectineo) que preenche a regido do angulo da camara anterior e, caso iSso
nao ocorra no devido momento, ocorrera obstrucdo da drenagem do humor aquoso,
levando ao aumento da PIO e desenvolvimento do GCP. O canal de Schlemm esta
presente e se comunica normalmente com as veias, como é provado pelo
preenchimento demonstrdvel com sangue quando as veias jugulares séo
comprimidas. Acredita-se que o defeito envolva a permeabilidade do trabeculado ao

humor aquoso(.

3.6 Quadro clinico do glaucoma congénito primario

Os sinais da doenca incluem inicio precoce (antes dos trés anos de idade),
presséao intraocular elevada, diametro corneano aumentado, globo ocular alargado,
estrias de Haab (ruptura na membrana de Descemet), edema corneano e escavacao
da cabeca do nervo Optico e/ou assimetria da relacdo escavacao/disco > 0,2, como

também blefaroespasmo, epifora e fotofobia(47).

3.7 Investigacéo da doenca

A investigacdo da doenca pode ser feita por teste de triagem como o teste do
reflexo vermelho, conhecido como teste do olhinho. Esse exame deve ser realizado
ainda na maternidade em todos os recém-nascidos, a fim de detectar qualquer doenca
gue cause opacidades como glaucoma congénito e catarata congénita, além de
tumores intraoculares e hemorragias vitreas. Portanto, a triagem oftalmoldgica

possibilita a deteccdo precoce de doencas e, consequentemente, a prevencao da
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cegueira infantil, o que é de grande relevancia do ponto de vista de salde publica®).

3.8 Tratamento

O tratamento do glaucoma congénito primario € essencialmente cirdrgico. O
oftalmologista pode prescrever colirios para diminuir a PIO, mas de modo adjuvante
pré-operatorio ou para maximizar o resultado da diminuicdo da PIO no pés-
operatério®. A goniotomia é o procedimento de escolha sempre que o grau de
transparéncia da cornea permita realiza-la. A trabeculotomia, por sua vez, é indicada
quando a visdo do seio camerular esta prejudicada. Alternativas cirargicas sdo a
trabeculectomia com a aplicacdo de mitomicina C, dispositivos artificiais de drenagem
do humor aquoso e procedimentos ciclodestrutivos. Todavia, até mesmo quando a
PIO esta bem controlada, um numero significativo de criancas nunca alcangcam boa

Visdo®0,

3.9 Correlagdes entre mutacdes do gene CYP1B1 e o fenétipo do GCP

O gene CYP1BL1 ja tem sido analisado em pacientes portadores de glaucoma
congénito no Brasil®™); no entanto, ainda se procura desvendar as correlacGes
gendtipo-fenétipo pertencentes as mutacbes do CYP1B1 que ajudariam no
entendimento do curso clinico da doenca para um melhor prognéstico(1%),

Em 2003, Ohtake et al.®) estudaram 66 pacientes japoneses (65 familias) com
GCP. Foram verificadas no inicio da doenca as caracteristicas clinicas de forma
retrospectiva em 32 casos a0 se examinar os prontuarios em cada um dos cinco
hospitais em que a pesquisa foi realizada. Os 32 casos foram divididos em 2 grupos:
um grupo com mutacao (11 pacientes com mutacdo em ambos os alelos) e outro
grupo sem mutacao (21 pacientes). No grupo com mutacéo, houve 6 pacientes do
sexo masculino e 5 do feminino, além de 10 casos de bilateralidade e 1 de
unilateralidade, e também de uma idade média de inicio da doenga de 1,7 meses (0-
11); enquanto no grupo sem mutagdo, houve 19 pacientes do sexo masculino e 2 do
feminino, além de 17 casos de bilateralidade e 4 de unilateralidade, e também de uma
idade média de inicio da doenca de 3,1 meses (0-8). Encontrou-se opacidade de
cérnea em 55 dos 59 olhos analisados (93,22%) e ruptura de membrana de Descemet

em 24 dos 59 olhos estudados (40,68%). Nao houve nenhum caso de



Estudo da presencga das mutagées do gene CYP1B1 em pacientes com glaucoma congénito — 29
Coélho REA

consanguinidade parental. As mutagOes descritas foram 8 (4776insAT, C4645A,
3964delC, G7927A, A4380T, G4793T, C4794T e C3130T). Neste trabalho, os autores
citaram no resumo ter avaliado 11 casos com mutacdo e 21 sem mutacdo, mas na
discusséo citaram ter avaliado 11 casos com mutacdo e 23 sem mutacédo, o que leva
a davidas sobre os dados e resultados apresentados.

Em 2009, Weisschuh et al.%?, estudaram 39 pacientes alemaes com GCP n&o-
relacionados e encontraram 18% com mutacdo. Foram 58,97% do sexo masculino e
41,03% do feminino. A idade média dos pacientes foi de 37,5 + 16,5 anos. De 78
olhos, 7 foram enucleados em virtude de PIO incontrolavel. As mutacdes descritas
foram 11, sendo 4 novas (c.199_296delGGCCAGGC, L177P, F190L, S282N) e outras
7 ja descritas anteriormente (W57X, ¢.1035 1037delCTC, G61E, V364M, E387K,
R390H, R390C) e 6 polimorfismos de nucleotideo Unico (g.3793T > C, R48G, A119S,
V432L, D449D, N453S). A concluséo foi de que o resultado visual foi pobre
independente da presenca ou auséncia de mutacdo (31,58% dos olhos tiveram
acuidade visual pior que 20/400) e ndo houve diferencas significativas entre os
achados clinicos dos casos com e sem mutacdo. Além disso, os autores
acrescentaram que o conhecimento sobre a genética do GCP esta longe de completa
e permanece um desafio para pesquisas futuras.

Em 2009, Tanwar et al.®3, estudaram 23 pacientes indianos com GCP n&o-
relacionados e encontraram 39,13% de pacientes estudados com mutagdo. Foram
73,91% do sexo masculino e 26,09% do feminino As mutacdes descritas foram 4
novas (p.194X, p.H279D, p.Q340H, p.K433K), outras 5 ja descritas anteriormente
(p.E229K, p.A355X, p.R368H,p.R390C, p.R390H) e 5 polimorfismos de nucleotideo
anico (p.R48G, p.A119S,p.L432V, p.D449D, p.N453S). Buftalmia foi descrita em
100% dos pacientes, sendo pior em 21,74% no olho direito e 56,52% no olho
esquerdo. Estrias de Haab foram encontradas em 13,04% dos pacientes. Nao se
conseguiu determinar a relacédo escavacéao/disco em 43,48% dos olhos. Tratamento
clinico e cirargico (trabeculotomia combinada com trabeculectomia com mitomicina C)
foi realizado em 100% dos olhos, tendo 4,35% dos olhos submetidos também a
cirurgia de catarata. A concluséo foi de que a idade de inicio ndo interferiu na
gravidade da doenca comparando-se os com e sem mutacao. O fendétipo da doenca
dos pacientes com mutagdes foi mais severo.

Em 2009, Campos-Mollo et al.®, estudaram 39 pacientes espanhois de 38

probandos com GCP nao-relacionados. Foram 72% do sexo masculino e 28% do
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feminino. Bilateralidade foi encontrada em 77% dos pacientes. O diametro corneano
horizontal foi de 12 a 15mm com média de 13,25 + 0,9mm. O tamanho da relacéo
escavacao/disco meédio foi de 0,36%1,2. Foram necessarias mais uma cirurgia em
60,8% dos olhos. As 16 mutacdes descritas foram encontradas em 13 (38,4%) de 38
casos-indice nédo-relacionados, das quais 6 foram novas (A106D, E173X, F261L,
E262X, W341X, P513_K514del) e outras 10 ja descritas anteriormente (p.G61E,
p.T404fsX30, p.390S, p.Al79fsX18s, p.355fsX69, p.P52L, pY8IN, p.R469W,
p.P400S, p.P437L). A concluséo foi de que os dados indicam que os gendtipos nulos
carregam um fendtipo mais severo, mas vale salientar que nenhum parametro clinico
obteve significancia estatistica.

Em 2010, Della Paolera et al.®¥, estudaram 30 pacientes brasileiros do estado
de S&o Paulo com GCP nao-relacionados e encontraram 30% de pacientes
estudados com mutagéo. Foram 53,33% do sexo masculino e 46,67% do feminino.
N&o foi reportado casamento consanguineo. As mutagcfes descritas foram 4 novas
(4635delT, 4523delC, L378Q), outras 7 ja descritas anteriormente (Q19X, P437L,
A443G, .4340delG, @.7901_79013delGAGTGCAGGCAGA, 0.8182delG, e
g.8214_8215delG) e 5 polimorfismos de nucleotideo unico (3793T—C, R48G, A119S,
L432V, D449D e N453S). A concluséo foi de que os resultados das mutacdes podem
refletir o grau de miscigenacao da populacao brasileira com GCP e que, na presenca
de mutacgBes, o glaucoma foi associado a um pior progndéstico, tanto em relacdo ao
namero de cirurgias realizadas para controle da PIO (quer quando ambos os olhos
foram avaliados (p = 0,003) ou quando o olho pior do paciente foi analisado (p =
0,011), quanto ao numero de olhos afetados (com mutacdes (n = 9/9) desenvolveram
glaucoma bilateral, enquanto 11/21 pacientes sem mutacées no gene CYP1B1
tiveram glaucoma bilateral (p = 0,013)). Os autores acrescentam que a avaliacdo do
nacleo familiar sugeriu um padrao de heranca autossémica recessiva, mas que nao
foi possivel excluir a presenca de mutagdes de novo e a participacdo de outros genes.

Em 2011, Abu-Amero et al.®®, estudaram 54 familias sauditas né&o-
relacionadas (74 pacientes) com GCP. Foram 51,35% do sexo masculino (38
pacientes) e 48,65% do feminino (36 pacientes). Consanguinidade foi um fator em 37
das 54 familias (68,5%). Bilateralidade foi encontrada em 20 (37%) das familias
estudadas. Mutacfes foram encontradas em mais de 75% dos pacientes. Na ultima
visita de pés-operatdrio, o diametro corneano (com desvio-padrao) foi de 12,45 (+ 1,1)

nos casos com mutacéo e de 12,85 (+ 1,1) nos casos sem mutagdo com um p-valor
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de 0,264; enquanto isso, o grau de opacidade foi de 0,49 (+x 0,9 DP) e 0,00 (0),
respectivamente, com um p-valor de 0,025; além disso, o0 nimero de medicacdes em
uso foi de 0,59 (+ 0,9) e de 0,00 (0) com p-valor de 0,015. Especificamente, 0s
pacientes com a mutagdo g.3987 G > A tiveram um grau de opacidade de cornea®®
significativamente maior (p = 0,027) que os sem nenhuma mutacgéo, mas uma relagéo
escavacao/disco insignificante (p = 0,518). As mutacOes descritas foram 2 novas
(G466S e D441G), outras 9 ja descritas anteriormente (G61E, R390H, P437L, G466D,
R468W, g.4238 4247del, g.7901_79013del, R355X e R444X) e 2 polimorfismos de
nucleotideo Unico (A119S, A443G). A concluséo foi de que a presenca de mutagdes
se refletem, em termos de poOs-operatério, em maior nimero de visitas, em maior
opacidade de cornea e maior necessidade de medicacfes antiglaucomatosas. Além
disso, 0s autores acrescentam que testes genéticos para pacientes suspeitos de GCP
seriam benéficos e que esses testes, para familias com histéria de GCP, poderiam
dar um senso de alivio da incerteza e ajudar as pessoas a tomar decisdes informadas
sobre sua saude.

Em 2012, Suh e Kee®", estudaram 85 pacientes n&o-relacionados com
diagnoéstico de GCP e suas familias na Coreia do Sul, recrutados de sete hospitais.
N&o houve consanguinidade encontrada. Foram divididos em dois grupos (com e sem
mutagdo) e comparadas as caracteristicas clinicas, incluindo idade de inicio da
doenca, lateralidade, género e severidade ja utilizada em estudo anterior®® (este
indice foi baseado nos parametros diametro corneano, PIO, relacdo escavacao/disco
e transparéncia corneana e foi dividido em normal, moderada e severa/muito severa).
N&o houve predominancia de sexo: 54,2% do sexo masculino (46 pacientes) e 45,8%
do feminino (39 pacientes). A proporcdo de idade no inicio da doenca, lateralidade,
indice de severidade severo/muito severo e sexo feminino foram mais frequentes no
grupo com mutacgdes, mas nao houve diferenca clinicamente significativa ao comparar
com o grupo sem mutacdes. A acuidade visual final ndo teve associacéo significativa
com mutacdes no gene CYP1B1. As mutagdes foram 9 e descritas em 25,88%, sendo
elas: T325SfsX104, V364M, G329S, Y81X, A330F, V419GfsX11, V320L, R444Q e
R390H. A conclusdo mostrou que néo houve correlagéo consistente observada entre
as manifestacdes iniciais e o genotipo CYP1B1. Entretanto, a resposta ao tratamento
foi associada com os alelos mutantes do CYP1B1.

Em 2013, Lépez-Garrido et al.?®), estudaram 161 probandos espanhdis

diagnosticados com GCP. Foram avaliadas a atividade enzimatica das mutac¢des do
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gene CYP1B1 e o diagnostico do GCP foi baseado em exame clinico. Encontraram-
se 31 diferentes mutacdes em 56 casos-indice de GCP, das quais 3 eram novas
(337G>T, F123L e 1399 _P400del). O numero médio de trabeculectomias por olho foi
significantemente maior nos carreadores de mutacdes. Seus dados revelaram que 0
sequenciamento dos trés éxons foi requerido para um diagndstico molecular da
doenca. Ao se examinar cuidadosamente os individuos com padrdo ndo-penetrante,
sugeriu-se que o0s genotipos CYP1B1 exibem expressividade varidvel mais que néo-
penetrancia. Além disso, a relacdo genotipo-fendtipo claramente mostrou que o
gendtipo influencia a severidade clinica da doenga por alterar os niveis de atividade
enziméatica.

