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RESUMO

Recentes avangos em tecnologias gendmicas e estudos de associacdo gendmica ampla
(GWAS) aceleraram a descoberta e compreensdo de genes e regides gendmicas associadas ao
glaucoma primario de angulo aberto (GPAA) e influenciaram as caracteristicas
endofenotipicas quantitativas relacionadas a patogénese do GPAA. Estudar a associagdo do
polimorfismo rs35934224 do gene TXNRD2 com GPAA. Foi realizado um estudo transversal
para confirmar a associa¢do entre a SNP (Single Nucleotide Polymorphism) rs35934224
(TXNRD2) e 0o GPAA em uma populagdo brasileira. Foram incluidos 184 individuos, sendo
94 casos com GPAA (45 homens e 49 mulheres) ¢ 94 controles (40 homens e 54 mulheres) do
Instituto do Olho do Recife.A idade média foi de 68,85 anos para os casos e 68,55 anos para
os controles. O DNA gendmico foi isolado usando kits comercialmente disponiveis e a
deteccdo da SNP foi realizada por PCR em tempo real usando sondas TagMan. A populagao
estudada estava em equilibrio de Hardy-Weinberg. Individuos do grupo glaucoma
apresentaram maior frequéncia do genodtipo CC quando comparados ao grupo controle (72,3%
vs. 59,5%; p = 0,032). Caso contrario, o genotipo CT foi associado a protecdo ao GPAA
(24,4% vs. 38,2%; p = 0,022). Nossos dados confirmam a associa¢do entre o polimorfismo do
gene TXNRD2 (rs35934224) com o GPAA em uma populagdo brasileira. Este é o primeiro
estudo a associar essa SNP ao glaucoma em latino-americanos e corrobora com o uso dessa
SNP em futuros testes baseados em genes para identificar individuos em risco de desenvolver

GPAA.

Palavras-Chave: glaucoma; TXNRD?2; GPAA.



ABSTRACT

Introduction: Recent advances in genomic technologies and genome-wide association
studies (GWAS) have greatly accelerated the discovery and understanding of genes and
genomic regions associated with primary open angle glaucoma (POAG) and influencing the
quantitative endophenotype traits related to POAG pathogenesis. Objective: To study the
association of the rs35934224 polymorphism of the TXNRD2 gene with POAG. Methods:
We performed a cross-sectional study to confirm the association between the SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) rs35934224 (TXNRD2) and POAG in a population from Brazil. A
total of 184 individuals were enrolled, being 94 cases with POAG (45 males and 49 females)
and 94 controls (40 males and 54 females) from the Recife Eye Institute. Results: Mean age
was 68,85 years for cases and 68,55 years for controls. Genomic DNA was isolated using
commercially available kits and detection of the SNPs was done by Real Time PCR using
TagMan probes. The studied population was in Hardy—Weinberg equilibrium. Individuals
from glaucoma group presented a higher frequency of the CC genotype when compared to the
control group (72.3% vs. 59.5%; p=0.032). Otherwise, the CT genotype was associated with
protection to POAG (24.4% vs. 38.2%; p=0.022). Conclusion: To sum up, our data confirm
the association between TXNRD2 gene polymorphism (rs35934224) with POAG in an
admixed Brazilian population. This is the first study to associate this SNP with glaucoma in
Latin-Americans and support the potential use of this SNP in the future for gene-based tests

for identifying individuals at risk for developing POAG.

Keywords: glaucoma; TXYNRD2; POAG.
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1 INTRODUCAO

1.1. APRESENTACAO DO PROBLEMA

Glaucoma Primario de Angulo Aberto (GPAA) ¢ uma doenga neurodegenerativa de
etiologia multifatorial caracterizado pela perda de células ganglionares da retina acarretando
em lesdo caracteristica no campo visual e afinamento dessa camada retiniana.'” Estima-se que
cerca de 35 a 58 milhdes de pessoas sejam afetadas pelo GPAA em todo o mundo e espera-se
que este nimero aumente entre 53 e 65,5 milhdes até 2020, devido ao envelhecimento da

populagio mundial.*>

Embora existam muitos mecanismos propostos, a fisiopatologia do GPAA e os fatores
que contribuem para o agravamento da doenga ainda permanecem obscuros.® Avangos
recentes em tecnologias genOmicas e estudos de associagdo gendmica ampla (GWAS)
aceleraram enormemente a descoberta e o entendimento de genes e regides gendmicas
associadas ao GPAA e influenciaram os tragos endofenotipicos quantitativos relacionados a
patogénese do GPAA. No entanto, a maioria dos estudos foi realizada em populagdes
européias e asiaticas. Dados sobre a influéncia desses genes em outras populagdes sdo
€5Cassos.

Um polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) no gene da tioredoxina redutase 2
(TXNRD2) (rs35934224) foi fortemente associado ao GPAA em um GWAS recente.” O
TXNRD?2 estd localizado no cromossomo 22ql11.21 e consiste em 18 exons de tamanho
relativamente pequeno, com tamanhos intrénicos entre 200 e 10.000 pb.® O TXNRD2
codifica a tioredoxina redutase 2, uma proteina mitocondrial necessaria para reduzir as
espécies reativas de oxigénio prejudiciais geradas pela fosforilagcdo oxidativa e outras fungdes
mitocondriais.”'

Além do GPAA, verificou-se que ha associagdo entre o polimorfismo do TXNRD?2 e

. . . ree 11 A , 12,13 A , - 14 A 15
retinopatia diabética ', cancer prostata =, cancer gastrico = e cancer colo retal .
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Investigar a associagdo do polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) rs35934224

no gene 7XNRD2 com o GPAA.

2.2 ESPECIFICOS

Determinar a frequéncia dos alelos da SNP rs35934224 do TXNRD2 em
pacientes com GPAA;

Determinar a frequéncia dos alelos da SNP rs35934224 do TXNRD2 em
individuos sem GPAA;
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 GLAUCOMA

3.1.1 Introducao

O glaucoma ¢ uma doenca que tem registros de longas datas, possivelmente o mais
antigo trata-se de uma placa de argila da antiga Mesopotamia que se refere a criangas com
olhos muito grandes, possivelmente casos de glaucoma congénito. Posteriormente, na escola
de Alexandria (Século III a.C) o glaucoma j& era considerado uma doenca incuravel, no
entanto estava sempre associado a doenga do cristalino.'® S6 no do século XVII, Brisseau
demonstrou que a catarata e o glaucoma sdo entidades diferentes, sendo a primeira uma
doenga do cristalino e a segunda atribuida, erroneamente, ao vitreo. Von Graefe, o fundador
da oftalmologia cientifica, também ¢ considerado a personalidade mais importante na historia
do glaucoma, pelas grandes contribui¢des dadas para esclarecer a doencga, por exemplo, foi ele
quem estabeleceu a divisdo em glaucoma simples, agudo, cronico e secundario. Ja no inicio
do século XX Barkan apds estudar o angulo camerular dividiu a patologia em dois grandes
grupos: angulo aberto e de angulo estreito sendo este suscetivel ao fechamento do angulo

: 1
podendo causar crise glaucomatosa aguda.'’