Em 2013, Chen et al.®®, estudaram 238 pacientes chineses, sendo 116 ja
descritos previamente. Nos 122 pacientes, foram encontradas 18 diferentes mutacoes
em 21 pacientes, sendo 9 novas (g.T3836C, g.4022delTC, g.G4151T, g.G4322A,
0.T4338A, g.G4493A, ¢.T4509C, g.T8137C e ¢g.C8167T) e outras 9 ja descritas
anteriormente. Os autores afirmam que seus dados suportam a ideia de que a
opacidade corneana responde pela severidade da doenca e que uma maior opacidade
esta associada a um melhor resultado cirargico, possivelmente por ser detectado mais
precocemente pelos parentes e encaminhado para tratamento cirargico também de
modo mais precoce. Além disso, a presenca de estrias de Haab (encontrada em
32,0%) pode ser usada como fator de risco adicional na graduacao da transparéncia
corneana. A concluséo foi de que a combinacao de escore de opacidade corneana e
gendtipo do CYP1B1 podem predizer o resultado cirirgico em termos de controle da
PIO no pés-operatorio.

Em 2014, Al-Haddad et al.®9, estudaram 18 familias libanesas (66 pessoas)
com pelo menos 1 paciente com GCP (18 pacientes). Foram 50% do sexo masculino
(9 pacientes) e 50% do feminino (9 pacientes). Consanguinidade foi um fator em 9 das
18 familias (50%). Bilateralidade foi encontrada em 8 (44,44%) dos pacientes.
Mutacbes foram encontradas em 6 (33,3%) dos pacientes. Muta¢des foram mais
comuns no grupo com consanguinidade (p = 0,44). A idade no inicio da doenca variou
de 2 dias a 18 meses (mediana 1,5 meses). A doenca foi diagnosticada no periodo
neonatal em 7 de 18 pacientes (39%). Edema corneano severo e buftalmo estavam
presentes em 8 de 18 pacientes (44%). O diametro corneano horizontal, medido sob
anestesia geral, variou de 9 a 15 mm com uma média de 13,3 + 1,3 mm. As mutac¢des

descritas foram 1 nova (1793delC) e outras 5 ja descritas anteriormente (p.E229K,
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p.R444Q, p.G61E, p.R469W, p.M1T). Nesse estudo de coorte, 0s pacientes com
mutacdes no gene CYP1B1 identificadas pareceram ter um fendtipo mais severo com
inicio da doenca em idade mais precoce quando comparada com outras
populagdes®89), Qutras diferencas também foram percebidas, mas nédo alcangaram
significancia estatistica por conta do pequeno tamanho amostral: apresentacdo do
doenca mais severa (buftalmo e edema corneano), maior taxa de consanguinidade,
historia familiar positiva, maior envolvimento bilateral e maior nimero de cirurgias.
Entretanto, o resultado visual final, a relacéo escavacéao/disco e os niveis de P1O foram
semelhantes entre 0s grupos.

Em 2015, Berraho et al.®63, publicaram um estudo com 94 pacientes de 84
familias marroquinas nao-relacionadas. Consanguinidade foi encontrada em 45 das
84 familias estudadas (53,60%). Foram 53 individuos do sexo masculino (56,4%) e 41
do feminino (43,6%). A doencga foi bilateral em 86 pacientes (91,5%). O diametro
corneano variou de 11 a 18 mm com média de 14,08 + 0,14 mm. A média da relacéo
escavacao/disco foi de 0,59 = 0,22 (0,1 a 1,0). Opacidades corneanas severas
estavam presentes em 65,2% dos olhos. Precisaram mais de uma cirurgia 24,5% dos
olhos. Os resultados mostraram meédia de PIO, didmetro corneano e numero de
cirurgias e taxas de relacdo escavacao/disco, e porcentagens de pacientes com GCP
bilateral, olhos com opacidades severas e fenotipo severo significantemente maior no
grupo com mutagao.

Em 2015, De Melo et al.15, estudaram 901 pacientes de dois grandes coortes
da india (301 pacientes e 300 controles) e Brasil (150 pacientes e 150 controles). As
mutacbes mais prevalentes foram R368H (na india) e 4340delG (no Brasil). As
mutacBes encontradas em comum nos coortes foram: R368H, P437L, A443G, S476P,
8037_8046dupl0 e 9214 8215delAG. Concluiu-se a auséncia de correlacdo
gendtipo-fendtipo no inicio da doenca do GCP dos tracos demograficos e clinicos com
mutacgdes do CYP1B1.

Em 2015, Cardoso et al.6?, estudaram 21 pacientes portugueses com GCP.
Foram 66,7% do sexo masculino (14 pacientes) e 33,3% do feminino (7 pacientes).
Bilateralidade foi encontrada em 13 (61,9%) dos pacientes e foram mais comuns no
grupo com mutacédo (100%) quando comparado ao grupo sem mutacao (46,67%).
MutacBes foram encontradas em 6 (28,57%) dos pacientes. A idade no inicio da
doenca foi mais precoce no grupo com mutacao (0,0 + 0,00 versus 4,5 = 2,63 meses,

p <0,01), o que ja foi mostrado em outros estudos®-60, As outras variaveis estudadas
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(idade na primeira cirurgia, PIO e didmetro corneano no pos-operatério, acuidade
visual final, numero de reintervengdes cirargicas e medica¢fes antiglaucomatosas
necessarias no pos-operatoério) nao tiveram diferencas estatisticas significantes com
p > 0,05 para todas as comparacdes. As mutacdes descritas foram 7, sendo 2 novas
(c.317C > A e ¢.1390dupT) e outras 5 ja descritas anteriormente (¢.182G > A, ¢.1159G
> A, ¢.1310C > T, ¢.535delG e ¢.1064_1076del)®. A maior limitacdo desse estudo foi
o tamanho da amostra.

Em 2016, Yazdani et al.(®3, estudaram 17 pacientes iranianos (32 olhos) com
GCP. Os pacientes com mutacao foram comparados aos sem mutagao em termos de
idade de inicio da doenca, PIO, diametro corneano e relacdo escavacao/disco no
exame inicial e o numero de procedimentos antiglaucomatosos. Foram 58,82% do
sexo masculino (10 pacientes) e 41,18% do feminino (7 pacientes). Consanguinidade
foi encontrada em 47% dos participantes. Bilateralidade foi encontrada em 100% dos
pacientes, sendo a doenca assimétrica em 11,76% dos casos. A idade no inicio da
doenca foi mais precoce no grupo com mutacéao (0,20 £ 0,28 versus 2,46 + 2,03
meses, p < 0,026). O diametro corneano médio foi de 12,84 mm, a relagéo vertical
escavacao/disco foi de 0,57 e o nimero médio de procedimentos cirurgicos foi de
2,75. Essas e outras variaveis estudadas (idade na primeira cirurgia, P1O e diametro
corneano no pés-operatdrio, acuidade visual final, nimero de reintervencdes
cirirgicas e medicacdes antiglaucomatosas necessarias no pos-operatério) néo
tiveram diferencas estatisticas significantes com p > 0,05 para todas as comparacdes.
Foram encontradas 8 diferentes mutacdes em 10 dos 17 pacientes (58,82%), sendo
as mutacdes mais comuns Gly61Glu e Arg390His; as outras foramTyr81X,
Glu229Lys, Pro289Fs, Gly329Val, Arg368Cys e Val397Fs. As conclusdes deste
estudo foram de que os pacientes com mutacdes parecem ter inicio mais precoce,
apresentam quadro clinico mais severo e necessitam de mais cirurgias quando
comparados aos sem mutacdes. A maior limitacdo desse estudo foi o tamanho da

amostra.
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SEEE, 4 CASUISTICA E METODOS

4.1 Local e populacao do estudo

A populacdo deste estudo foi composta por pacientes em atendimento
ambulatorial na Fundacédo Altino Ventura diagnosticados com glaucoma congénito

primario.
4.2 Delineamento do estudo

Estudo tipo série de casos em uma populacdo de pacientes diagnosticados com
glaucoma congénito primario. Todos os dados foram colhidos e registrados em

prontuario eletrénico.
4.3 Periodo e amostra do estudo

Os pacientes foram avaliados no periodo de dezembro de 2016 a fevereiro de
2017. A amostra do estudo foi de 17 pacientes, totalizando 30 olhos, em virtude de 4

olhos terem sido eviscerados anteriormente a pesquisa.
4.4. Selecao dos pacientes

Os pacientes diagnosticados com glaucoma congénito primario foram

selecionados para o estudo na Fundacédo Altino Ventura.

4.4.1 Critérios de inclusao
Portadores de glaucoma congénito primario;
1. Pacientes atendidos nos ambulatérios de Oftalmologia da Fundacéo Altino
Ventura;
Qualquer faixa etaria;

3. Ambos 0s sexos.
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4.4.2 Critéri

os de exclusao

¢ Individuos com outras doencas oftalmoldgicas e/ou sistémicas que pudessem

estar associadas a glaucoma congénito.

4.5 Caracterizacdo da amostra

Segundo os critérios de inclusdo, os participantes da pesquisa foram
selecionados por ocasido do atendimento ambulatorial e/ou da avaliacdo durante
consulta oftalmoldgica na Fundacgéo Altino Ventura.

As seguintes etapas foram seguidas ap0s a identificacdo dos sujeitos do
estudo:

¢ Assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido pelo paciente e/ou responsavel;

¢ Preenchimento de formuldrio para registro de dados clinicos e epidemioldgicos pelos

pesquisadores responsaveis;
¢ Realizac@o dos exames oftalmologicos especializados;

¢ Agendamento e realizagdo de exame sob sedacdo no bloco cirdrgico para o paciente em que

ndo foi possivel o exame oftalmolégico ambulatorial;

¢ Coleta de uma amostra de 10 mL de sangue dos pacientes selecionados para realizagdo dos

exames relacionados a pesquisa.

4.6 Procedimentos

4.6.1 Procedimentos técnicos

No exame oftalmoldgico, foi feita a medida da acuidade visual com a melhor
correcdo, biomicroscopia e fundoscopia para avaliacdo da relacédo escavacéao/disco,
medida da pressao intraocular com tonémetro de Goldmann, paquimetria corneana
com paquimetro DGH4000B (DGH Technology, Inc., Exton, PA, USA) e medida do

diametro corneano horizontal foi realizada com uso de compasso para todos pacientes
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examinados no ambulatério. No caso do paciente examinado sob sedacédo, a mesma
avaliacao foi realizada, exceto por néo ter sido medida a acuidade visual e, para
minimizar os efeitos do agente anestésico, na ocasido do exame sob sedacao, a
tonometria ter sido realizada com tonémetro portatil de Perkins (Haag-Streit) dentro
dos primeiros cinco minutos da indugcdo anestésica.

ApGs a coleta da amostra de sangue, o material foi imediatamente armazenado
em tubos de vacuo estéreis, contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA),
mantido em temperatura ambiente e levado e armazenado em um banco de amostras
do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA - UFPE), onde foi extraido o
DNA de forma automatizada. Apéos essa fase, as amostras foram encaminhadas ao

Genomika para sequenciamento genético.

4.6.1.1 Coleta e armazenamento das amostras

Foram coletados 10 mL de sangue periférico em tubos contendo EDTA de cada
um dos 17 participantes da pesquisa. A coleta ocorreu no dia da consulta na FAV e
os pacientes foram identificadas pelos cédigos RC 01 até RC 17. As amostras
coletadas foram enviadas, em caixa de isopor com gelo, para congelamento a
temperatura de -80°C no Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), e foram

descongeladas apenas no momento do processamento e analise.

4.6.1.2 Extracdo automatizada de DNA

A extracdo automatizada do DNA foi realizada com QIAsymphony DNA Mini Kit
(Qiagen) no QIASymphony SP automated system (Qiagen), seguindo as instrucdes
do fabricante. A concentragdo do DNA eluido foi avaliada em NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific™) e posteriormente armazenado a -20°C até a realizacdo do
sequenciamento. A concentracdo e a qualidade das amostras estdao descritas na
Quadro 5. Os acidos nucléicos absorvem luz no comprimento de onda de 260 nm,
enquanto as proteinas absorvem luz no comprimento de onda de 280 nm. Desta
forma, a relacdo A260/A280 fornece um parametro de avaliacdo da qualidade das
preparacdes de acidos nucléicos. Valores inferiores a 1,8 resultam de contaminagéo

com proteina.
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Quadro 5. Concentracao e qualidade das amostras de DNA

Concentracdo das amostras do DNA

Participante ng/mL Fator de qualidade
RC 01 1211 1,85
RC 02 73,7 1,84
RC 03 98,8 1,85
RC 04 93,2 1,85
RC 05 80,8 1,85
RC 06 86,6 1,85
RC 07 83,2 1,85
RC 08 62,7 1,84
RC 09 72,1 1,85
RC 10 48,8 1,88
RC 11 101,3 1,85
RC 12 92,6 1,86
RC 13 67,5 1,85
RC 14 73,7 1,86
RC 15 80,3 1,84
RC 16 108,3 1,84
RC 17 74,3 1,83

Fonte: autor

ApoOs essa fase, as amostras de DNA extraido foram encaminhadas ao

laboratorio Genomika, onde foram submetidas ao sequenciamento genético.

4.6.1.3 Analise das amostras/Sequenciamento do gene CYP1B1

O DNA extraido foi submetido ao processo de amplificacdo por meio técnica de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com o reagente GoTaq Green Master Mix
2X (Promega, Madison, WI) de acordo com as especificacbes do fornecedor. O
procedimento de amplificacdo consiste em ciclos de 3 fases: desnaturagcdo do DNA,
hibridacdo dos iniciadores especificos para a regido alvo e a extensédo pela Taq
polimerase. Estes ciclos foram repetidos 30 vezes em cada reacao de amplificagéo.
Para isso foram utilizados 3 pares de primers, referentes aos 2 éxons do gene
CYP1B1. Foram amplificados todas as regides codificadoras e pelo menos 40 pares

de bases de regides intrbnicas flanqueando os éxons.
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Apbs a confirmacao do sucesso da amplificacdo em gel de agarose a 1%, as
regides de interesse de cada paciente foram misturadas em um anico tubo (realizagéo
de um pool) e quantificadas no equipamento Qubit 2.0. Cada pool (grupo) de pacientes
diferentes foram preparados para o sequenciamento de segunda geracao utilizando
Nextera XT DNA Library Prep Kit (Illumina), que funciona a partir do produto de PCR
por tagmentacdo (marcacao) e adicdo de adaptadores de acordo com o protocolo
fornecido pela fabricante. O sequenciamento de segunda geracéo, também conhecido
por Next Generation Sequencing (NGS), no equipamento lllumina MiSeq (lllumina,
San Diego, USA), utiliza a tecnologia de sequenciamento década amplicon por sintese
em um kit MiSeq Reagent Kit V2 (composto por enzima, dNTPs, ddNTPs marcados
com fluorescéncia e tampdes), conforme protocolo e programas recomendados pelo
fabricante. Esta técnica é capaz de amplificar centenas de milhares de vezes
fragmentos de DNA de diferentes individuos simultaneamente através de nucleotideos
marcados com fluorescéncia e lidos por um microscopio de alta precisdo. Apds o
resultado ser adquirido pelo equipamento, os dados brutos sédo processados por
ferramentas especificas de bioinformatica gerando arquivos individuais por pool de
paciente. A utilizacdo de controles de qualidade interno e externo assegura que todas
as etapas, desde a preparacao da amostra até a analise para a liberacdo, geraram
resultados confiaveis. As sequéncias produzidas foram processadas por uma equipe

de bioinformatica e transformada em dados analisaveis.

4.7 Procedimentos analiticos

Os dados foram coletados e organizados em uma planilha no programa
Microsoft Excel 2010. Os resultados das variaveis categoricas foram apresentados em
forma de tabela com suas respectivas frequéncias absoluta e relativa. As variaveis
guantitativas foram representadas por suas médias (medida de tendéncia central) e
desvios-padrédo (medida de dispersdo). Para verificacdo da existéncia de associacdo
das variaveis categoricas, foi utilizado o Teste Exato de Fisher e a para o célculo das
variaveis quantitativas para comparacédo entre dois grupos foi utilizado o teste de
Mann-Whitney. A significancia estatistica foi considerada admitindo-se como indice de

confianca 95% em todos os casos (p < 0,05) para rejeicdo da hipétese de nulidade.
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4.7.1 Célculo do tamanho da amostra

N&o houve calculo do tamanho amostral tendo em vista que a amostra foi de
conveniéncia, sendo composta por 17 pacientes que satisfizeram os critérios de

inclusao.

4.7.2 Expressao das variaveis

As variaveis quantitativas estudadas foram a idade na consulta, a idade no
diagnostico, o numero de medicacbes antiglaucomatosas em uso, a pressao
intraocular (aferida com tondmetro de Goldmann para 16 participantes da pesquisa e
para 1 participante com tonémetro portatil de Perkins (Haag-Streit) cujo exame foi
realizado sob sedacéo, dentro dos primeiros cinco minutos apés a inducao anestésica
para minimizar os efeitos do agente anestésico), a paquimetria corneana, o diametro
corneano horizontal e a relacdo escavacdo/disco. Também foram estudadas a
presenca de cegueira e as principais caracteristicas encontradas na biomicroscopia:
trabeculectomia, buftalmo, opacidade de cdrnea, estrias de Haab, presenca de tubo
de Ahmed e catarata, dentre outras. As varidveis quantitativas referentes a
caracteristicas clinicas foram estudadas para o olho direito e para o olho esquerdo.

As variaveis qualitativas ou categoricas estudadas foram o sexo, a presenca
de parentesco entre os pais (consanguinidade parental), a lateralidade e o nUmero de
cirurgias, que foi uma variavel categorizada em dois grupos: até 1 cirurgia e 2 ou mais
cirurgias em virtude de a maioria dos pacientes ndo dispor de informagéo precisa
deste numero por meio de entrevista e de dados analisados do histérico médico no
prontuario. Também foram analisadas a presenca de mutacdes e a de SNPs.

Com o objetivo de caracterizar a populacdo estudada, apresentamos as

frequéncias relativas (percentuais) e absolutas (n) da variavel qualitativa.
4.7.3 Testes estatisticos utilizados
Para andlise dos dados foi construido um banco de dados com informacdes de

17 pacientes com diagndstico de glaucoma congénito primario (APENDICE B). Os

dados foram analisados através do pacote estatistico do programa para Windows
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Statistical Package for the Social Sciences versao 13.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois,
EUA).

4.7.4 Forca da verdade

Foram adotados os seguintes parametros: foi utilizada uma forga da verdade
de 95% (p = 0.05).

4.8 Procedimentos éticos

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Pernambuco (CEP/UFPE), conforme parecer Consubstanciado namero
1.783.121 no dia 20 de outubro de 2016 (ANEXO B), bem como foi autorizada por
Carta de Anuéncia da Coordenacao da Fundacéo Altino Ventura.

Os participantes foram convidados a participar do estudo, e a inclusdo do
mesmo somente foi permitida, a partir da assinatura de Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (APENDICE C).

Este trabalho ndo adicionou riscos ao paciente em virtude de se coletar uma
amostra de sangue de apenas 10 mL.
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Dezessete pacientes com glaucoma congénito primario foram selecionados. As

caracteristicas da populacéo estudada estdo demonstradas na tabela 1.

Tabela 1. Perfil amostral da populacdo estudada

Variaveis n %

Sexo

Feminino 47,1

Masculino 9 52,9
Parentesco entre os pais

Sim 5 29,4

N&o 12 70,6
Lateralidade

Unilateral 2 11,8

Bilateral 15 88,2
Numero de cirurgias OD

Até 1 7 41,2

2 ou mais 10 58,8
Numero de cirurgias OE

Até 1 52,9

2 ou mais 47,1

Média = DP Minimo — M&ximo

Idade (anos) 27,7+11,4 2,7-485
Idade no diagndéstico (anos) 0,5+2,2 0,0-9,0
Numero de medicacdes em uso 2,7+13 0,0-4,0
PIO OD (mmHg) 18,3+ 8,7 6,0 — 40,0
PIO OE (mmHg) 15,9+ 11,6 4,0-48,0
Paquimetria OD (um) 578,6 £ 100,2 436,0 — 857,0
Paquimetria OE (um) 551,3+106,5 454,0 — 831,0
DCH OD (mm) 139+1,.3 12,0-16,0
DCH OE (mm) 14,2+1,6 12,0-16,0
Relacdo escavacéo/ disco OD 0,7+0,3 0,3-1,0
Relacdo escavacéao/ disco OE 0,8+0,3 0,2-1,0

DP= desvio padrdo; N= numero de pacientes; OD=olho direito; OE=olho esquerdo; PIO=presséo intraocular; DCH=Diametro

corneano horizontal
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Quanto a idade de inicio da doenca, isto é, quando ela foi diagnosticada,
encontramos 16 (94,12%) pacientes até completar os 3 anos de idade (todos esses
ao nascimento) e um (5,88%) paciente apds os 3 anos.

Quanto ao uso de medicacdo antiglaucomatosa, 15 (88,23%) individuos
faziam uso. Nenhuma medicacdo era usada por 2 (11,77%) participantes, 1
medicacdo por nenhum participante, 2 medicacdes por 4 (23,53%) participantes, 3
medicacbes por 6 (35,29%) participantes, 4 medicacbes por 5 (29,41%)
participantes. Nao se determinou quais medicacfes eram usadas no olho direito e
quais no olho esquerdo por falta de informacéao precisa.

Quanto ao numero de cirurgias para controle da PIO, 16 (94,12%) pacientes
tiveram cirurgia ocular, mas 1 (5,88%) nao teve. Nao se determinou o nimero exato
de cirurgias em todos os participantes por falta de informacdo precisa tanto no
prontuario quanto obtida do paciente e/ou do acompanhante presente na avaliagao.

A cegueira foi diagnosticada em pelo menos um olho em 14 (87,50%) de 16
pacientes em quem essa variavel foi avaliada. Ao se categorizar, a acuidade visual
com correcdo: até 20/70 (deficiéncia visual leve ou sem deficiéncia) que foi descrita
em 4 olhos direitos e em 2 olhos esquerdos; pior que 20/70 até 20/200 (deficiéncia
visual moderada) que foi descrita em 4 olhos direitos e em 1 olho esquerdo; pior que
20/200 até 20/400 (deficiéncia visual grave) que nao foi descrita em nenhum olho
direito e em 2 olhos esquerdos; pior que 20/400 (cegueira) que foi descrita em 8 olhos
direitos e em 11 olhos esquerdos; observacdo: em 2 olhos (1 participante), n&do foi
avaliada pois o exame foi sob sedagéo.

As principais alteragdes encontradas na biomicroscopia foram descritas depois
de examinados 17 olhos direitos e 13 olhos esquerdos, pois 4 olhos esquerdos tinham
sido eviscerados, mas cujas raz6es nao foram determinadas. Em relacéo a cOrnea, a
mesma foi considerada transparente em 10 olhos direitos e em 9 olhos esquerdos e
com opacidade em 7 olhos direitos e em 4 olhos esquerdos; além disso, foram
encontrados buftalmo em 4 olhos direitos e em 4 olhos esquerdos e estrias de Haab
em 3 olhos direitos e em 6 olhos esquerdos.

A média da relacéo escavacao/disco foi 0,7-0,8.

A doenca foi bilateral em 15 (88,2%) pacientes e unilateral em 2 (11,8%), sendo

1 no olho direito e 1 no olho esquerdo.
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O diametro corneano horizontal foi em média 14,05 mm (variando de 12 a 16 mm).
Para o olho direito foi em média de 13,9 mm e para o olho esquerdo foi em média de
14,2 mm.

A paquimetria corneana foi em média 578,6 um (de 436 a 857 um) para o olho
direito e 551,3 ym (de 454 a 831 pum) para o olho esquerdo.

Os principais achados biomicroscépicos no exame oftalmolégico dos 30 olhos

dos 17 pacientes com glaucoma congénito primario sdo mostrados na tabela 2.
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Tabela 2. Principais achados biomicroscopicos na consulta dos pacientes com glaucoma
congénito primario

Variaveis n %
Cegueira OD 8 50,0
Cegueira OE 11 68,8
Cegueira qualquer um dos olhos 14 87,5
Cegueira Bilateral 5 31,3
Trabeculectomia OD 11 64,7
Trabeculectomia OE 3 17,6
Buftalmo OD 5 29,4
Buftalmo OE 4 23,5
Opacidade de cérnea OD 6 35,3
Opacidade de cérnea OE 4 23,5
Estrias de Haab OD 3 17,6
Estrias de Haab OE 6 35,3
Tubo de Ahmed OD 4 23,5
Tubo de Ahmed OE 5 29,4
Ceratopatia em faixa OD 3 17,6
Ceratopatia em faixa OE 2 11,8
Neovasos de cérnea OD 1 59
Neovasos de cérnea OE 1 59
Catarata OD 5 29,4
Catarata OE 2 11,8
Corectopia OD 1 59
Corectopia OE 0 0,0
Nistagmo OD 3 17,6
Nistagmo OE 1 59
Iridotomia OD 1 5,9
Iridotomia OE 0 0,0
Megalocérnea OD 3 17,6
Megalocoérnea OE 1 59
Subluxacéo do cristalino OD 1 59
Subluxacéo do cristalino OE 0 0,0
Transplante de cérnea OD 1 5,9
Transplante de cérnea OE 0 0,0
Iridectomia OD 2 11,8
Iridectomia OE 0 0,0
Protrusdo corneana OD 0 0,0
Protrusdo corneana OE 1 5,9
Pseudofacia OD 0 0,0
Pseudofacia OE 4 23,5
Evisceracdo OD 0 0,0
Evisceracdo OE 4 23,5
Prétese OD 0 0,0
Prétese OE 3 17,6
Sinéquia posterior OD 0 0,0
Sinéquia posterior OE 1 59

OD=olho direito; OE-olho esquerdo
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Um total de 14 alteracdes de nucleotideos foram observadas neste estudo.
Destas, seis foram previamente relatados como codificacdo de polimorfismos de
nucleotideos Unicos (SNPs) em regido exonica e trés ja foram relatados como SNPs
intronicos. Cinco foram consideradas mutacbes de CYP1B1 patogénicas. Os

resultados estdo mostrados nas tabelas 3, 4 e 5.

Tabela 3. Mutacdes do gene CYP1B1 nos pacientes da pesquisa

Defeito no nucleotideo Mudanca na proteina Exon Codon  Tipo de mutacdo
c.55C>T p.Q19X 2 19 Nonsense
C.241T>A p.Y81IN 2 81 Missense
c.1310C>T p.P437L 3 437 Missense
€.1209_1210insTCATGCCACC p.T404fs 3 404 Frameshift
c.182G>A p.G61E 2 61 Missense

Os detalhes de todas as mudancas de nucleotideos séo apresentados abaixo.

5.1 Identificacdo das mutacdes reportadas patogénicas do gene CYP1B1

Mutacdo 10-bp insertion ¢.1209 1210insTCATGCCACC — Esta mutacéo
resultou em inser¢cdo de 10 pares de base, no éxon 3, na posicdo gendmica
38298287 (rs72466463)©4), entre os codons 1209 e 1210. Esta variante é uma
duplicacao e altera o quadro de leitura (frameshift). Esta mutagéo foi encontrada em

dois pacientes (RC15 e RC17) em heterozigose.

Mutacdo Glutaminal9stop (p.Q19X) — Esta mutacdo resultou em G sendo
substituido por A, no éxon 2, na posicdo genbmica 38302477 (rs72549388),
codificando nucleotideo niumero ¢.55. Isto resultou em mudanca de um cédon de
CAG por TAG e uma mudanca de aminoacido de glutamina por codon de parada
(Q19X), o que provoca a perda de 524 aminoéacidos. Esta mutacéo foi encontrada
em um paciente (RC09) em heterozigose. E uma variante tipo Nonsense. Nimero
OMIM 601771.0017.