O glaucoma primario de angulo aberto (GPAA) ¢ uma neuropatia dptica cronica, em
que h4 uma caracteristica degeneracdo progressiva do nervo Optico com perda de células
ganglionares da retina e seus axonios®. Existem diversas classificacdes do glaucoma, dentre
elas a classificacao quanto a etiologia: Primario ou Secundério. Existem também classificacao
quanto a perviedade do escoamento do humor aquoso da cdmara anterior: Angulo Aberto ou
Oclusivel. Esta condi¢do estd associada ao seio camerular da camara anterior, pela
gonioscopia. Além desses tipos também existe o glaucoma primdrio congénito (GPC). Em
75% dos casos o GPC acomete ambos os olhos e apresenta forte heranca genética envolvida.
A causa mais comum do GPC descrita ¢ a mutagdo do gene CYP1BI1, envolvido na formacao
do citocromo p450, no entanto essa mutagao explica poucos casos dessa doenga em populagao
de etnia heterogénea. Segundo Souma et al'®, a angiopetina 1 e 2, e seu receptor TEK tem
papel importante na fisiopatologia do GPC pela importancia no desenvolvimento da principal

via de drenagem do humor aquoso.
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O glaucoma primério de angulo aberto representa um espectro de doenca em adultos,
no qual a suscetibilidade do nervo dptico a danos varia entre os pacientes. Embora muitos
pacientes com GPAA apresentem pressdo intra-ocular elevada (PIO), quase 40% daquelas
lesdes caracteristicas do GPAA podem ndo ter medidas elevadas de PIO". A grande maioria
dos pacientes com GPAA alteragdes no disco 6ptico e no campo visual®’, mas ha casos raros
em que podem ocorrer alteragdes precoces no campo visual antes que ocorram alteragdes

detectaveis no nervo optico.

3.1.2 Prevaléncia

A prevaléncia do GPAA varia amplamente entre as populagdes (Figura 1) e

. 4,21,22
etmas.

Esta também ¢ fortemente correlacionada com a idade. A maior prevaléncia ¢
entre individuos hispanicos ou latinos mais velhos (18%), seguidos por individuos negros
(15%), brancos (7%) e asiaticos (5%) nos pacientes com até 85 anos de idade. Esta
prevaléncia ¢ ainda maior em aqueles com> 90 anos de idade.”® Individuos negros
desenvolvem o GPAA mais cedo do que individuos de outras etnias. Alem disso, individuos
negros tém a maior prevaléncia de GPAA, com mais de 5% dos individuos com 60 anos de
idade, comparados a 2,7% entre hispanicos ou latinos, aproximadamente 2% entre as

~ Iy 22
populagdes asiaticas e cerca de 1,5% entre brancos.

Figura 1 - Prevaléncia global de GPAA, para individuos com idade >40 anos. Os dados de

prevaléncia da populagdo (%) em 2015 por regido, codificados por cores.’

Prevalence (%)
m <15
1.5-1.9
2-2.4
2.5-2.9
3-3.4

>3.5
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3.1.3 Fatores de Risco

Existem diversos fatores de riscos associados ao GPAA, claramente a idade é um dos
principais. Ademais, o sexo masculino ¢ um fator de risco, quando comparado ao femino com
o ajuste da idade.*’ A PIO ¢ outro importante fator de risco para o glaucoma, sendo o tinico
passivel de intervencdo na tentativa de modificar a evolucdo natural da doenca. Importantes
estudos foram publicados nos ultimos anos mostrando a importancia da PIO na evolugdo
dessa doenca. O OHTS sugere que PIO, assim como a idade, espessura central da cornea e a
escavacao do disco otico devem ser avaliados para se identificar os pacientes com maior
propensio a desenvolver GPAA.> A prevaléncia do GPAA aumenta drasticamente a com PIO
mais alta, mas o glaucoma pode ocorrer em todos os niveis da PIO.>* O papel da PIO na
patogénese do glaucoma na populacdo com pressdo normal ¢ evidenciado pelas taxas
reduzidas de progressdo da doenca observadas no “Estudo Colaborativo de Glaucoma de
Tensdo Normal” quando a PIO foi reduzida em 30% por tratamento médico ou cirargico.”
Nesse estudo, 12% dos pacientes com glaucoma em PIO normal que foram tratados tiveram
piora da doenca, enquanto uma proporcao significativamente maior de pacientes (35%) que
ndo foram tratados piorou. Sabe-se também que a flutuacdo diaria da PIO ¢ outro fator
importante, Stewart et al,® demostraram que a baixa flutuagio dessa pressdo durante o dia
estd associada a diminui¢do da perda de campo visual. Posteriormente, esses resultados foram
confirmados pelo AGIS*” que sugere que se deve priorizar uma menor variagdo possivel da
PIO, principalmente em glaucoma avangados. Fatores sistémicos de risco para GPAA incluem
pressdo arterial e diabetes mellitus tipo 2.** A hipertensdo esta associada a um aumento de
16% no risco de GPAA.® Por outro lado, pressio arterial baixa também pode estar associada
ao risco de desenvolver glaucoma, pela redugcdo da pressdo de perfusdo ocular, ou seja, a
pressdo pela qual o sangue entra no olho, calculada pela diferenca da pressdo arterial da
PIO.*" Alem da pressio de perfusdo ocular, a baixa pressdo do fluido cerebral, resultando no
aumento da pressdo da trans-lamina cribrosa (PIO menos a pressdo intracraniana), também

' Uma historia familiar

pode contribuir para o dano glaucomatoso do nervo o6ptico.’
confirmada de GPAA ¢ um forte fator de risco, com um aumento de aproximadamente oito

. .~ 24
VeZzes no risco entre irmaos.
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3.1.4 Fisiopatologia

O dano caracteristico a cabeca do nervo otico ¢ o achado definidor do glaucoma.
Embora o glaucoma esteja frequentemente associado ao aumento da PIO, a condi¢do pode
ocorrer em qualquer pressdo ocular em individuos suscetiveis.” Variagdes na PIO causam
estresses e tensdes dindmicas dentro do disco 6tico que provavelmente variam em diferentes
individuos de acordo com a arquitetura e composicio de seu tecido conjuntivo.*> Além disso,
estudos em primatas e post-mortem em humanos mostra que diferente de outas neuropatias do
NO o glaucoma se caracteriza por uma perda de fibras nervosas na regido anterior a lamina
crivosa.' ™

A deformagdo biomecéanica no disco otico pode afetar drasticamente a func¢do das
CGRs, incluindo o transporte de fatores neurotroficos (Figura 2). A lesdo axonal pode
desencadear cascatas de reagdes que levam a degeneracdo dos axdnios e morte das CGRs.
Embora a cabeca do disco 6tico seja o local primario da lesdo, o aumento da PIO também
pode afetar o corpo da CGR. Até pouco tempo esse efeito mecanico da PIO no NO era a Unica
teoria associada ao glaucoma. Com os avangos da biologia molecular, diversas outras teorias
foram formuladas mostrando o quao complexo sdo as vias de lesdo no NO em relagdo ao
desenvolvimento do glaucoma primario. Atualmente as principais vias de lesdo conhecidas
sdo: estresse oxidativo,”*>° desregulagdo vascular ou isquernia,37 excitotoxicidade,*

. . . . . 41 r
%% autofagia, autoimunidade™ e gliose reativa,*' também podem ter um papel no

inflamacao
glaucoma, pelo menos em modelos animais, e pode estar envolvido em doengas humanas.*

Certamente a maioria dessas vias estdo de alguma maneira interligadas. No entanto,
entender melhor cada uma delas pode gerar diagndstico mais preciso do glaucoma “primario”
fazendo com que tratamentos mais especificos possam gerar melhores resultados clinicos.
Assim como a doenga de Alzheimer, o glaucoma também ¢ uma doenca neurodegenerativa,
tanto que alguns trabalhos atuais vém mostrando que hd diversas semelhangas na
fisiopatologia dessas patologias.*

A excitotoxicidade causada pelo glutamato, j& bem descrito na fisiopatologia da
doenga de Alzheimer ¢ tratado com um antagonista dos receptores tipo NMDA deste
neurotransmissor, a memantina. Em pacientes com glaucoma j& foi descrito que essa droga
tem um efeito positivo em reduzir a morte de células ganglionares da retina em ratos e

44-45

primatas. No entanto, em estudos na fase III esse efeito positivo ndo mostrou diferenca

quando avaliado a fungdo visual.’



Figura 2 - Mecanismos de lesdo das células ganglionares da retina e associado ao glaucoma.
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Fonte: Weinreb, R.N., et al., Primary open-angle glaucoma. Nat Rev Dis Primers, 2016:
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3.1.5 Screening

O rastreamento do glaucoma na populagdo em geral ndo ¢ economicamente viavel
devido ao alto custo.*® Por isso, rastreamento ¢ mais ftil e custo-efetivo quando direcionado a
populagdes com alto risco de glaucoma, como idosos, com histéria familiar de glaucoma, e
afro-americanos e hispanicos.*’**

O glaucoma primario de angulo aberto ¢ uma patologia que idealmente deve ser
diagnosticada por rastreamento, pois ¢ frequentemente assintomatico até o final do processo,
cria morbidade significativa e o tratamento retarda ou previne a progressao da perda de campo
visual.159 A perda de campo visual no glaucoma diminui qualidade de vida relacionada a
saude.” Existem trés abordagens principais para o rastreamento de pacientes para GPAA:
medir a PIO, avaliar o disco 6tico e a CFNR além de avaliar o campo visual, isoladamente ou
em combina¢do. Atualmente ndo ha recomendagdo de uso de screenings genéticos para a
populacao de risco para glaucoma, apesar de ja haver diversos polimorfismo associado a essa
patologia.”® O avango no mapeamento dos polimorfismos envolvidos no desenvolvimento do
glaucoma podera faciliatar muito tanto o rastreio quanto o tratamento dos pacientes com
glaucoma e suspeitos de portar essa doenca. Apesar do alto custo atual, sabe-se que com o

desenvoleminto de novas tecnologias esses custos tende a cair de maneira muito significativa.

3.1.6 Diagnostico

A avaliacdo inicial do glaucoma (histéria e exame fisico) inclui todos os componentes
da avaliagdo abrangente do olho no adulto’, além de, e com especial atengio, os aspectos que
dizem respeito especificamente ao diagndstico, curso e tratamento do GPAA. O exame pode
exigir mais de uma visita para avalia¢do adicional com o intuito de confirmar o diagndstico,
incluindo medidas adicionais de PIO, gonioscopia, paquimetria, avaliacdo de campo visual e

avaliagdo com documentagdo de disco otico e CFNR.
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3.1.6.1 Espessura Central da Cérnea

A medida da ECC auxilia na interpretagdo das leituras de PIO e ajuda a estratificar o

: . 51-53
risco de dano ocular do paciente.

Nos estudos OHTS e European Glaucoma Prevention
Study, a média de ECC no grupo de hipertensdo ocular foi de 570 um, e o risco de
desenvolvimento do GPAA foi maior em olhos com espessura da cornea inferior a 555 um em
compara¢do com olhos com espessura da coérnea de 588 um ou maior. Uma superestimagdo da
PIO real medida pelo tonometro de aplanacdo pode ocorrer em olhos com corneas mais
espessas do que a média, enquanto uma subestima¢ao da PIO real tende a ocorrer nos olhos
com corneas que sdo mais finas que a média. Varios estudos tém procurado quantificar a
relacdo entre o nivel de PIO medido e a ECC, mas nao hd uma foérmula de corre¢ao
geralmente aceita. Existe controvérsias sobre se a ECC representa um fator de risco para o

glaucoma, devido ao seu efeito na medida da PIO ou se a mesma ¢ um fator de risco em si,

nio relacionado a P10.>*

Tabela 1 - Resumo do resutaldo do "Central Cornea Thicknes as a Risk for Progression of

Glaucoma(Adaptado de [3])

N° de Nivel de : ..
Estudo . A Risco Comentarios
pa01entes Evidéncia
Earlv Manifest ECC fina ¢é fator de risco para
Gl y Te.s 1 255 1 + progressdo do glaucoma (em pacientes
aucoma lra com PIO basal > 21mmHg).
Kim and Chen 38 I n ECC fina estd associado a progressdo

no defeito no campo visual.

ECC ndo esta associado a progressdo
Chauhan, et al 54 1I - glaucomatosa no disco 6tico ou no
campo visual.

I ECC ndo esta associado com progressio

Jonas, et al 454 ~ )
da lesdo glaucomatosa no campo visual.

ECC ndo esta associado com
hemorragia no disco 6tico.

Jonas, et al 390 II -

ECC ndo estd associado a progressdo
glaucomatosa, no entanto hé associagdo
da progressdo com baixa histerese da
cornea.

Congdnon, et al 230 II -

ECC esta associado com progressdo do
Stewart, et al 310 I +/- glaucoma em andlise univaridvel, mas
sem associacao na multivariavel.

ECC: Espessura Central da Cornea
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Embora esteja claro que a ECC mais fina ¢ um fator de risco para o desenvolvimento
de GPAA quando a PIO ¢ medida com tonometro de aplanagio,” estudos de progressdo

tiveram resultados varidveis. Alguns estudos encontraram uma associacdo com ECC fina

(Tabela 1).

3.1.6.2 Avalia¢do do Campo Visual

O campo visual ¢ avaliado usando perimetria de limiar estatico automatizado com
estimulos branco sobre branco. E o teste padrio-ouro para do campo visual para glaucoma.>
As estratégias de teste podem ser adaptadas ao paciente e grau de perda de campo visual
usando programas especificos que avaliam a sensibilidade do limiar central em 24 graus, 30
graus e 10 graus e variando o tamanho do estimulo. Existem diversos modelos para avaliar a o
diagnostico da lesdo glaucomatosa pela perimetria visual, modelo mais aceito ¢ conhecido por
Criterios de Anderson: 1) Grafico de probabilidades do patttern deviation mostrando trés
pontos adjacentes ndo periféricos com p < 5%, sendo que um deles com p < 1%, em
localizagdo compativel com defeito glaucomatoso. 2) PSD (Patttern Standart Deviation) com
p <5%, 3) GHT (Global Hemifield Test) outside normal limits. Sendo considerado lesdo
glaucomatosa quando o exame apresenta alteragio em pelo menos 2 critérios. '

O cuidadoso teste combinado de cinética e limiar estatico manual (por exemplo,
campos visuais de Goldmann) ¢ uma alternativa aceitdvel quando os pacientes ndo podem
realizar a perimetria automatizada de forma confidvel ou se ela ndo estiver disponivel. Em
pacientes com danos no campo visual que envolvem a fixacdo, o uso de programas centrais de
10 graus facilita a medi¢do dessa area, que ¢ amostrada em apenas quatro locais, utilizando as
estratégias de teste de 24 e 30 graus. Antes de mudar o tratamento do glaucoma, exames de
repeti¢do e confirmag¢do do campo visual sdo recomendados para resultados de testes que nao
sdo confidveis ou mostram um novo defeito glaucomatoso.’>’ E melhor usar a mesma

estratégia para confirmar a progressao do campo visual.

3.1.6.3 Cabega do Nervo Optico e Imagem Quantitativa da Camada de Fibras

Nervosas da Retina
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Uma fotografia (estereoscopica ou ndo) ou um desenho do disco optico deve ser
registrada, mas essa ¢ uma alternativa menos desejavel a estereofotografia ou a imagens
baseadas em computador.”® A imagem quantitativa baseada em computador da disco Otico e
da CFNR ¢ rotineiramente usada para fornecer informagdes quantitativas para complementar
0 exame clinico do nervo 6ptico.”

Alguns pacientes demonstram alteragdes estruturais CFNR antes que ocorra a
alteracao funcional. Uma justificativa para o uso de imagens computadorizadas ¢ distinguir o
dano glaucomatoso dos olhos sem glaucoma quando o afinamento da CFNR ¢ medido,
facilitando assim o diagnostico precoce e a detecgdo de danos ao nervo 6ptico.”’ Existem trés
tipos de dispositivos de imagem disponiveis para o nervo Optico para glaucoma: Tomografia
de Coeréncia Otica (OCT), oftalmoscopia confocal de varredura a laser, ¢ polarimetria de
varredura a laser. As versdes desses dispositivos que foram estudadas em uma revisao
sistematica foram semelhantes em sua capacidade de distinguir glaucoma de controles.®’** A
medida que a tecnologia do dispositivo evolui (por exemplo, bancos de dados de referéncia,
dominio OCT de resolu¢do mais alta), espera-se que o desempenho dos dispositivos de

diagnostico por imagem melhore.