Mutacdo Tirosina8lasparagina (p.Y81N) — Esta mutacdo resultou em A

sendo substituido por T, no éxon 2, na posi¢cao 38302291 (rs9282671), codificando
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nucleotideo nimero c.241. Isto resultou em mudanca de um coédon de TAC por AAC
e uma mudanca de aminoacido de tirosina por asparagina (Y81N). Esta mutacéo foi
encontrada em um paciente (RC09) em heterozigose. E uma variante tipo Missense.
Numero OMIM 601771.0017.

Mutacéo Glicina6lacido glutamico (p.G61E) — Esta mutacédo resultou em C
sendo substituido por T, no éxon 2, na posi¢do 38302350 (rs28936700), codificando
nucleotideo nimero ¢.182. Isto resultou em mudanca de um cédon de GGA por GAA
e uma mudanca de aminoacido de glicina por acido glutamico (G61E). Esta mutacao

foi encontrada em um paciente (RC17) em heterozigose. E uma mutagcao tipo

Missense.

Mutacéo Prolina437leucina (p.P437L) — Esta mutacg&o resultou em G sendo
substituido por A, no éxon 3, na posicdo 38298187 (rs56175199), codificando
nucleotideo nimero ¢.1310. Isto resultou em mudanca de um cédon de CCG por
CTG e uma mudanca de aminoacido de prolina por leucina (P437L). Esta mutacéo
foi encontrada em um paciente (RC15) em heterozigose e em um paciente (RC16)

em homozigose. E uma mutac&o tipo Missense.

Tabela 4. SNPs nos éxons do gene CYP1B1 nos pacientes da pesquisa

Aminoécido _ _ .
SNP Nucleotideo Base de Base de Aminoéacido Tipo de
codificado referéncia observada . observado mutacédo
referéncia

p.D449D c.1347 3 A G Aspartato Aspartato Sinbnima

p.vV432L €.1294 3 C G Valina Leucina Né&o-
sindnima

p.A119S c.355 2 C A Alanina Serina N&o-
sindnima

p.R48G c.142 2 G C Arginina Glicina N&o-
sindnima
p.v243V c.729 2 C G Valina Valina Sindnima

p.N453S €.1358 3 A G Asparagina Serina N&o-

sinbnima
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5.2 Polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs) ndo-patogénicos do gene CYP1B1

Além das mutacdes patogénicas descritas anteriormente, nove SNPs ja
reportados previamente foram identificados. Detalhes dos mesmos foram relatados
abaixo.

Aspartato449aspartato (p.D449D) — Nesta mutacdo, uma Unica base A foi
substituida por G, no éxon 3, na posicao genémica 38298150 (rs1056837), posicao
de nucleotideo 5174 no gene, codificando o nucleotideo nimero ¢.1347. Isto resultou
em uma mudanca de cédon de GAT to GAC e ndo houve mudanca de aminoécido
(aspartato) (p.D449D), uma mutacédo sindnima na proteina CYP1B1. Esta mutacao foi
encontrada em 12 pacientes e foi homozigota em 5 (RC01, RC06, RC09, RC10 e
RC11) e heterozigota em 7 (RC02, RC03, RC04, RC08, RC12, RC13 e RC14).

Valina432leucina (p.V432L) — Nesta mutacdo, uma UuUnica base C foi
substituida por G, no éxon 3, na posicdo genbmica 38298203 (rs1056836),
codificando o nucleotideo nimero ¢.1294. Isto resultou em uma mudanca de codon
de GTG para CTG e uma mudanca de aminoacido de valina para leucina (p.v432L),
uma mutacgdo ndo-sinénima na proteina CYP1B1. Esta mutac¢éo foi encontrada em 12
pacientes e foi homozigota em 5 (RC01, RC06, RC09, RC10 e RC11) e heterozigota
em 7 (RC02, RCO3, RC04, RC08, RC12, RC13 e RC14).

Alaninall9serina (p.A119S) — Nesta mutagdo, uma Unica base G foi
substituida por T, no éxon 2, na posi¢cao genémica 38302177 (rs1056827), codificando
0 nucleotideo nimero ¢.355. Isto resultou em uma mudanca de c6don de GCC para
TCC e uma mudanca de aminoacido de alanina to serina (p.A119S), uma mutacao
nao-sinbnima na proteina CYP1B1. Esta mutacdo foi encontrada em 7 pacientes,
todas em heterozigose (RC01, RC04, RC05, RC07, RC09, RC12 e RC14).

Arginina48glicina (p.R48G) — Nesta mutacdo, uma unica base C foi substituida
por G, no éxon 2, na posicdo gendmica 38302390 (rs10012), codificando o
nucleotideo nimero c.142. Isto resultou em uma mudanca de cdédon de CGG to GGG
e uma mudanca de amino&cido de arginina to glicina (p.R48G), uma mutacdo ndo-
sinbnima na proteina CYP1B1. Esta mutacao foi encontrada em 7 pacientes, todas
em heterozigose (RC01, RC04, RC05, RC07, RC09, RC12 e RC14).

Valina243valina (p.V243V) — Nesta mutag&do, uma Unica base C foi substituida
por G, no éxon 2, na posi¢cdo gendmica 38301803 (rs9341249), codificando o

nucleotideo numero ¢.729. Isto resultou em uma mudanca de codon de GAGto GTC



Estudo da presencga das mutagées do gene CYP1B1 em pacientes com glaucoma congénito — 49
Coélho REA

e ndo houve mudanga de aminoacido (valina), uma mutacdo sinénima na proteina
CYP1B1. Esta mutagdo foi encontrada em 2 pacientes, ambos em heterozigose
(RCO5 e RCO7).

Asparagina453serina (p.N453S) — Nesta mutag¢do, uma Unica base A foi
substituida por G, no éxon 3, na posicdo genbmica 38298139 (rs1800440),
codificando o nucleotideo numero ¢.1358. Isto resultou em uma mudanca de codon
de AAC para AGC e uma mudanca de aminoacido de asparagina to serina (p.N453S),
uma mutacao ndo-sinébnima na proteina CYP1B1. Esta mutacéo foi encontrada em 4
pacientes e foi homozigota em 1 (RCO06) e heterozigota em 3 (RC08, RC11 e RC13).

Também foram encontradas SNPs nos introns, descritas a seguir :

Substituicdo de Guanina (G) por Adenina (A) no intron 1 — Nesta mutacao, G
foi substituida por A na posicao genémica 38302544, posicao de nucleotideo 780 no
gene CYP1B1 (rs2617266) no intron 1. Isso foi observado em 5 pacientes, todos em
heterozigose (RC04, RC05, RC07, RC09 e RC12).

Substituicdo de Guanina (G) por Adenina (A) no intron 1 — Nesta mutacao, G
foi substituida por A na posicdo gendmica 38302546, no gene CYP1B1 (rs4987134)
no intron 1. Isso foi observado em 2 pacientes e foi homozigota em 1 (RC14) e
heterozigota em 1 (RC01).

Insercdo de Adenina (A) no intron 2 — Nesta mutacdo, A foi inserida na
posi¢cdo gendbmica 38298593, no gene CYP1B1 (rs34468862) no intron 2. Isso foi
observado em 10 pacientes e foi homozigota em 1 (RC16) e heterozigota em 9 (RCO04,
RCO05, RC07, RC08, RC12, RC13, RC14, RC15 e RC17).
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Tabela 5. Mutagdes e Polimorfismos de Nucleotideo Unico encontrados nos pacientes com
glaucoma congénito primario

Variaveis n %

Mutacbes
Sim 4 23,5
Nao 13 76,5

Tipo de mutacéao

Mutacdo homozigose ¢.55C>T:p.Q19X 0 0,0
Mutacéo heterozigose ¢.55C>T:p.Q19X 1 59
Mutacéo homozigose ¢.241T>A:p.Y81N 0 0,0
Mutacéo heterozigose ¢.241T>A:p.Y81N 1 59
Mutacéo homozigose ¢.182G>A:p.G61E 0 0,0
Mutacéo heterozigose ¢.182G>A:p.G61E 1 5,9
Mutacéo homozigose ¢.1310C>T:p.P437L 1 5,9
Mutacéo heterozigose ¢.1310C>T:p.P437L 1 59
Mutac¢éo homozigose ¢.1209 1210insTCATGCCACC:p.T404fs 0 0,0
Mutacéo heterozigose ¢.1209 1210insTCATGCCACC:p.T404fs 2 11,8
Tipo de SNP
SNP homozigose p.D449D 5 29,4
SNP heterozigose p.D449D 7 41,2
SNP homozigose p.V432L 5 29,4
SNP heterozigose p.V432L 7 41,2
SNP homozigose p.A119S 0 0,0
SNP heterozigose p.A119S 7 41,2
SNP homozigose p.R48G 0 0,0
SNP heterozigose p.R48G 7 41,2
SNP homozigose p.V243V 0 0,0
SNP heterozigose p.V243V 2 11,8
SNP homozigose p.N453S 1 5,9
SNP heterozigose p.N453S 3 17,6
SNP homozigose intron rs4987134 1 5,9
SNP heterozigose intron rs4987134 1 5,9
SNP homozigose intron rs2617266 0 0,0
SNP heterozigose intron rs2617266 5 29,4
SNP homozigose intron rs34468862 1 5,9
SNP heterozigose intron rs34468862 9 52,9

SNP= Polimorfismo de nucleotideo Gnico
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5.3 Correlagédo genotipo-fenétipo

As caracteristicas clinicas para as variaveis categoricas foram comparadas
entre 0s grupos com e sem mutagdo no gene CYP1B1l. Nao houve associacdo

significativa entre as caracteristicas analisadas e a presenca de mutacdo. Os dados

estao descritos na tabela 6.

Tabela 6. Comparacdo das caracteristicas clinicas para as variaveis categoricas entre 0s

grupos de acordo com a presenca de mutacdo no gene CYP1B1

Coélho REA

Mutacao
Sim N&o
Variaveis n (%) n (%) p-valor *
Sexo
Feminino 3(37,5) 5(62,5) 0,294
Masculino 1(11,1) 8 (88,9)
Parentesco entre os pais
Sim 2 (40,0) 3 (60,0) 0,538
Nao 2 (16,7) 10 (83,3)
Lateralidade
Unilateral 0 (0,0) 2 (100,0) 1,000
Bilateral 4 (26,7) 11 (73,3)
Numero de cirurgias OD
Até 1 1(14,3) 6 (85,7) 0,603
2 ou mais 3(30,0) 7 (70,0)
Numero de cirurgias OE
Até 1 3(33,3) 6 (66,7) 0,576
2 ou mais 1(12,5) 7 (87,5)
Caracteristicas Clinicas
Cegueira OD 2 (25,0) 6 (75,0) 1,000
Cegueira OE 2 (18,2) 9 (81,8) 0,547
Cegueira qualquer um dos olhos 3(21,4) 11 (78,6) 0,450
Cegueira Bilateral 1(20,0) 4 (80,0) 1,000
Trabeculectomia OD 2 (18,2) 9 (81,8) 0,584
Trabeculectomia OE 0 (0,0) 3 (100,0) 0,541
Buftalmo OD 1 (20,0) 4 (80,0) 1,000
Buftalmo OE 0 (0,0) 4 (100,0) 0,519
Opacidade de cérnea OD 1(16,7) 5(83,3) 1,000
Opacidade de cornea OE 0 (0,0) 4 (100,0) 0,519
Estrias de Haab OD 0 (0,0) 3 (100,0) 0,541
Estrias de Haab OE 0 (0,0) 6 (100,0) 0,237
Tubo de Ahmed OD 1(25,0) 3 (75,0) 1,000
Tubo de Ahmed OE 1 (20,0) 4 (80,0) 1,000
Catarata OD 1 (20,0) 4 (80,0) 1,000
Catarata OE 0 (0,0) 2 (100,0) 1,000

(*) Teste Exato de Fisher
OD=olho direito; OE-olho esquerdo
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As caracteristicas clinicas para as varidveis quantitativas foram comparadas
entre 0s grupos com e sem mutacao no gene CYP1B1. Nao diferenca estatisticamente
significativa em nenhuma das variaveis analisadas entre os grupos com e sem

mutacdo. Os dados estdo descritos na tabela 7.

Coélho REA

Tabela 7. Comparacéo das caracteristicas clinicas para as variaveis quantitativas entre os
grupos de acordo com a presenca de mutacdo no gene CYP1B1

Sim Né&o
Variaveis Média £ DP Média £ DP p-valor *

Idade (anos) 25,2+ 15,6 28,5+ 10,5 0,071
Idade no diagndéstico (anos) 23+45 0,0+0,0

NuUmero de medicacbes em uso 35+1,0 25+13 0,111
P1O OD (mmHg) 150+24 19,3+ 9,7 0,569
P10 OE (mmHg) 12,5+ 3,5 16,6 £ 12,6 0,746
Paquimetria OD (um) 524,3 + 20,6 598,4 + 111,0 0,117
Paquimetria OE (um) 523,0+ 17,0 557,6 + 117,9 0,814
DCH OD (mm) 13,6+ 1,3 14,0+ 1,4 0,605
DCH OE (mm) 13,5+ 2,1 143+ 1,6 0,478
Relacdo escavacéao/ disco OD 05+0,4 0,8+0,2 0,404
Relacdo escavacao/ disco OE 05+0,4 0,9+0,3 0,073

(*) Teste de Mann-Whitney
OD=olho direito; OE=0lho esquerdo
DCH=Diametro corneano horizontal
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I, 6 DISCUSSAO

O glaucoma congénito primario (GCP; OMIM 231300)™ é o tipo mais comum
de glaucoma na infancia, mas continua sendo raro. E uma doenca clinicamente e
geneticamente heterogénea e uma causa importante de cegueira infantil em todo o
mundo e as caracteristicas de deficiéncia visual em uma populac¢éo variam de acordo
com a acessibilidade aos servicos de saude(®5). O tratamento é principalmente
cirirgico®”59 e o gerenciamento dura a vida inteira. No mundo em desenvolvimento,
em destaque o Brasil, o diagnéstico tardio, o tratamento limitado e 0 acompanhamento
inadequado levam a um fardo mais pesado para o paciente e a comunidade. No Brasil,
um estudo avaliou 3.210 criancas portadoras de deficiéncia visual, tendo o glaucoma
congénito como responsavel por aproximadamente 11% dos casos®. Destacam-se a
epidemiologia e a genética da doenca, seu gerenciamento e prognostico atuais e as
limitacdes que enfrentam tanto os médicos oftalmologistas quanto os pacientes do
mundo em desenvolvimento.