3.1.7 Tratamento Clinico

O objetivo do tratamento do GPAA ¢ melhorar a qualidade de vida do paciente através
da preservagio da visdo.' Atualmente, isso implica reduzir a PIO para um nivel que
provavelmente evite mais danos ao nervo 6ptico.”® A redugdo da PIO diminui a progressio da
doenga em todo o glaucoma: pacientes com maior risco de desenvolver glaucoma (OHTS™) a
doenga precoce (CIGTS®) a estagios avangados do glaucoma (AGIS[4]). Além disso, a
reducdo da PIO também demonstrou retardar a progressdo em pacientes com hipertensao
ocular e em pacientes com GPAA, nos quais a PIO basal estava dentro da normalidade,
chamado por alguns atores por glaucoma de pressdo normal.”> A decisdo de quando e como
tratar o glaucoma ¢ frequentemente complexa (Fig. 3) e requer a consideragao de uma série de
fatores, incluindo o estagio da doenga, a taxa de progressdo do glaucoma para perda de visao
sintomatica, o risco de progressao da doenca e a expectativa de vida do paciente.

Medicamentos tépicos sdo convencionalmente considerados como o tratamento de
primeira linha para o GPAA, apesar de numerosos estudos mostrarem controle de PIO

equivalente ou melhor com terapia a laser inicial [Trabeculoplastia a laser (SLT/ALT)] ou
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cirurgia®®. Apesar do potencial para um excelente controle da PIO, a cirurgia ndo tem sido
amplamente adotada na maioria dos casos como tratamento primario devido aos riscos
associados as complicagdes. Devido ao alto custo dos equipamentos para realizar o SLT /
ALT nem todos os servigos dispdem do equipamento, consequentemente nem todos os
oftalmologistas estdo abilitados a utilizar essa tecnologia para reduzir o uso de colirios com

seguran¢a, melhorando a qualidade de vida dos pacientes.

3.1.7.1 Medicagao Topica

Medicagdes topicas aplicadas diretamente na superficie ocular podem reduzir a PIO
promovendo a saida do humor aquoso ou reduzindo a produgio deste liquido.” A absorgdo
dessas drogas na circulagdo sist€émica através do ducto nasolacrimal pode ser evitada através
do uso de oclusdo lacrimal mecanica ou fechamento da palpebra por pelo menos 1 minuto
apos a aplicagdo.

Atualmente os oftalmologistas dispdem de cinco classes de medicagdes topicas para o
tratamento do GPAA. Os andlogos de prostaglandinas s3ao geralmente usados como
tratamentos de primeira linha para o glaucoma em muitos paises. No entanto, por ser a
medicacdo de maior custo, muitas vezes dificulta o acesso dos pacientes a essa classe de
medicagdo. Tem um excelente mecanismo de acao ja que facilita o escoamento do aquoso
pela via de Bill. Os agonistas colinérgicos podem ser usados para o manejo do GPAA, mas
requerem administragdo repetida (até quatro vezes por dia) e podem resultar em efeitos
oculares adversos, por exemplo, formagao de cistos na iris, diminuicdo do campo visual pela
reducdo da pupila, dentro outros. Os S-blogueadores topicos sdo amplamente usados para
baixar a PIO através da reducdo da secrecdo aquosa do corpo ciliar. Em muitos servigos ¢ a
primeira droga de escolha, no entanto ¢ necessaria cautela nos pacientes que ja usam [-
bloqueadores sistémico e sendo contraindicados nos pacientes com doencas pulmonares
(Asma, DPOC). Agonistas a-adrenérgicos também reduzem a secre¢do aquosa e alguns
podem aumentar o fluxo aquoso pela via trabecular. Os inibidores da anidrase carbonica
reduzem a secrecdo aquosa. A aplicacdo topica ¢ menos eficaz na redugdo da PIO do que a
administracdo oral, mas estd associada a efeitos adversos sist€émicos menos graves do que a
forma do comprimido.

O concesso de GPAA da academia americana de oftalmologia' apresenta um

fluxograma para o tratamento da doenga (figura 3). O uso prolongado de terapias tdpicas para
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uma doenga frequentemente assintomdtica pode resultar em baixa adesdo. A educacdo
cuidadosa e o uso de tecnologias como lembretes automatizados tém potencial para melhorar

a adesdo do paciente a essas terapias.®®

Figura 3 - Algoritmo de Tratamento do GPAA Recém Diagnosticado.

Pacientes com GPAA

Calcular PIO alvo

Iniciar terapia clinica ou cirurgica para reduzir P1IO

Atingida PIO alvo?

Houve progressao da lesao

Reavaliar o diagnostico PIO controlada nos Acompanhar Reduzir PIO alvo
Reduzir PIO alvo altimos 6 meses

Acompanhar Aumentar a PIO alvo se o
paciente estiver estavel e
planejar redug@o da medicagdo

Acompanhar

Fonte: adaptado: American Academy of Ophthalmology Preferred Practice Patterns Committee !

3.1.7.2 Trabeculoplastia a Laser

A trabeculoplastia a laser tem um papel importante no manejo do GPAA. Os
tratamentos a laser para a malha trabecular reduzem a PIO pela ativagdo das células dessa
regido, o que leva ao remodelamento da matriz extracelular local e aumenta a vazao do humor

aquoso. Existem duas opg¢des de laser para realizar esse procedimento, o SLT e o ALT.
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Ambos apresentam eficacia semelhante na redugdo da PIO, mas o SLT induz menos danos
mecanicos ao trabéculado e menos efeitos adversos, possibilitando que esse procedimento
seja repetido outras vezes, quando necessario.”’ Segundo Estudo realizado por Reliani, T, o
tratamento inicial com SLT em individuos com GPAA de origem africana ocidental resultou
em reducdo sustentada da PIO.”" Além disso, os dados de uma meta-analise mostraram uma

redugdo na PIO de 6,9 a 35,9% 1 ano apos a SLT.*

3.1.8. Tratamento Cirurgico

O trabeculectomia ¢ o procedimento cirargico utilizada no tratamento do glaucoma
que consite em uma esclerectomia (um pequeno orificio na esclera) coberta por um retalho
escleral de espessura parcial por onde o humor aquoso da cadmara anterior ¢ drenado
diretamente para o espago subconjuntival.

A trabeculectomia tem sido a cirurgia de glaucoma mais freqlientemente realizada por
mais de 40 anos. A aplicacdo adjuvante intraoperatoria ou pds-operatoria de mitomicina C ou
5-fluorouracil pode melhorar ainda mais o controle da PIO no pds-operatorio, diminuindo a
cicatrizagdo e a fibrose dos tecidos subconjuntivais. Alguns estudos sugeriram que a
mitomicina C é mais eficaz que o 5-fluorouracil na obtengdo do sucesso cirargico.” A
trabeculectomia pode resultar em controle de longo prazo da PIO, com um estudo observando
uma reducdo estdvel na PIO em 57% dos pacientes (sem a necessidade de medicacao
adicional) e 88% dos pacientes (com a necessidade de medicagdo adicional), 20 anos ap6s o
procedimento.”’ Complicagdes da trabeculectomia incluem efeitos adversos de curto prazo,
como infec¢do, hemorragia supracoroidiana e hipotonia (baixa PI1O), e efeitos a longo prazo,
como aumento do risco de endoftalmite.

O implante de um dispositivo de drenagem de glaucoma conecta a cdmara anterior € o
espaco subconjuntival, € outra op¢do comum para o tratamento do glaucoma e demonstra uma
eficiéncia semelhante da redugio da PIO a trabeculectomia.”” No mercado estio disponiveis
varios modelos de difenretes desenhos e alguns possuem vélvulas que evitam a hipotonia
severa, que esta associado a maculopatia hipotensiva. Estima-se que a redu¢do adequada da
PIO dos dispositivos de drenagem do glaucoma ocorra a uma taxa de aproximadamente 90%
ao ano.”

As cirurgias de glaucoma minimamente invasivas (MIGS) vem fornecendo novas

alternativas para preencher a lacuna entre o uso de terapias tdpicas e a cirurgia para o controle
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da PIO. O desenvolvimento do Trabectome (Neomedix, Tustin, Califéornia, EUA), um
dispositivo portatil que incorpora pulso eletro-cirurgico com irrigagdo simultanea e aspira¢ao
para remover cirurgicamente a malha trabecular, pode ser eficaz combinando com cirurgia de
catarata.”* O stent trabecular (iStent; Glaukos Corporation, Laguna Hills, Califérnia, EUA),
que pode ser administrado usando cirurgia minimamente invasiva, recebeu aprovacao da FDA
norte-americana para o tratamento do GPAA em 2012. Combinado com extragdo de catarata,
implante de stent trabecular pode reduzir a PIO minimamente em comparacdo com a extragao

de catarata isolada.”

3.2 TXNRD2

O TXNRD? gene codifica a tiorredoxina redutase 2.”° Essa proteina faz parte do grupo
das tiorredoxina. Esse grupo ¢ caracterizado por apresentar dois grupos de sulfeto que
possibilita essa proteina a participar dos processos de reducdo e oxidacdo das células. No
grupo das tiorredoxinas existem as proteinas do tipo 1, que se encontram dissolvido no citosol
celular, enquanto as proteinas tipo 2 s@o proteinas mitocondriais necessaria para reduzir os
niveis de espécies reativas de oxigénio prejudiciais as mitocondrias, geradas pela fosforilagao
oxidativa e outras funcdes mitocondriais.’

O status redox dos grupos de proteinas sulfidrilas, no qual a tiorredoxina redutase esta
incluida, é essencial para as fungdes das células dos mamiferos.”’ Proteinas antioxidantes
dependentes do radical tiol sdo componentes chave do sistema de regulacdo redox. Eles
funcionam eliminando espécies reativas de oxigénio (ROS) e controlando as concentracdes de
intermediarios de sinalizagdo reativa. Algumas dessas proteinas antioxidantes, como a
tiorredoxina e a glutaredoxina, também reduzem diretamente as proteinas oxidadas e revertem
as mudangas induzidas pelo estresse oxidativo em suas atividades.

O estresse oxidativo celular tem sido apontado como uma causa de disfun¢do das
células ganglionares da retina no glaucoma,”’ e a superexpressio da tiorredoxina 2, o
substrato da tioredoxina redutase 2 (codificada por TXNRD2), aumentou a sobrevivéncia das
células ganglionares da retina em um modelo experimental de glaucoma.”®

Bailey, et al, confirmaram por RT-PCR que o TXNRD2 ¢ expresso em tecido ocular
humano normal (Figura 4)’, incluindo a retina e o nervo Optico. A imunomarca¢io em
camundongos mostrou forte coloracdo nas células ganglionares da retina, bem como no nervo

optico (Fig. 5). Estes dados sugerem que a redug@o dos niveis de espécies reativas de oxigénio
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pelo TXNRD?2 poderia prevenir a disfungdo mitocondrial e a apoptose de células ganglionares
da retina no glaucoma. Até o momento, o0 TXNRD2 ¢ a primeira proteina mitocondrial

associada ao risco de glaucoma.

Figura 4 - Imagens representativas de imunofluorescéncia usando um anticorpo para
TXNRD2 mostram a presenca de TXNRD?2 (verde) em células na camada de

células ganglionares (setas; painéis superiores), bem como manchas puntiformes

substanciais na camada plexiforme interna.

Retina

Optic nerve head

TXNRD2 DAPI
Fonte: Bailey, J.N.C., et al.”

Figura 5 - A expressdao de TXNRD2 em tecidos oculares humanos por RT-PCR.7
L c c c c ™ ™ ™ cB cB R R ON ON ON L
1
TXNRD2

Fonte: Bailey, J.N.C., et al.,
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO:

O estudo sera do tipo corte transversal com comparagdo de dois grupos.

42 POPULACAO ALVO:

A populagdo deste estudo sera constituida por pacientes acima de 50 anos
portadores de Glaucoma Primario de Angulo Aberto, atendidos na Fundagio Agdo
Visual/IOR. Este servico ¢ referéncia para atendimento oftalmoldgico eletivo no Estado de
Pernambuco. Atende em média 400 pacientes por semana, referenciados pela Secretaria de

Satde de Pernambuco.

4.3 GRUPOS DE ESTUDO

A. Grupo 1: (Glaucoma): Pacientes portadores de Glaucoma Priméario de Angulo
Aberto

Critérios de inclusdo: Pacientes com pelo menos dois campos visuais confiaveis

mostrando perda compativel com glaucoma (sem causa secundaria), conforme os critérios de
Hodapp-Parrish-Anderson ou pelo menos duas tomografias de coeréncia otica (OCT-
Spectralis®) demostrando degeneracdo progressiva do nervo 6tico. Todos com relagdo da
escavacao/disco otico > 0,6 ou assimetria > 0,2 além de exame gonioscopico apresentando

angulo aberto.

Critérios de exclusdo: Pacientes portadores de glaucoma secundério.

B. Grupo 2: (Nao Glaucoma): Pacientes sem GPAA:

Critérios de inclusdo: Pacientes com pressdo intraocular <17 mmHg na avaliagdo,

relacdo da escavacao/disco 6tico <0,5.

Critérios de exclusdo: Pacientes diagnosticados com GPAA e histérico familiar
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positivo para glaucoma ou cegueira.

4.4 DESFECHO E DEFINICAO DO TAMANHO DA AMOSTRA

O principal desfecho foi a frequéncia do genotipo CC. O desfecho secundario foi a
distribui¢do alélica. Os célculos do tamanho da amostra com base na taxa de frequéncia
presumida do gendtipo CC de 55% no grupo controle e 75% no grupo GPAA indicaram que
um tamanho amostral de 89 em cada grupo seria significativo para detectar uma diferenca

dessa magnitude com um poder de 80% e probabilidade de erro tipo 1 de 5%.

4.5 DEFINICAO E CATEGORIZACAO DAS VARIAVEIS

»  Variavel dependente: Neste estudo sera considerada como variavel dependente a

doenga do glaucoma sendo definida pelos critérios de inclusdo acima descritos.

»  Variaveis independentes: A tabela 2 resume essas variaveis.

Tabela 2 - Variaveis indepedentes

Nome da Variavel Definicao Categorizacao
Idade Anos completos de vida do paciente
Categorizado como masculino e . ..
Sexo e I-masculino 2-feminino
feminino
Polimorfismos SNPs | Alelo 1, Alelo 2 1-0; 2-1

4.6 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

Os dados foram coletados e organizados em uma planilha no programa Microsoft Excel
2010. Os resultados das varidveis numéricas foram expressos por suas médias e desvios-

padrdo e os das varidveis categoricas por suas frequéncias absolutas e relativas. Os dados
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foram analisados através do pacote estatistico do programa GraphPad Prism version 6.00 for
Mac, GraphPad Software, La Jolla California USA.

Para verificacdo da diferenca das médias tendo as varidveis em andlise distribui¢cdo
normal foi utilizado o teste “t” de Student, para o célculo das varidveis com distribuicdo nao
normal foi utilizado o teste de Mann-Whitney. O coeficiente de correlagdo de Pearson foi
utilizado para avaliagdo de correlacdo entre varidveis numéricas. Para varidveis categoricas
foi utilizado o teste do X.

A significancia estatistica foi considerada admitindo-se como indice de confianca 5%

em todos os casos (p<0,05) para rejeicao da hipotese de nulidade.