De acordo com a Classificacdo Internacional de Doencas e Problemas de
Salide Relacionados 102 Revisdo (CID-10) - Versao para 201667, uma pessoa tem
comprometimento visual leve ou visdo normal, moderado ou grave quando sua visédo
no melhor olho corrigido é igual ou melhor do que 20/400 (categorias 0, 1 e 2 de
deficiéncia visual) e sdo cegos quando esse valor é pior do que 20/400 (categorias 3,
4 e 5)67, A cegueira foi diagnosticada em pelo menos um olho em 14 (87,50%) de 16
pacientes em quem essa variavel foi avaliada. Ao se categorizar, a acuidade visual
com corre¢do: até 20/70 (deficiéncia visual leve ou sem deficiéncia) que foi descrita
em 4 olhos direitos e em 2 olhos esquerdos; pior que 20/70 até 20/200 (deficiéncia
visual moderada) que foi descrita em 4 olhos direitos e em 1 olho esquerdo; pior que
20/200 até 20/400 (deficiéncia visual grave) que nao foi descrita em nenhum olho
direito e em 2 olhos esquerdos; pior que 20/400 (cegueira) que foi descrita em 8 olhos
direitos e em 11 olhos esquerdos; observacao: em 2 olhos (1 participante), n&o foi
avaliada pois o exame foi sob sedagao.

Neste estudo, a maior prevaléncia do acometimento do sexo masculino (52,9%)
é consistente com estudos anteriores®5253), A doenca foi bilateral em 15 (88,24%)

pacientes e este resultado esta de acordo com a literatura®>%, Também foi observada
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uma frequéncia de consanguinidade (29,4%) semelhante a estudo brasileiro prévio
que encontrou em 26,9%(8),

Quanto a idade de inicio da doenca, isto €, quando ela foi diagnosticada,
encontramos 16 (94,12%) pacientes até completar os 3 anos de idade e 1 paciente
(5,88%) apods os 3 anos, semelhante a literatura®0.

A média de idade dos pacientes € de 27,7 anos (x11,4). Este parametro foi
importante para mostrar o resultado a longo prazo da doencga, ja que tivemos 59,38%
dos olhos (32 olhos) com acuidade visual final pior que 20/400. A presente pesquisa
€ semelhante, nesse ponto de avaliacdo de resultado a longo prazo, a de Weisschuh
et al.2 cuja idade média dos pacientes foi de 37,5 + 16,5 anos e cujo resultado visual
foi pobre independente da presenca ou auséncia de mutacdo (31,58% dos olhos
tiveram acuidade visual pior que 20/400). Além disso, no atual estudo, a cegueira foi
diagnosticada em pelo menos um olho em 14 (87,50%) de 16 pacientes em quem
essa variavel foi avaliada e, em 63,3% dos olhos, houve diagnostico de cegueira. Este
dado é bem diferente do estudo prévio alemao de Weisschuh et al.%?, em que 31,58%
dos olhos evoluiram para cegueira. A diferenca entre as percentagens pode se dever
ao tamanho amostral e/ou a rapidez do acesso ao servigo de salde com diagndstico
e tratamento adequados tenha minimizado o efeito terrivel desta doenca.

O tratamento medicamentoso € limitado para controle da PIO no GCP, tendo
papel adjuvante no pré-operatério e no pds-operatdrio®?. Neste estudo, o grupo com
mutacdo teve maior necessidade de manter uso de medicacdo antiglaucomatosa
como tratamento adjuvante a longo prazo em comparagao com 0 grupo sem mutacao
e este dado esta de acordo com estudo prévio de Cardoso et al.(®2).

O numero de procedimentos cirlrgicos a que 0s pacientes avaliados neste
estudo foram submetidos ao longo da vida para controle da PIO foi de 2 ou mais
cirurgias em mais de 50% dos casos e isto € preocupante por deixar claro que a 12
cirurgia foi ineficiente para a maioria. Isto € corroborado por Campos-Mollo et al.®),
em estudo anterior, mas é contradito por Beharro et al.®), em outro estudo. Ainda, de
acordo com Papadopoulos et al.®®, em 2007, 50% dos olhos requerem mais de uma
cirurgia para controle da P1O dentro do primeiro ano.

A média da relacao escavacao/disco foi 0,7 £ 0,3 para o olho direito e 0,8 + 0,3
para o olho esquerdo. Este resultado é diferente do que ja foi publicado na literatura

em diferentes partes do mundo com médias entre 0,36 e 0,59(361.63),
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O diametro corneano horizontal foi em média 14,05 mm (variando de 12 a
16mm). Em pesquisas realizadas em outros paises, esta média foi semelhante a do
presente estudo(®5559),

A paquimetria corneana foi em média 578,6 + 100,2 um para o olho direito e
551,3 £ 106,5 ym para o olho esquerdo. Na literatura, correlacdoes entre espessura
corneana central e outras variaveis ja foram estudadas e nenhuma diferenca
estatisticamente significante foi encontrada para esta variavel entre os olhos direitos
e esquerdos. Pode-se considerar a paguimetria como exame a ser realizado para
seguimento dos casos suspeitos ou confirmados de glaucoma congénito®?. O
resultado da presente pesquisa foi importante para aumentar o conhecimento sobre
essa variavel no GCP ja que tanto ha autores como Henriques et al.(’%, que mostraram
corneas mais finas nos portadores de GCP quanto ha outros quanto outros que
mostraram nao haver diferenca estatisticamente significante entre os portadores e 0s
controles(D.

O gene CYP1B1 é reconhecidamente associado ao glaucoma congénito
primario(7:1214.154546) A prevaléncia de mutacGes associadas com a doenca é variavel
em diferentes populacées e etnias, como menos de 10% no México, 20% no
Japao®y), 28,57% em Portugal©?, 40% em Marrocos(’®, 70% no Ira¥ e de 80 a 100%
na Arabia Saudita®*>® e na populagdo cigana da Eslovaquia®?. A consanguinidade
parental pode ser relacionada a prevaléncia relativamente maior de variantes
patogénicas nessas Ultimas duas populacdes. No Brasil, diferentes resultados em
termos de porcentagem de mutacbes foram encontrados pelos autores: 50% por
Stoilov et al.8 e 30% por Della-Paolera et al.®*¥. No presente estudo, encontrou-se a
prevaléncia de 23,53% de pacientes com mutacgdes.

Jansson et al.(™®, em 2001, descreveram que a proteina mutante p.G61E
perdeu 60% de sua estabilidade e os efeitos da mutacao na fungéo da proteina, por
meio de um ensaio enzimatico, confirmou ainda a diminuicdo da sua atividade
catalitica (50% a 70%) para todos o0s substratos quando comparada a proteina do tipo
selvagem e os resultados sugerem que, se um metabdlito de CYP1B1 ou eliminacéo
de um metabdlito pela CYP1B1 for necessario para o desenvolvimento normal de
tecido embrionario ou fetal, a aparéncia dessa mutacdo pode resultar em
anormalidades de desenvolvimento. Ja& Chavarria-Soley et al.?3, encontraram uma

atividade enzimética de menos de 10% para esta mutacdo. No presente estudo,
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encontramos essa mutacao em um Unico paciente (5,9% dos casos), que era do sexo
feminino.

Algumas proteinas mutantes, como a p.P437L ja foram estudadas por Medina-
Trillo et al.(7®), em 2016, e se mostraram valores de atividade catalitica variando de 0%
a 4% da proteina de tipo selvagem e foram consideradas variantes nulas. Esses
resultados confirmam a patogenicidade das variantes mutantes analisadas e ainda
apoiam o conceito de que os niveis de atividade de CYP1B1 ausentes ou muito baixos
sao o principal defeito molecular envolvido na patogénese de GCP.

Choudhary at al. ¥, em 2008, afirmam que as mutagdes da proteina CYP1B1
afetaram fortemente a estabilidade, facilidade de expressdo e propriedades
enzimaticas da proteina e que isto foi relacionado a posicdo das substituicdes de
aminodacidos na estrutura proteica. A mutacdo Y81N envolve residuo localizado perto
da superficie distal e causa uma estabilidade muito reduzida e inibe severamente todo
o volume de renovacéo do substrato. J& Chavarria-Soley et al.?3, propuseram que
essa mutacao pode agir diminuindo a abundancia da enzima.

Lim et al.®%, em 2012, observaram que a insercdo de 10 pb (c.1209
1210insTCATGCCACC) resulta em um deslocamento de quadro de leitura seguido de
codons de parada prematura, causando alteracdes de aminoacidos p.Thr404fs*30 em
seu novo quadro de leitura. Tais deslocamentos alteram a composicdo dos
aminoécidos que compdem a enzima CYP1B1 e modificam drasticamente a estrutura
da proteina CYP1B1, tornando a proteina funcionalmente inativa.

A mutacdo Q19X citada por Stoilov et al.®®), em 2002, produz uma proteina
CYP1B1 truncada por provocar uma mudanca de glutamina por um cédon de parada
prematuramente e que ndo possui todos os dominios funcionais. Torna-se, portanto,
uma proteina nao-funcionante.

Os seis SNPs descritos em éxons neste estudo ndo alteram o fendétipo da
doenca e ja foram previamente identificados em individuos afetados e controles
saudaveis®38:52-55)  Também foram encontrados trés SNPs em introns que n&o
alteram o fenotipo da doenca e dos quais dois (rs4987134 e rs34468862) ndo tiveram
citacdo encontrada na literatura, mas um (rs2617266) foi descrito por Tanwar et al.®3),
em 20089.

A correlacdo genotipo-fenotipo tem mostrado grande variabilidade em relacdo
ao gene CYP1B1 e o glaucoma congénito primario. Weisschuh et al.®?, em 2009,

compararam um grupo de pacientes com glaucoma congénito primario com mutagoes
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no gene CYP1Bl1 com um grupo sem mutacdo, ndo observaram diferencas
significativas entre eles em relacdo a idade de aparecimento, a gravidade do quadro
clinico e a resposta ao tratamento e concluiram que o resultado visual foi pobre
independente da presenca ou auséncia de mutagdo. Campos-Mollo et al.®), em 2009,
ndo mostraram diferencas com significancia estatistica entre portadores e nao
portadores de mutacdes em relacdo ao acometimento ocular, a idade do diagndstico,
ao género e ao numero de intervencdes cirdrgicas. O presente estudo também néo
apontou diferenca estatisticamente significante no fendtipo entre a populacdo com
glaucoma congénito primario com e sem mutacdo no gene CYP1B1, embora a
limitacdo dos custos da pesquisa e, consequentemente, o numero limitado de
participantes possa ter contribuido com esta conclusdo. Outros estudos descreveram
resultados similares544),

Entretanto, outras pesquisas relataram que 0s pacientes com glaucoma
congénito primario e mutacdes no gene CYP1B1 tendiam a ter um fenétipo mais grave
com idade de aparecimento mais precoce(?6:27.38,60.62.63) ' anyolvimento bilateral(®7.38.61)
e prognostico pior, com mais de uma intervencdo cirdrgica para atingir a PIO
alvo(?6:5461.63) Chen et al.®®, em 2013, afirmaram que a combinacdo de escore de
opacidade corneana e genétipo do CYP1B1 podem predizer o resultado cirirgico em
termos de controle da PIO no pos-operatdrio. Abu-Amero et al.®®, em 2011,
concluiram que os individuos com variantes patogénicas do CYP1B1 apresentaram
maiores indices de visitas pos-operatério em termos de opacidade de cérnea pos-
operatoria e a necessidade de medicamentos antiglaucomatosa do que individuos
sem variantes patogénica.

Martin et al.(’”), em 2000, especularam que individuos com alteracdes
heterozigdticas do gene CYP1B1 podem exibir menor gravidade da doenca do que
aqueles com alteragdes homozigéticas. Todavia, Lim et al.69, em 2012, em sua
coorte, observou que ambos 0s casos heterozigoticos quanto os homozigotos
compostos tiveram cursos clinicos de doenca indiscriminadamente.

Essa divergéncia de resultados ndo esta bem explicada e, possivelmente,
poderia ser consequéncia das diferencas regionais, porcentagem de casamentos
consanguineos, variedade de técnicas cirurgicas, acesso imediato ao servico de
saude, tempo de seguimento pos-operatério, composi¢cao das amostras populacionais

estudadas e outros fatores ainda ndo estabelecidos.
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Nesta pesquisa, o0 resultado visual foi escasso independente da presenca ou
auséncia de mutacdo para grande parte dos pacientes estudados e ndo houve
diferencas significativas entre os achados clinicos dos casos com e sem mutacao.
Além disso, o conhecimento sobre a genética do GCP ainda esta longe de ser
completo e permanece um desafio para mais pesquisas futuras. Assim, a identificacéo
precoce de sinais e sintomas do GCP e também de familias portadoras de mutacdes
ligadas a doenca pode ter um impacto significativo na predicdo da gravidade da
mesma e pode ajudar a prever o resultado cirirgico. Sao necessarios mais esforcos
para fornecer efetividade, triagem oportuna das criancas e alocacdo de recursos
adequados para permitir que os profissionais de salude reduzam a taxa de cegueira

evitavel no Brasil.
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W, 7 CONCLUSOES

A analise dos resultados encontrados no presente estudo permite concluir que:

1. Mutacgdes patogénicas no gene CYP1B1 foram encontradas em 23,5% dos
pacientes, sendo elas 5 diferentes (Q19X, Y81N, P437L, T404fs, G61E) e ndo se
encontrou correlacdo genotipo-fendtipo estatisticamente significante (p < 0,05);

2. Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) intragénicos do gene CYP1B1 foram
detectados em todos os pacientes, sendo eles 9 diferentes tipos: seis em éxons
(D449D, V432L, A119S, R48G, V243V, N453S) e 3 em introns (rs4987134,
rs34468861, rs2617266);

3. A cegueira e as principais alteracbes encontradas na biomicroscopia foram
descritas em 17 olhos direitos e 13 olhos esquerdos, pois 4 olhos esquerdos
tinham sido eviscerados. A cegueira foi diagnosticada em pelo menos um olho em
14 (87,50%) de 16 pacientes e em 63,3% dos olhos, sendo em 8 olhos direitos e
em 11 olhos esquerdos. A cornea foi considerada transparente em 10 olhos
direitos e em 9 olhos esquerdos e com opacidade em 7 olhos direitos e em 4 olhos
esquerdos; além disso, foram encontrados buftalmo em 4 olhos direitos e em 4
olhos esquerdos e estrias de Haab em 3 olhos direitos e em 6 olhos esquerdos. A
média da relacdo escavacao/disco foi 0,7+0,3 para o olho direito e 0,8+0,3 para o
olho esquerdo. A pressao intraocular foi em média 18,3 + 8,7 mmHg para o olho
direito e 15,9 =+ 11,6 mmHg para o olho esquerdo. O diametro corneano horizontal
foi em média 14,05 mm (variando de 12 a 16 mm), sendo para o olho direito de
13,9 mm e para o olho esquerdo de 14,2 mm. A paquimetria corneana foi em
meédia 578,6 um (de 436 a 857 um) para o olho direito e 551,3 um (de 454 a 831
pum) para o olho esquerdo;

4. A idade média dos pacientes foi de 27,7 anos e a idade do diagnostico foi em
94,1% ao nascimento e em 5,9% apdés os 3 anos. Houve relato de
consanguinidade parental em 29,4% dos casos;

5. A média de medicac¢fes antiglaucomatosas em uso foi de 2,7+1,3. Os pacientes
foram submetidos a cirurgia ocular em 94,1% dos casos, embora 0 nimero exato
de cirurgias ndo tenha sido possivel identificar em todos o0s sujeitos por falta de

informacéo.
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ABSTRACT

To explore CYP1B1 mutations in patients from Northeastern of Brazil with
primary congenital glaucoma (PCG) and their possible correlations with the
clinical features of the disease. DNA sequencing analysis of the CYP1B1 gene was
used to screen 17 patients with PCG followed on Altino Ventura Foundation and
Recife, Pernambuco, Brazil. The effect of mutations on the phenotype of the
patients was also assessed. Presence and type of mutations in CYP1B1 gene,
age at evaluation, age at diagnosis, sex, laterality, kinship between parents,
intraocular pressure, corneal diameter thickness, final visual acuity, cup/disc
ratio, number of surgical interventions, and number of antiglaucoma medications
required, and information from the medical record were noted. Mutations in the
CYP1B1 gene in 4 patients (23.5%) were detected, compound one homozygote
and the others heterozygotes. Five types of mutations were identified: c.55C>T,
C.182G>A, c241T>A, ¢.1209 1210insTCATGCCACC, and c.1310C>T. All
patients with these mutations developed bilateral PCG, whereas in the group
without mutations 13 (84.61%) showed bilateral disease. In all the variables (age
at diagnosis, age at evaluation, IOP at evaluation, horizontal corneal diameter,
bilaterality, corneal thickness, number of surgical interventions, number of
antiglaucoma medications required, corneal haze, Haab’stries, buphthalmia,
cup/disco ratio, sex blindness, besides consanguinity), no significant differences
between the groups were detected (p > 0.05 for all comparisons). This study is
the first to report the variety of mutations and SNPs in the CYP1B1 gene in a group
of patients from Northeastern of Brazil with PCG. Besides, it was not yet possible

to establish a genotype-phenotype correlation.
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Introduction
Primary congenital glaucoma (PCG) (PCG; OMIM 231300) [1] is a rare and severe
genetic disease typically diagnosed during the first year of life as an important cause
of childhood blindness worldwide [2]. The disease is hallmarked by an increase of
intraocular pressure (IOP) secondary to obstruction of the drainage of the aqueous
humor due to the defect of trabecular issue (anterior segment of the eye trabecular
dysgenesis), which leads to the and optic nerve damage [3-5]. This type of glaucoma
is not related to other ocular or systemic diseases. Other PCG clinical features
include corneal edema, enlargement of the globe (buphthalmia), corneal enlargement
and rupture of Descemet’'s membrane (Haab’s Striae), besides photophobia,
epiphora, and blepharospasm [6-8].

PCG is the most common type of glaucoma in childhood with an overall
incidence rate of 1:10.000 births, which may range widely [9]. PCG exhibits a high
prevalence in inbreed populations where consanguinity is common, such as in Saudi
Arabia (1:2500) [6], among a Southern Indian population (1:3.300) [10] and among
Slovakian gypsies (1:1.250) [11]. Previous studies have suggested that individual
carriers of CYP1B1 mutation that causes autosomal recessive congenital glaucoma
may be higher than expected in the United States population [12]. Although most
cases are sporadic, it is possible to recognize a genetic inheritance pattern in about
10 to 40% of them [13]. In the first previous study involving Brazilian patients,
mutations related to CYP1B1 gene were found in 50% of the individuals [14],
however other study showed different rate (30%) [15].

Five chromosomal loci have been associated with the disease. The most
important was the first, mapped on chromosome 2p21 (GLC3A); the second, on

chromosome 1p36.2-p36.1 (GLC3B); the third, on chromosome 14g24.3 (GLC3C);
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the fourth, on chromosome 14g24.2-924.3 (GLC3D). The latter two are adjacent but
do not overlap [16]; and the fifth, on chromosome 9p21.2 (GLC3E). However, only
three genes were identified as causing primary congenital glaucoma: CYP1B1
(cytochrome P450, family 1, subfamily B, polypeptide 1) in the GLC3A locus, LTBP2
(latent protein binding factor of beta 2 growth) at the GLC3D and TEK (tyrosine
kinase receptor) locus at the GLC3E locus. It is still attempted to clarify the role of the
proteins encoded by these genes in the etiology of the disease [16-18].

Actually, more than 140 mutations related to CYP1B1 gene coding
sequence and PCG-linked have been reported [19, 20]. The incidence of
CYP1B1 gene mutations varies across geographic locations and different
populations, being higher in inbred populations [11, 14, 21-26]. According to our
literature search, there are few studies in Brazilian population with PCG, besides
none has focused on the Northeastern of the country in the last ten years.

This study aims to determine the frequency and type of mutations in the
CYP1B1 gene of patients from Northeastern of Brazil with the diagnosis of PCG
and try to establish a correlation between the changes found in pathogenic sequence
of CYP1B1 gene and clinical aspects of the disease.

Due to PCG can exhibit variable phenotype, we believe that in ethnically
diverse populations such as the Northeastern of Brazil may have an important benefit

on PCG care by earlier identification and treatment lowering unnecessary blindness.

Materials and Methods
Ethics Statement
This study followed the tenets of the Declaration of Helsinki and all participants or

their legal persons signed the free and informed consent term. The study was
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approved by the research ethical committee (proposal number # 1.783.121) of Health

Sciences Center at Federal University of Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil.

Homing patients

This was a cross-sectional observational study of patients with PCG followed on
Altino Ventura Foundation (Recife, Pernambuco, Brazil). The sample included 17
Brazilian patients with PCG evaluated in the period from December 2016 to February
2017.

Seventeen nonrelated patients with PCG diagnosis in medical records
underwent eye examination by means of slit lamp examination, fundoscopy,
assessment of intraocular pressure with Goldmann or Perkins tonometer,
measurement of cornea diameter and thickness as possible or under general
anaesthesia if needed. Best corrected visual acuity was measure using the Snellen
chart at twenty feet distance for those examined at the physician’s office and not
measure for whoever examined under general anaesthesia. The ultrasonic
pachymetry was performed by means of the DGH4000B Pachymeter (DGH
Technology, Inc., Exton, PA, USA). Ten consecutive measurements were performed
in each eye (the mean was determined) after instillation of a drop of anesthetic eye
drops. The corneal diameter measurement was performed with the aid of an
ophthalmic compass. The patients were comfortably accommodated in the
examination chair and the horizontal corneal diameter was determined. An interview
asking about gender, parental consanguinity, age at disease onset, number of
glaucoma medications and number of ocular surgeries was performed. Patients with
ocular or nonocular findings compatible with secondary (or developmental) glaucoma

and/or any other ocular or systemic disease that could lead to optic disc
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abnormalities mimicking glaucomatous lesions would have been excluded from the

study if had been mistakenly selected.

Analysis of CYP1B1 gene

Genomic DNA was isolated from peripheral blood samples of all patients, according
to standardized protocols. The genomic DNA was amplified by polymerase chain
reaction (PCR) with GoTaq Green Master Mix reagent 2X (Promega, Madison, WI)
according to vendor specifications using 3 pairs of specific primers corresponding to
coding sequence and intronic flanking region of exons of the CYP1B1 gene. After
confirming the success of the 1% agarose gel amplification, the regions of interest of
each patient were mixed in a single tube (performing a pool) and quantified in the
Qubit 2.0 equipment. Each pool of different patients was prepared for second
generation sequencing using Nextera XT DNA Library Prep Kit (lllumina) that works
from the PCR product by tagging and adding adapters, according to the protocol
provided by the manufacturer. The second-generation sequencing, also known as
Next Generation Sequencing (NGS), in the lllumina MiSeq equipment (lllumina, San
Diego, USA), uses the technology of sequencing each amplicon by synthesis in a
MiSeq Reagent Kit V2 kit (composed of enzyme, dNTPs, fluorescently labeled
ddNTPs and buffers) according to protocol and programs recommended by the
manufacturer. After the result is acquired by the equipment, the raw data is
processed by specific bioinformatics tools generating individual files per patient pool.
The use of internal and external quality controls ensures that all steps, from sample
preparation to release analysis, have yielded reliable results. The sequences
produced were processed by a bioinformatics team and transformed into analyzable

data.
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Statistical analysis

The data were loaded into the Statistical Program for the Social Sciences (version
13.0; SPSS, Chicago, IL, USA). Mann-Whitney U test was done to compare means
of the 2 independent samples and Fisher’s exact test was done to compare
categorical variables. A p value <0.05 was used for evidence of statistical

significance.

Results

A total of 17 Brazilian patients with the diagnosis of PCG were analyzed, 8 (47.06%)
of whom were female and 9 (52.94%) of whom were male. Among these 17 patients,
15 (88.24%) showed bilateral involvement. The age at diagnosis ranged between 0
and 9 years (mean 0.53 + 2.18 years). In the clinical evaluation performed, horizontal
corneal diameter ranged from 12 to 16 mm (mean 14.05 = 1.42 mm) and mean IOP
values were 17.31 + 9.84 mm Hg. It was performed at least 2 surgical procedure in

18 eyes (52.9%) was required.

Analysis of CYP1B1 gene

Mutations in the CYP1B1 gene with pathologic significance were identified in 4
patients (23.5%). Most of these were missense mutations: ¢.182G>A, ¢.241T>A, and
€.1310C>T. One nonsense (c.55C>T) and 1 frameshift
(c.1209_1210insTCATGCCACC) were also detected. We find 1 case of homozygoty

(Table 1).



Estudo da presencga das mutagées do gene CYP1B1 em pacientes com glaucoma congénito — 75
Coélho REA

Table 1 - CYP1B1 gene mutations identified in patients from Northeastern of Brazil with the diagnosis
of PCG

Patients Nucleotide defect Protein Exon Cod Zigozity Type of
change on mutation
RC09 c.55C>T p.GIn19stop 2ndexon 19 Heterozygote  Nonsense
C.241T>A p.Tyr81Asn 2ndexon 81 Heterozygote Missense
RC15 c.1310C>T p.Pro4d37Leu  3"dexon 437 Heterozygote  Missense
. nd .
%%Zé)'gcglOmsTCAT p.Thr404fs 3ndexon 404 Heterozygote Frameshift
RC16 c.1310C>T p.Pro437Leu  3"exon 437 Homozygote  Missense
RC17 €.1209_1210insTCAT  p.Ala404fs 3ndexon 404 Heterozygote = Frameshift
GCCACC
c.182G>A p.Gly61Glu 2ndexon 61 Heterozygote  Missense

PCG = primary congenital glaucoma.

All of the 5 mutations identified had previously been described in patients with
PCG of different populations (c.55C>T, c.182G>A, c.241T>A,
€.1209_1210insTCATGCCACC, and c.1310C>T) [17].
Nine alterations were reported as single nucleotide polymorphisms: c.-1-12C>T
(intron 1-rs2617266); c.-1-14C>T (intron 1-rs4987134); c.1044-141_1044-140insT
(intron 2—rs34468862); c.142C>G (R48G-exon 2-rs10012); ¢.355G>T (A119S—exon
2-1s1056827); ¢.729G>C (V243V—exon 2— rs9341249); ¢.1294C>G (V432L-exon 3—
rs1056836); ¢.1347T>C (D449D- exon 3-rs1056837) and c.1358A>G (N453S—exon

3-rs1800440) (dbSNP-http://www.ncbi.nim.nih.gov/SNP/).

Genotype-phenotype correlation

In order to study the relationship between genotype and phenotype, a
comparison was made between the clinical findings of patients with mutation of
the CYP1B1 gene and the findings of patients without an identified mutation. To
this end, several clinical parameters were assessed, such as age at diagnosis,
age at evaluation, IOP at evaluation, horizontal corneal diameter, bilaterality,

corneal thickness, number of surgical interventions, number of antiglaucoma
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medications required, corneal haze, Haab’stries, buphthalmia, cup/disco ratio,

sex, blindness, besides consanguinity.

While all patients (100%) in the group with mutation developed bilateral GCP,

11 (84.6%) showed bilateral disease in the group without mutation (P = 1.000). In all

the variables, the differences did not reach statistical significance (P > 0.05 in all

comparisons) (Table 2).