4.7 EXTRACAO DE DNA

O DNA das amostras foi extraido a partir de sangue total (EDTA) com kit QlAamp
Mini Spin Columns (Qiagem) seguindo as instrugdes do fabricante, e apds a extragdo foi
identificado e armazenado em refrigerador -20° at¢é o momento da identificacdo dos

polimorfismos.

4.8 DETECCAO DAS VARIANTES POLIMORFICAS E EQUILIBRIO GENETICO

Foi utilizada a metodologia do PCR em tempo real, através do sistema TAQMAN®,
para deteccdo das mutacdes SNPs, que consiste de sondas marcadas com fluorocromos
desenhadas especificamente para ser complementar aos alelos em estudo. O sistema funciona
com um par de sondas especificas para a mutagdo quando presente ou ausente. As sondas tém
em sua estrutura molecular um Quencher que inibe o sinal emitido pelo fluorocromo ou
reporter, assim que ocorre o pareamento e hidrélise da sonda o composto fluorescente ¢
liberado proporcionando liberacdo de energia que ¢ captado pela maquina e analisado em um
grafico, dessa forma a deteccdo da mutacdo ¢ observada. Este tipo de sonda possui uma
tecnologia chamada de MGB (Minor Groove Binder) a qual tem a capacidade de se ligar na
cavidade menor do DNA aumentando a especificidade e diminuindo o background da reagao.

Todas as sondas e primers utilizados nesse estudo foram obtidas através de ensaios
previamente validados através da busca no site da lifetechnologies que disponibiliza o banco
de dados com os SNPs dos genes que serdo utilizados. Para realizacdo desta técnica serd

utilizado o PCR em tempo real Rotor Gene 6000 (Corbett Research, Australia), disponivel no
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Laboratério de Biologia Molecular da Universidade de Pernambuco e no Instituto Aggeu
Magalhaes — Fio Cruz.

A lei de Hardy-Weinberg constitui um modelo nulo para o estudo da genética
populacional. Essa lei formula as relagdes entre alelos e as frequéncias dos genotipos em
populagdes que satisfagam certas condi¢des, entre elas: panmixia (a populagdo panmictica ¢
aquela em que todos os individuos sdo parceiros potenciais. Isso pressupde que ndo ha
restricdes de acasalamento, nem genética nem comportamental) e a auséncia de seleccdo,
mutagdo e migracdo. Sob estas condigdes, as frequéncias dos genotipos serdo (p + q)2=1,
(onde p= A e q = a). Baseado nessa teoria, uma populagdo ¢ considerada em equilbrio quando
a frequéncia da distribui¢do dos alelos da populacdo estudada ¢ semelhante a frequéncia
esperada.” O teste do chi quadrado ¢ utilizado para demostrar se ha diferenca entre esses

grupos.

4.9 PROTOCOLO DA REACAO DO EXPERIMENTO

Para o experimento foi utilizada programacao abaixo ja padronizada e validada

previamente em outros estudos e em nosso laboratorio.

Tabela 3 - Protocolo da reacdo do experimento.

Step Temperatura/Ac¢io Time
1 50°C 2:00 minutos
2 95°C 10:00 minutos
3 92°C 0:30 segundos
4 60°C 1:00 minuto
5 Step 3 49 vezes
6 4°C Aguardar
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5 CONSIDERACOES ETICAS, METODOS DE COLETAS E PROCESSAMENTO DE
DADOS

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de FEtica da Universidade de
Pernambuco (UPE) sob CAAE 91705218.4.0000.5207. O estudo foi informado aos pacientes
atendido, segundo a rotina do servigo, e os mesmos disposto a participar da pesquisa assinara
um termo de consentimento livre e esclarecido (maiores de 18 anos) (Apéndice A). Apds a
assinatura do termo, os dados de cada paciente foram coletados em um questionario
previamente elaborado para este estudo (Apéndice B).

O questionario conem dados pessoais como nome do paciente, prontudrio, sexo, idade,
procedéncia, fatores de risco, exame fisico, medicacdes em uso, passado cirurgico e exames
complementares (perimetria visual computadorizada e tomografia de coeréncia Otica
Spectralis®). Apos a obtengdo dos dados de cada paciente, foram coletas amostras de sangue
para o estudo especifico da pesquisa. Apos a coleta do sangue esses foram processados no
laboratério e armazenados em forma no freezer a -80 até a genotipagem. Todos os dados
obtidos estdo mantidos em sigilo e utilizados exclusivamente para os fins da pesquisa

cientifica.
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6 RESULTADOS

Foram genotipados no total 188 pacientes, 94 pacientes do grupo glaucoma e 94 do
Grupo Nao Glaucoma. A populagdo estudada estava em equilibrio de Hardy-Weinberg
(»=0,879). Os resultados descritos na tabela 4 descrevem a distribui¢do da populagdo
estudada quanto ao género e idade, demostrando que os dois grupos apresentam distribui¢ao

semelhante em relacdo a essas categorias (p > 0,05).

Tabela 4 - Distribui¢cdo da populacdo quanto a idade e género.

Grupo Glaucoma  Grupo nao Glaucoma P
Total 94 94
Idade (anos) Me¢dia (DP) 68,85 (15,3) 68,55 (12,4) 0,946
Sexo Masculino 45 (47.8%) 40 (42.5%) 0,559
Feminino 49 (52,2%) 54 (57.5%)

*DP: Desvio Padrao

Os dados demogréaficos e clinicos dos pacientes do grupo glaucoma estdo descritos na
tabela 5, de acordo com os genotipos apresentados. Nao foi encontrado diferenga
signficamente estatistica em relag@o as variaveis avaliadas. A média da PIO avaliada, trata-se
da ultima PIO descrita no prontuario dos pacientes, por isso a média apresenta uma pressao
com valores abaixo do limite superior da distribui¢do na populagdo brasileira. Por se tratar de
um servico de referéncia, a maioria dos pacientes ja chegavam ao servigo medicados, em
relacdo a PIO. Por isso, ndo foi possivel avaliar a pressdo intraocular dos pacientes antes do
inicio do tratamento. Foi considerado historia positiva para glaucoma na familia apenas
parentes de primeiro e segundo grau. Apesar da maior propor¢ao de fumante no grupo CT/TT
ndo houve diferenca estatisticamente significante que podesse causar um viés entre 0s grupos.
Em relagdo a pressa intraocular, no grupo CC os pacientes apresentaram maior média
(18,3mmHg vs. 15,5mmHg), no entanto essa diferenca também ndo foi estatisticamente
significante mostrando que ndo havia diferenga importante entre na PIO entre os grupos.
Nestes grupos, a distrubuicao de idade e sexo também foi semelhante.

A Tabela 6 resume as frequéncias alélicas e genotipicas do TXNRD2 rs35934224 em
individuos no grupo com GPAA e do grupo n3o Glaucoma. Individuos com GPAA

apresentaram maior frequéncia do geno6tipo CC quando comparados ao outro grupo (72,3%
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vs. 59,5%; p = 0,032). Por outro lado, o gendtipo CT foi associado a protecdo ao GPAA
(24,4% vs. 38,2%; p = 0,022). Além disso, ao avaliar os gendtipos com a presenga do alelo T
(CT/TT) ao gendtipo CC o alelo T demostra o efeito protetor em relagdo ao glaucoma (27.7%
vc 40.5% p 0,032). Resultando similar do apresentado no GWAS publicado por Bayle et al.
Apesar da significincia quanto a distribuicdo dos gendtipos, a distribuicdo alélica ndo foi

significativamente associada.

Tabela 5 - Dados demograficos e médicos do grupo glaucoma.