Table 2 - Clinical parameters and demographic profile of patients from Northeastern of Brazil with
PCG and mutation of the CYP1B1 gene and patients without identified CYP1B1 gene mutations

Clinical parameters Patients with mutation Patients without mutation p-Value
(n=4) (n =13)
Sex, n (%)
Female 3(37.5) 5 (62.5) 0.294**
Male 1(11.2) 8 (88.9)
Consanguinity, n (%) 2 (40.0) 3 (60.0) 0.538**
Age at diagnosis, y 23+45 0.00+x0.00 - *
Age at evaluation, y 25.2+15.6 28.5+10.5 0.071*
Number of antiglaucoma 35+1.0 25+1.3 0.111*

medications required

IOP at evaluation, mm Hg
(RE/LE)

Blindness in at least one
eye

Horizontal corneal
diameter, mm (RE/LE)
Corneal thickness, mm
(RE/LE)

Number of surgical

interventions (RE/LE), n (%)

0-1

22
Corneal haze (RE/LE), n
(%)
Haab’ strie (RE/LE), n (%)

Buphthalmia (RE/LE), n (%)

Cup/disc ratio (RE/LE)

15.0+£24/125+35
21.4
136+1.3/135+2.1

524.3 +20.6/
523.0+17.0

1(14.3) /3 (33.3)
3(30.0) /1 (12.5)
1 (16.7) /0 (0,0)

0 (0.0) / 0 (0.0)
1 (20.0) / 0 (0.0)
0.5+0.4/0.+0.4

19.3+9.7/16.6 £12.6
78.6
140+£14/143+£1.6

598.4 +111.0/
557.6 +117.9

6 (85.7) / 6 (66.7)
7 (70.0) / 7 (87.5)
5 (83.3) / 4 (100.0)

3 (100.0) / 6 (100.0)
4 (80.0) / 4 (100.0)
0.8+0.2/0.9+0.3

0.569 /0.746*

0.450**

0.605/0.478*

0.117/0.814*

0.603/0.576**

1.000/ 0.519**

0.541/70.237**
1.000/0.519**
0.404/0.073*

IOP = intraocular pressure; PCG = primary congenital glaucoma; Values are mean + SD; (*) Mann-Whitney Test; (**) Fisher’s Exact

Test
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Discussion
The CYP1B1 gene is the gene most known to be associated with PCG in
different populations. A large number of gene mutations causing PCG have been
reported, with an incidence that varies among different ethnic groups and
geographical location. However, the role of this gene in patients from
Northeastern of Brazil with PCG has not been described, and there are few
studies that have investigated its role in Brazilian populations [14, 15, 27, 28].

This study included 17 Brazilian patients diagnosed with PCG who were
subjected to DNA sequence analysis of CYP1B1 gene to determine the incidence
and type of mutations in this gene. Possible correlations between the presence of
mutations and the clinical aspects of the disease were also covered.

CYP1B1 gene mutations were identified in 4 (23.53%) of the 17 patients, in
only one case it was homozygote. Five types of mutations were detected, all of them
had already been identified in other populations [29—-33], but c.182G>A and
c.241T>A have never been cited in Brazilian patients. Besides according to our
knowledge, the mutation ¢.55C>T was only reported in Brazil [14, 15].

The prevalence of mutations associated with the disease is variable in different
populations and ethnicities. The rate of patients with the CYP1B1 gene mutation
found in our study (23.53%) is comparable to rates observed in other populations,
such as in Mexico (10%), Japan (20%) and Portugal (28.57%) [34—36]. However, this
rate is lower compared to that observed in populations with higher rates of
consanguinity, such as in Morocco (40%), Iran (70%), Kuwait (70.6%) and Saudi
Arabia and Slovakian gypsies (80-100%) [6, 11, 37-39]. In Brazil, different results
were found by the authors: 50% by Stoilov et al. [3] and 30% by Della-Paolera et al.

[15]; however, differently as made in this study, those Brazilian researches did not
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included patients from Northeastern of Brazil, where live almost 57 million of
people.

The six SNPs identified in exons in this study do not alter the disease
phenotype and were previously described in affected individuals and healthy
controls. Likewise, three SNPs were found in introns; of them, two (rs4987134 and
rs34468862) had no citation found in the literature, but one (rs2617266) was
described by Tanwar et al. [22].

Almost all of CYP1B1 gene mutations identified were heterozygotes,
showing that allelic heterogeneity presents in patients from Northeastern of Brazil
with PCG, which is in agreement with the low rate of consanguinity existing in
this region. Martin et al. [40] speculated that individuals with heterozygous CYP1B1
gene mutations may exhibit less disease severity than those with homozygous
changes. However, Lim et al. [41] observed in their cohort that both heterozygous
cases and compound homozygotes had indiscriminately clinical courses of
disease. This divergence of results is not well explained and possibly could be a
consequence of regional differences, percentage of consanguine marriages, variety
of surgical techniques, immediate access to the health service, postoperative follow-
up time, composition of population samples studied and others factors not yet
established.

Concerning the genotype-phenotype correlation in patients with PCG, it
has shown great variability in relation to the CYP1B1 gene and the primary
congenital glaucoma. Weisschuh et al. [42] compared a group of patients with PCG
with mutations in the CYP1B1 gene with a non-mutating group e they did not observe
significant differences between them in relation to the age of onset, the severity of

the clinical features and the response to treatment, and they concluded that visual
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outcome was poor regardless of the presence or absence of mutation. Campos-Mollo
et al. [32] did not show statistically significant differences between carriers and non-
mutation carriers in relation to ocular involvement, age of diagnosis, gender and
number of surgical interventions. The present study also did not point to a statistically
significant difference in phenotype among the population with PCG with and without
mutation in the CYP1B1 gene, although limiting the costs of the research and,
consequently, the limited number of participants may have contributed to this
conclusion. Other studies have reported similar results [6, 28].

However, other studies have reported that patients with PCG and mutations in
the CYP1B1 gene tended to have a more severe phenotype with an earlier onset age
[8, 14, 16, 18, 35, 43], bilateral involvement [14,16, 44] and worse prognosis with
more than one surgical intervention to reach the target IOP [15, 18, 43, 44]. Abu-
Amero et al. [39] concluded that individuals with pathogenic variants of CYP1B1 had
higher rates of postoperative visits in terms of postoperative corneal opacity and the
need for antiglaucomatous drugs than individuals without pathogenic variants.

In this study, the visual outcome was poor regardless of the presence or
absence of mutation for most of the patients studied and there were no significant
differences between the clinical findings of the cases with and without mutation. In
addition, knowledge about PCG genetics is still far from complete and remains a
challenge for further research. Thus, early identification of signs and symptoms of
PCG and also of families bearing disease-related mutations can have a significant
impact on the prediction of disease severity and may help predict surgical outcome.
More efforts are needed to provide effectiveness, timely screening of children, and
allocation of adequate resources to enable health professionals to reduce the rate of

avoidable blindness in Brazil.
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The major limitation of this study was the small sample size due to the high

cost of genetic testing. However, it is statistically valid and showed important results.

Two mutations that had not been previously related to PCG in Brazil (c.182G>A,

c.241T>A) were identified.

This is the first study to report the variety of mutations in the CYP1B1 gene

in a group of patients from Northeastern of Brazil with PCG. Although limited in

sample size, our analyses show that CYP1B1 gene mutations did not were

correlated to any clinical parameters.
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APENDICE B — PROTOCOLO DA PESQUISA

QUESTIONARIO
ESTUDO DA PRESENGCA DAS MUTACOES DO GENE CYP1B1 EM PACIENTES COM
GLAUCOMA CONGENITO PRIMARIO E CONTROLE NO NORDESTE DO BRASIL

1.Nome:

2. Registro/namero do prontuério no HC — PE: FAV:

3. Endereco:

N

. Telefone de contato:

5. Data de nascimento:

6. Idade do inicio da doenca:

\'

.Sexo: ()M ()F
8. Histdria de consanguinidade entre os pais: Sim( ) Nao ()

Qual parentesco:

9. Qual olho tem a doenca: ( ) direito ( ) esquerdo ( ) ambos
10. Foi operado Sim( )Nao ()

Qual cirurgia?

11. Usa calirio: Sim () Nao ()
Qual:
12. Presséo intraocular em mmHg: olho direito: olho esquerdo:
horario de afericdo:__exame no ambulatério ( ) sob sedacao no bloco cirargico ( )
13. Diametro corneano horizontal x vertical em mm: olho direito: ~~ x
olhoesquerdo __ x_
14. Biomicroscopia: olho direito:

olho esquerdo:
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APENDICE C - Termo de Consentimento Livre Esclarecido

b 1

¢ \,‘\

)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO - UFPE
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIRURGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolugéo 466/12)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa ESTUDO DA
PRESENCA DAS MUTACOES DO GENE CYP1B1 EM PACIENTES COM GLAUCOMA
CONGENITO PRIMARIO E CONTROLE NO NORDESTE DO BRASIL, que esta sob a
responsabilidade do (a) pesquisador (a) (Rodrigo Evaldo de Azevédo Coélho, Avenida Moraes
Rego, s/n, Hospital das Clinicas — Bloco A —térreo — Cidade Universitaria — CEP. 50.670-420
— Recife - PE —Telefone: (81) 2126.8519 - E-mail para contato do pesquisador responséavel :

reacoelho@hotmail.com

Também participam desta pesquisa os pesquisadores: Dayse Ribeiro de Sena Telefones para

contato: (81) 2126.8519, e-mail sena.dayse@gmail.com e esta sob a orientacdo de Rodrigo

Pessoa Cavalcanti Lira Telefone: (81) 2126.8519, e-mail rodrigopclira@hotmail.com

Caso este Termo de Consentimento contenha informagbes que ndo |he sejam
compreensiveis, as dividas podem ser tiradas com a pessoa que esta lhe entrevistando e
apenas ao final, quando todos os esclarecimentos forem dados, caso concorde com a
realizacdo do estudo pedimaos que rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que
estd em duas vias, uma via lhe sera entregue e a outra ficard com o pesquisador responséavel.
Caso nao concorde, ndo havera penalizacdo, bem como sera possivel retirar o consentimento

a qualquer momento, também sem nenhuma penalidade.


mailto:reacoelho@hotmail.com
mailto:sena.dayse@gmail.com
mailto:rodrigopclira@hotmail.com
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INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

O objetivo principal desta pesquisa é o de identificar mutaces do gene CYP1B1 em

pacientes portadores de glaucoma congénito e etnicamente controles do Nordeste do Brasil
e possiveis correlagbes com fendtipos bem caracterizados, além de qualquer mutacdo
genética que, a primeira vista, nao tenha uma relacédo 6bvia com a doenca oftalmoldgica em
questdo. A coleta de uma amostra de sangue serd por punc¢éo de veia do braco de 5ml dos
pacientes menores de 2 anos e 10 ml para os demais grupos etarios e exame sob sedacao
no bloco cirdrgico para aqueles pacientes em que nao for possivel o exame oftalmolégico
ambulatorial. Apds a coleta da amostra, 0 material sera levado e armazenado em um banco
de amostras do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA - UFPE). Posteriormente,
sera analisado no laboratério de sequenciamento genético Genomika.

Os beneficios diretos para os sujeitos abrangem a possibilidade de determinar a

causa genética da doenga relacionada ao gene CYB1P1, medidas preventivas e pode
representar auxilio para outros individuos afetados na familia. Os pacientes voluntarios nesta
pesquisa manterdo seu acompanhamento na Fundacgdo Altino Ventura e no setor de
Oftalmologia do Hospital das Clinicas, ainda que desistam de participar em qualquer
momento. Serdo incluidos na pesquisa no grupo 1 os pacientes com glaucoma congénito e
no grupo 2 os pacientes sem histéria de glaucoma. Serdo excluidos da pesquisa os individuos
com outras doencas oftalmol6gicas que ndo sejam glaucoma congénito.

Riscos: A retirada de sangue implica inserir uma agulha em uma veia do braco e isso
é levemente incbmodo, mas ndo é perigoso. Pode causar uma mancha roxa, mas ela
desaparece. As vezes, alguns pacientes tém que ser puncionados mais de uma vez em uma
Unica sessao de retirada de sangue. Ocasionalmente, 0s pacientes podem sentir tonturas ou
desmaiar durante ou imediatamente apés a retirada de sangue. Isso, normalmente, é causado
por ansiedade e desaparecera ap6s um periodo curto de tempo. Seus médicos sempre lhe
informardo sobre a quantidade de sangue que sera retirada de cada vez. Vocé tem toda
liberdade para recusar-se a doar sangue para pesquisa. E importante informar seu médico
(ou do menor sob sua responsabilidade) sobre qualquer quantidade de sangue que foi retirada
em outros centros médicos para que o total de sangue retirado em um periodo de seis
semanas possa ser mantido em limites seguros. Em casos raros, gotejamento lento de sangue
no local da retirada ou infeccdo podem ocorrer. Para minimizar esse risco, o local da retirada
do sangue serd limpo antes com um antisséptico e serd aplicada pressdo apoés a retirada do
sangue.

Periodo da pesquisa: inicio em Margo de 2016 e se encerrard em Fevereiro de 2017,

sendo feitos 0 exame oftalmoldgico e a coleta do material nos 6 primeiros meses em uma
Unica visita a Fundagéo Altino Ventura ou ao Hospital das Clinicas — HC-UFPE e a andlise do

material, andlise dos dados, discusséo dos resultados, divulgacdo dos resultados finais e
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conclusdo do projeto, além da informacdo aos participantes e/ou responsaveis sobre as

conclusdes nos 6 meses seguintes.

ATENCAO:

Todas as informacfes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicacdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre
0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participagédo. Os dados
coletados nesta pesquisa mediante entrevista ficardo armazenados em pastas de arquivo e
computador pessoal, sob a responsabilidade do pesquisador e orientadores, no endereco
acima informado pelo periodo de minimo 5 anos.

Nada |lhe sera pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitagéo é
voluntéria, mas fica também garantida a indenizagdo em casos de danos, comprovadamente
decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme decisédo judicial ou extra-judicial. Se
houver necessidade, as despesas para a sua participagdo serdo assumidas pelos
pesquisadores (ressarcimento de transporte e alimentacao).

Em caso de davidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida
da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600,
Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

(assinatura do pesquisador)
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)
Eu, , CPF , abaixo
assinado, apoés a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade

de conversar e ter esclarecido as minhas davidas com o pesquisador responsavel, concordo
em participar do ESTUDO DA PRESENCA DAS MUTACOES DO GENE CYP1B1 EM
PACIENTES COM GLAUCOMA CONGENITO PRIMARIO E CONTROLE NO NORDESTE
DO BRASIL, como voluntério (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo (a)
pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como 0s
possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso
retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade

(ou interrupg&o de meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento).

Impressao digital
(opcional)

Recife,

Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e o
aceite do voluntario e/ou responsavel em participar.

(02 testemunhas néo ligadas a equipe de pesquisadores)

Nome:

Assinatura;

Nome:

Assinatura:
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO - UFPE
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIRURGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(PARA RESPONSAVEL LEGAL PELO MENOR DE 18 ANOS - Resolucg&o 466/12)

Solicitamos a sua autorizacdo para convidar o (a) seu/sua filho (a) {ou

menor que esta sob sua responsabilidade} para participar como voluntario (a) da pesquisa
ESTUDO DA PRESENCA DAS MUTAQOES DO GENE CYP1B1 EM PACIENTES COM
GLAUCOMA CONGENITO PRIMARIO E CONTROLE NO NORDESTE DO BRASIL, que
esta sob a responsabilidade do (a) pesquisador (a) (Rodrigo Evaldo de Azevédo Coélho,
Avenida Moraes Rego, s/n, Hospital das Clinicas — Bloco A —térreo — Cidade Universitaria —
CEP. 50.670-420 — Recife - PE —Telefone: (81) 2126.8519 - E-mail para contato do

pesquisador responsavel : reacoelho@hotmail.com

Também participam desta pesquisa os pesquisadores: Dayse Ribeiro de Sena Telefones para

contato: (81) 2126.8519, e-mail sena.dayse@gmail.com e estd sob a orientacdo de Rodrigo

Pessoa Cavalcanti Lira Telefone: (81) 2126.8519, e-mail rodrigopclira@hotmail.com

Caso este Termo de Consentimento contenha informagbes que ndo |he sejam
compreensiveis, as dividas podem ser tiradas com a pessoa que esta lhe entrevistando e
apenas ao final, quando todos os esclarecimentos forem dados, caso concorde que o (a)
menor faca parte do estudo pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste documento,
gue esta em duas vias, uma via lhe serd entregue e a outra ficara com o pesquisador
responsavel.

Caso ndo concorde, ndo havera penalizagdo nem para o (a) Sr.(a) nem para o/a voluntario/a
gue esta sob sua responsabilidade, bem como sera possivel ao/a Sr. (a) retirar o

consentimento a qualquer momento, também sem nenhuma penalidade.


mailto:reacoelho@hotmail.com
mailto:sena.dayse@gmail.com
mailto:rodrigopclira@hotmail.com
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INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

O objetivo principal desta pesquisa é o de identificar mutaces do gene CYP1B1 em

pacientes portadores de glaucoma congénito e etnicamente controles do Nordeste do Brasil
e possiveis correlagbes com fendtipos bem caracterizados, além de qualquer mutacdo
genética que, a primeira vista, nao tenha uma relagdo 6bvia com a doenca oftalmolégica em
questdo. A coleta de uma amostra de sangue sera por pun¢do de veia do brago de 5 ml dos
pacientes menores de 2 anos e 10 ml para os demais grupos etarios e exame sob sedacgdo
no bloco cirdrgico para agueles pacientes em que ndo for possivel o exame oftalmoldgico
ambulatorial. Apds a coleta da amostra, 0 material sera levado e armazenado em um banco
de amostras do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA - UFPE). Posteriormente,
sera analisado no laboratério de sequenciamento genético Genomika.

Os beneficios diretos para os sujeitos abrangem a possibilidade de determinar a

causa genética da doenca relacionada ao gene CYB1P1, medidas preventivas e pode
representar auxilio para outros individuos afetados na familia. Os pacientes voluntarios nesta
pesquisa manterdo seu acompanhamento na Fundacgdo Altino Ventura e no setor de
Oftalmologia do Hospital das Clinicas, ainda que desistam de participar em qualquer
momento. Serdo incluidos na pesquisa no grupo 1 os pacientes com glaucoma congénito e
no grupo 2 os pacientes sem histéria de glaucoma. Serdo excluidos da pesquisa os individuos
com outras doencas oftalmoldgicas que ndo sejam glaucoma congénito.

Riscos: A retirada de sangue implica inserir uma agulha em uma veia do braco e isso
é levemente incbmodo, mas ndo é perigoso. Pode causar uma mancha roxa, mas ela
desaparece. As vezes, alguns pacientes tém que ser puncionados mais de uma vez em uma
Unica sessao de retirada de sangue. Ocasionalmente, os pacientes podem sentir tonturas ou
desmaiar durante ou imediatamente apés a retirada de sangue. Isso, normalmente, é causado
por ansiedade e desaparecerd ap6s um periodo curto de tempo. Seus médicos sempre |he
informardo sobre a quantidade de sangue que serd retirada de cada vez. Vocé tem toda
liberdade para recusar-se a doar sangue para pesquisa. E importante informar seu médico
(ou do menor sob sua responsabilidade) sobre qualquer quantidade de sangue que foi retirada
em outros centros médicos para que o total de sangue retirado em um periodo de seis
semanas possa ser mantido em limites seguros. Em casos raros, gotejamento lento de sangue
no local da retirada ou infecgdo podem ocorrer. Para minimizar esse risco, o local da retirada
do sangue serd limpo antes com um antisséptico e serd aplicada presséo apos a retirada do
sangue.

Periodo da pesquisa: inicio em Margo de 2016 e se encerrard em Fevereiro de 2017,

sendo feitos 0 exame oftalmoldgico e a coleta do material nos 6 primeiros meses em uma
Unica visita a Fundagéo Altino Ventura ou ao Hospital das Clinicas — HC-UFPE e a andlise do

material, andlise dos dados, discusséo dos resultados, divulgagdo dos resultados finais e
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conclusdo do projeto, além da informagcdo aos participantes e/ou responsaveis sobre as

conclusdes nos 6 meses seguintes.

ATENCAO:

Todas as informacfes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicacdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntarios, a ndo ser entre
0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participagcédo. Os dados
coletados nesta pesquisa mediante entrevista ficardo armazenados em pastas de arquivo e
computador pessoal, sob a responsabilidade do pesquisador e orientadores, no endereco
acima informado pelo periodo de minimo 5 anos.

Nada lhe sera pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitacao €
voluntéria, mas fica também garantida a indenizagdo em casos de danos, comprovadamente
decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme deciséo judicial ou extra-judicial. Se
houver necessidade, as despesas para a sua participacdo serdo assumidas pelos
pesquisadores (ressarcimento de transporte e alimentacao).

Em caso de davidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida
da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600,
Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

Assinatura do pesquisador (a)

CONSENTIMENTO DO RESPONSAVEL PARA A PARTICIPAC;AO DO/A VOLUNTARIO

Eu, , CPF , abaixo
assinado, responsavel por , autorizo a sua participagao
no estudo ESTUDO DA PRESENCA DAS MUTA(;()ES DO GENE CYP1B1 EM PACIENTES
COM GLAUCOMA CONGENITO PRIMARIO E CONTROLE NO NORDESTE DO BRASIL,

como voluntario(a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo (a) pesquisador (a)

sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e
beneficios decorrentes da participagdo dele (a). Foi-me garantido que posso retirar 0 meu
consentimento a qualguer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade (ou interrupgéo
de seu acompanhamento/ assisténcia/tratamento) para mim ou para o (a) menor em questéo.
Impresséao digital

(opcional)
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Recife,

Assinatura do(a) responsavel:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e o
aceite do voluntario e/ou responsavel em participar.

(02 testemunhas néo ligadas a equipe de pesquisadores)

Nome:

Assinatura;

Nome:

Assinatura;



Estudo da presenga das mutacdes do gene CYP1B1 em pacientes com glaucoma congénito — 926
Coélho REA

V\RUS "’A'DA A N EX O S

ANEXO A — Manuscrito enviado para publicacdo na Revista PLOS ONE:

De: "PLOS ONE" <em@editorialmanager.com>
Data: 30 de janeiro de 2018 09:58:12 BRT

Para: Rodrigo Coélho <reacoelho@hotmail.com>
Assunto: PLOS ONE Author Notice: Passed Tech Check - [EMID:596cc91e55bdaaab]
Responder A: PLOS ONE <plosone@plos.org>

CYP1B1 gene and phenotypic correlation in patients from Northeastern of Brazil with primary congenital

glaucoma

Dear Mr Coélho,

Thank you for submitting your work to PLOS ONE. We are writing to let you know that your manuscript is
progressing to assessment by an in-house editor for checks related to our editorial policies. Once complete
it will proceed to review with an Academic Editor. This is part of our standard process for submissions and
no action is required from you at this time.

For your reference, our submission guidelines can be found on this page of our

website: http://journals.plos.org/plosone/s/submission-guidelines.

Thank you for submitting your work to PLOS ONE.

Kind regards,

Thomas Brown
PLOS ONE
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ANEXO B — Aprovacéo do projeto de pesquisa

omire iz fiica @8 UNIVERSIDADE FEDERAL DE
pmPesiuiss (88 PERNAMBUCO CENTRO DE QW“‘“
suree o B CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO DA PRESENCA DAS MUTACOES DO GENE CYP1B1 EM PACIENTES
COM GLAUCOMA CONGENITO PRIMARIO E CONTROLE NO NORDESTE DO

Pesquisador: Rodrigo Evaldo de Azevédo Coélho

Area Tematica: Projetos de pesquisa que envolvam organismos geneticamente modificados (OGM),
células-tronco embriondrias e organismos gue representem alto risco coletivo, incluindo
organismos relacionados a eles, nos ambitos de: experimentagio, construgdo, cullivo,
manipulagdo, transporte, transferéncia, importagao, exportagao, armazenamento, liberagao
no meio ambiente e descarte;

Versdo: 2

CAAE: 58397416.2.0000.5208

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Pernambuco - UFPE
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: 1.783.121

Apresentacdo do Projeto:

Trata-se de um projeto de mestrado do Programa de Cirurgia do departamento de pos graduagio em
Cirurgia da Universidade Federal de Pernambuco sob a responsabilidade do Oftalmologista Rodrigo Evaldo
de Azevedo Coelho e sob a orientagdo do professor Doutor Rodrigo Pessoa Cavalcanti Lira e da
Coorientagdo da Professora Dra. Dayse Figueiredo Ribeiro de Sena.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO GERAL

0O objetivo principal deste projeto piloto sera o de identificar mulagoes do gene CYP1B1 em pacientes
portadores de glaucoma congénito & etnicamente controles do Mordeste do Brasil e possiveis correlagdes
com fenotipos bem caraclerizados.

Enderego: Av. da Engenharia s/n® - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-800

UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (81)2126-8588 E-mail: capocs@ufpe br
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somie e s @S UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PToRuEs fe5 PERNAMBUCO CENTRO DE
0 g CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

Continuacio do Parecer: 1.783.121

Sereg Humanos

/ Brochura projetodetalhado2corrigido4do8.doc 13:33:10 | Azevédo Coélho Aceito

Investigador

Outros dayse.pdf 29/07/2016 |Rodrigo Evaldo de Aceito
11:26:41 | Azevédo Coélho

Folha de Rosto digitalizar0004..pdf 28/07/2016 |Rodrigo Evaldo de Aceito
09:24:41 | Azevédo Coélho

Outros cartadeanuenciadoservicohc.pdf 07/07/2016 |Rodrigo Evaldo de Aceito
08:07:44 |Azevédo Coélho

Outros termodecompromissoeconfiabilidade.pdf| 25/05/2016 |Rodrigo Evaldo de Aceito
10:18:31 | Azevédo Coélho

Outros lattesrodrigocoelho.pdf 25/05/2016 |Rodrigo Evaldo de Aceito
10:04:20 | Azevédo Coélho

Outros lattesrodrigolira.pdf 25/05/2016 |Rodrigo Evaldo de Aceito
09:28:23 | Azevédo Coélho

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Sim

RECIFE, 20 de Outubro de 2016

Assinado por:

LUCIANO TAVARES MONTENEGRO
(Coordenador)

Enderego: Av. da Engenharia s/n® - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-800

UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe.br
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ANEXO C — Trabalho apresentado no VIII International Symposium on Diagnostics

and Terapeutics (SINATER), Il International Symposium on Rare Diseases (RDis)
and LIKA Scientific Journey - 2017

CERTIFICATE 5 QI rS

19 - 21 September 2017

We certify that the work, tited PHENOTYPE ASSOCIATED WITH PRIMARY CONGENITAL
GLAUCOMA FROM NORTHEASTERN OF BRAZIL. authored by Coélho, Rodrigo Evaldo de
Azevédo, Lira, Rodrigo Pessoa Cavalcanti, Moura, Barbara de Carvalho Freire Santos, Han,
Cristal Carvalho, Peres, Flaviano, Alves, JGB, Sena, Dayse. was presented in the POSTER
category during the event “VIlI International Symposium on Diagnostics and Therapeutics (SINATER),
Il International Symposium on Rare Diseases (RDis) and X| LIKA Scientific Journey” (SigProj No.
270372.1384.121666.02052017), promoted by Laboratory of Immunopathology Keizo Asami (LIKA),
Federal University of Pernambuco (UFPE), Recife, Brazil, on 19th — 21th September 2017 (20 hours).

Luiz de Lima Filho
ér«tu of LIKA - UFPE v Coflog £ omdon

Coordinator of SINATER, RDis and
Coordinator of SINATER, RDis and .
LIKA Scientific Journey - Recife, Brazil LIKA Scientific Journey - London. England

Organization: Support:

= LIKA BTN | B 2mitics o e o
= TN | 5 ansltica e
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