Genotipos TXNRD?2 gene (rs35934224)

Caracteristicas

CC n=68 n (%) CT/TT n=26 n (%) p
Demograficas
Idade em anos, média (+DP*) 68,8 (£10,4) 70,45 (£10,8) 0,502
Masculino 34 (50%) 11 (42,3%) 0,446
Feminino 34 (50%) 15 (57,7%)
Historia Médica
Histéria Familiar de 30 (44,1%) 9 (34,6%) 0,4860
Glaucoma
Fumante 5(7,3%) 4 (15,4%) 0,2365
Diabetes Mellitus II 13 (19,1%) 6 (23,0%) 0,669
Hipertensao Arterial 34 (50%) 16 (61,5%) 0,3159
Sistémica
Glaucoma indices, média (DP)
PIO" em mmHg 18,3 (£6,04) 15,5 (£3,01) 0,0988
Escavagio do NO’ 0.81 (£0.18) 0,84 (+0,14) 0,3681
N°. de Colirios Anti- 2.12 (£1.21) 1,96 (+1,02) 0,7049
glaucoma
TREC* 29 (42,6%) 6 (26%) 0,1746

*DP: Desvio Padrio, "PIO: Pressdo Intraocular, ’NO: Nervo Otico, *TREC:

Trabeculectomia
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Grupo Glaucoma

Grupo ndo Glaucoma

Odds Ratio IC 95% P value

TXNRD2

(rs35934224) n=o
Genotipos

CcC 68 (72.3%)
CT 23 (24.4%)
TT 3 (3.3%)
CT/TT 26 (27.7%)
Alelos n=188
C 159 (84.6%)
T 29 (15.4%)

n=94

56 (59.5%)
36 (38.2%)
2 (2.3%)
38 (40.5%)
n=188
148 (78.7%)

40 (21.3%)

referéncia referéncia
0.52 (0.27-0.98) 0.022
1.23 (0.19-7.65) 0.59

0.56 (0.30 —1.03) 0.032

0.67 (0.39 — 1.14)
0.07

X2 Teste ou Fisher test, unicaldal.
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No presente estudo, encontramos uma associa¢ao significativa entre um SNP no gene

TXNRD2 (rs35934224) e o GPAA em uma populacdo brasileira. Este SNP foi recentemente

descrito como sendo um fator de risco para o GPAA. Este ¢ o primeiro estudo transversal a

confirmar a associa¢gdo deste SNP com o GPAA.

Tabela 7 - Genes associados a risco para GPAA, adaptado de Weinreb et al’

Gene Func¢ao da Proteina Associacoes Referéncia
Enh ti
8¢22 Hhaneet ativos 1o carpo GTN* Hysi, et al. Nat Gen. 2014
ciliar e plexo coroidal
Regulagao do efluxo de
) o A tod .
ABCAI lipideos e sinalizagao da un;r(l)o a Hysi, et al. Nat Gen. 2014
membrana
Bailey, et al. Nat.
AFAPI N A ELA* ’
curodegeneragao Genetics. 2016
CAVI Formacao da Membrana Aumento da Thorleifsson, et al. Nat.
Caveolae PIO Gen. 2010
CDKN2B-A Burdon, et al. Nat. Gen
Divisa lul * ’ '
] 1visdo Celular GTN 2011
) Aumento da .
FNDC3B Metaloproteina PIO Hysi, et al. Nat Gen. 2014
Glaucoma
. .. Wiggs, , et al. Prog. Mol.
FOXC1 D 1 t 1
esenvolvimento ocular de inicio Bio Transc. Sci. 2015
precoce
.. Aumento da Von Koolwijk, et al. Plos
'AS7 Divisa ;
GAS ivisdo Celular PIO Genet. 2012
. Espessura da Carnes, et al. PLos Gen.
IXi
SIX6 Desenvolvimento ocular CFN® 2014
Gharahkhani, et al. Nat
'MD -Gl - ’ '
GMDS N-Glycan Gen. 2014
Gharahkhani, et al. Nat
PMM?2 -Gl - ’ '
N-Glycan Gen. 2014
TMCO1 Canal de Calcio n’o. Reticulo ) Burdon, et al. Nat Gen.
endoplasmatico 2011
TXNRD? Homeost'asermd.atlva da ) Balley,.et al. Nat.
mitocondria Genetics. 2016

*GTN: Glaucoma de tensdao normal; *ELA: Esclerose Lateral Amiotrofica; 2CFN:

Camada de Fibras nervosas
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A tabela 7 descreve os oitos genes ja descritos como fator de risco para GPAA e
apresenta a func¢do das proteinas relacionadas com cada gene. Conforme a tabela, a Unica
proteina relacionada, at¢é o momento, com GPAA e estresse oxidativo ¢ a tiorredoxina
redutase 2.

Por se tratar de uma doenca com varios fatores associados na sua génese, muitas vezes
um inicio muito insidioso, muito pobre em sintomas, 0 momento para o inicio do tratamento
algumas vezes ¢ uma decisdo dificil para o médico assistente. Sabe-se que o dano
glaucomatoso ja esta presente bem antes de ser detectado tanto nos exames funcionais quanto
nos quantitativos (por exemplo perimetria visual e OCT, respectivamente), por isso a
importancia de entender as vias de lesdo nas células ganglionares da retina para iniciar o
tratamento mais especifico possivel. Uma das vias mais descritas ¢ a excitotoxicidade que
semelhante a Doenga de Alzheimer, Parkisson e ELA, a hiperestimulacao dos receptores de
glutamato causam um excesso de influxo de célcio nas CGR e subsequente formacao de
radicais livres. Alguns estudos em primatas e ratos mostraram que o uso da memantina, um
inibidor dos receptores NMDA do glutamato, diminui a apoptose das CGR*, no entanto,
estudos na fase IIT ndo mostrou beneficio em relagdo a perda da visdo em humanos.’

O estresse oxidativo e os sistemas antioxidantes sdo muito importantes no tecido
ocular. Diversos estudos demonstraram uma contribuicdo significativa do estresse oxidativo
na patogénese do GPAA™ ™. Além disso, uma metanalise recente demonstrou um aumento
geral das moléculas de estresse oxidativo no glaucoma, tanto no soro quanto no humor
aquoso. Por outro lado, os autores observaram uma diminui¢do de alguns marcadores
antioxidantes, sugerindo que a reducdo nas espécies reativas de oxigénio (ROS) poderia ser
neuroprotetora® . A mitocondria tiorredoxina redutase (TXNRD2), teve uma importincia
central para a eliminagdo mitocondrial de espécies reativas de oxigénio (ROS)®, estd bem
estabelecido que moléculas antioxidantes poderiam estar implicadas na patogénese do
glaucoma, pois o estresse oxidativo poderia desempenhar um papel causal nesta doenga®'**%".
Além disso, polimorfismos em moléculas associadas a sistemas antioxidantes®™ foram
relatados em pacientes com GPAA'>*2,

Individuos portadores do alelo T (gendtipos CT / TT ou CT) em TXNRD2
(rs35934224) tiveram protegdo para desenvolver GPAA quando comparados ao grupo
controle. Nossos resultados confirmam a associagdo encontrada no estudo GWAS realizado
por Bayle et al’, onde encontraram uma associagio significativa entre o alelo T rs35934224
com prote¢do ao GPAA, além de demonstrar a expressio de TXNRD2 em células

ganglionares da retina e cabeca do nervo Optico no tecido ocular humano normal’.
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Adicionalmente, o papel do TXNRD2 na patogénese do glaucoma tem sido evidenciado
através de um modelo experimental de glaucoma onde a superexpressao da tiorredoxina 2, o
substrato da tiorredoxina redutase 2, aumentou a sobrevivéncia das células ganglionares da
retina’®. Assim, a redu¢io dos niveis de espécies reativas de oxigénio pelo TXNRD2 poderia
prevenir o glaucoma, adicionalmente o SNP rs35934224 esté localizado em uma regido inter-
exoOnica e estd em desequilibrio de ligagdo com outros SNPs em regides reguladoras como 3'-
UTR e regido promotora pode afetar o nivel de expressdo desta molécula.’

Alem disso, este ¢ o primeiro estudo a associar esta SNP ao GPAA em latino-
americanos e reforgar o uso potencial deste SNP no futuro para testes baseados em genes para
identificacdo de individuos em risco de desenvolvimento de GPAA. No entanto, mais estudos

com coortes maiores em diferentes populacdes sdo necessarios para elucidar o uso potencial

de TXNRD?2 na pratica clinical.
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8 LIMITACOES DO ESTUDO

Nosso estudo apresenta algumas limitagdes, como o pequeno nimero de individuos

inscritos e a caracterizacdo funcional do TXNRD2 em relagdo ao SNP rs35934224.
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9 CONCLUSAO

Os dados da pesquisa sugerem que hd associacdo entre o polimorfismo do gene
TXNRD2 (rs35934224) com o GPAA em uma populacdo brasileira, sendo o gen6tipo CC um
fator de risco para o GPAA.

Em relacdo a frequéncia dos alelos da SNP estudada, nessa populagdo, os dados
sugerem que a frequéncia do alelo T ¢ maior no grupo ndo glaucoma (21,3% vs. 15,4%),

sugerindo o fator protetor desse alelo.
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APENDICE B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Elaborado de acordo com a Resolugao 466/2012-CNS/CONEP)

Convidamos V.Sa. a participar da pesquisa Polimorfismo dos Genes TXNRD2
(rs35934224) em Pacientes com Glaucoma Primario de Angulo Aberto, sob
responsabilidade do pesquisador Artur Lins Tenoério e sua equipe Luydson Richardson Silva
Vasconcelos, Rodrigo Feliciano do Carmo, André Lins Tenério e Rodrigo Pessoa Cavalcanti
Lira orientado pela Professor Luydson Richardson Silva Vasconcelos tendo por objetivo:
Investigar a associag@o do polimorfismo rs35934224 do gene TXNRD2 e com o GPAA.

Para realizacdo deste trabalho usaremos o(s) seguinte(s) método(s): Preenchimento de
um questionario por partes dos participantes da pesquisa selecionados e coleta de amostra de
sangue.

Esclarecemos que manteremos em anonimato, sob sigilo absoluto, durante e apos o
término do estudo, todos os dados que identifiquem os participantes da pesquisa usando
apenas, para divulgacdo, os dados inerentes ao desenvolvimento do estudo. Informamos
também que apds o término da pesquisa, todos os dados referentes aos participantes da
pesquisa serdo destruidos, ndo restando nada que venha a comprometer o anonimato de sua
participag@o agora ou futuramente.

Quanto aos riscos e desconfortos, os participantes da pesquisa terdo o desconforto da
puncdo de uma veia periférica, para a coleta de um total de 10ml de sangue (o equivalente a
duas colheres de cha, sem mais.

Caso vocé venha a sentir dor, irritagdo ou outra alteracdo no local da puncdo, comunique
ao pesquisador para que sejam tomadas as devidas providencias. O beneficio esperado com o
resultado desta pesquisa ¢ aperfeigoar os recursos para o diagnostico precoce para ser usada
pelo oftalmologista no manejo do GPAA.

O (A) senhor (a) terd os seguintes direitos: a garantia de esclarecimento e resposta a
qualquer pergunta; a liberdade de abandonar a pesquisa a qualquer momento sem prejuizo
para si ou para seu tratamento (se for o caso); a garantia de que em caso haja algum dano a
sua pessoa (ou o dependente), os prejuizos serdo assumidos pelos pesquisadores ou pela
institui¢do responsavel. Inclusive, acompanhamento médico e hospitalar (se for o caso). Caso
haja gastos adicionais, para o participante ou acompanhante, por exemplo alimentagdo e
transporte, esses valores serdo pagos pelo pesquisador (conforme resolucdo CNS n° 466 de
2012, itens I1.21 e IV.3.g). Ademais, caso haja qualquer dano aos participantes da pesquisa
esses terdo direito de buscar indenizacdo (conforme resolucdo CNS n° 466 de 2012, item
IV.3.h)

Os sangues coletados serdo utilizados para extrair o DNA e posteriormente usar a técnica
do PCR-RT para genotipar as amostras que posteriormente serdo estatisticamente analisadas
juntamente com as informagdes colhidas nesse questionario.

E sabido que o gene CDKN2b-AS1 esta envolvido com diversas patologias na area da
hematologia, cardiologia e pneumologia, mas ainda sem nenhuma mudanga no tratamento
baseado no polimorfismo desses genes. Por outro lado, o gene TXNRD2 tem importante
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papel no metabolismo mitocondrial, relacionado ao estresse oxidativo sendo associado apenas
ao glaucoma até o momento. Além disso, o presente estudo visa estudar apenas um dos
diversos polimorfismo de cada gene.

O resultado do polimorfismo desses genes ficara registrado no prontuario dos
participantes da pesquisa (do IOR/Acdo Visual) e estardo acessiveis aos mesmo a qualquer
momento.

Nos casos de diavidas e esclarecimentos o (a) senhor (a) deve procurar os pesquisadores
Dr. Luydson Richardson Silva Vasconcelos — Luydson@gmail.com, Artur Lins Tenorio -
arturlt]2@gmail.com fone: (81) 99702-2003
Caso suas duvidas ndo sejam resolvidas pelos pesquisadores ou seus direitos sejam negados,
favor recorrer ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Pernambuco, localizado a
Av. Agamenon Magalhdes, S/N, Santo Amaro, Recife-PE, telefone 81-3183-3775 ou ainda
através do e- mail comite.etica@upe.br.

Consentimento Livre e Esclarecido

Eu , apos ter recebido todos os
esclarecimentos e ciente dos meus direitos, concordo em participar desta pesquisa, bem como
autorizo a divulgacdo e a publicacdo de toda informagdo por mim transmitida, exceto dados
pessoais, em publicagdes e eventos de carater cientifico. Desta forma, assino este termo,
juntamente com o pesquisador, em duas vias de igual teor, ficando uma via sob meu poder e
outra em poder do (s) pesquisador (es).

Recife,

Data: / /

Assinatura do participante da Assinatura do pesquisador
pesquisa (ou responsavel)
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Précis:

This is the first cross-sectional study that suggest the GWAS candidate TXNRD?2 as

biomarker for POAG.

Abstract:

Purpose: To study the association of the rs35934224 polymorphism of the TXNRD2
gene with POAG. Methods: We performed a cross-sectional study to confirm the association
between the rs35934224 (TXNRD2) and POAG in a population from the northeast region of
Brazil. A total of 184 individuals were enrolled, being 94 cases with POAG (45 males and 49
females) and 94 controls (40 males and 54 females) from the Recife Eye Institute. Results:
Mean age was 68,85 years for cases and 68,55 years for controls. Genomic DNA was isolated
using commercially available kits and detection of the SNPs was done by Real Time PCR
using TagMan probes. The studied population was in Hardy—Weinberg equilibrium.
Individuals from glaucoma group presented a higher frequency of the CC genotype when
compared to the control group (72.3% vs. 59.5%; p=0.032). Otherwise, the CT genotype was
associated with protection to POAG (24.4% vs. 38.2%; p=0.022). Conclusion: To sum up,
our data confirm the association between 7XNRD2 gene polymorphism (rs35934224) with
POAG in an admixed Brazilian population. This is the first study to associate this SNP with
glaucoma in Latin-Americans and support the potential use of this SNP in the future for gene-

based tests for identifying individuals at risk for developing POAG.

Keywords: Glaucoma. TXNRD2. POAG.
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Introduction

Primary open-angle glaucoma (POAG) is characterized by loss of retinal ganglion
cells, optic nerve damage and irreversible loss of visual field [5]. It is estimated that about 35-
58 million people are affected by POAG worldwide, and this number is expected to increase

up to between 53 and 65.5 million by 2020, owing to the ageing world population [6, 7].

Although there are many proposed mechanisms, the pathophysiology of POAG and
factors that contribute to the worsening of disease still remains obscure[8]. Recent advances
in genomic technologies and genome-wide association studies (GWAS) have greatly
accelerated the discovery and understanding of genes and genomic regions associated with
POAG and influencing the quantitative endophenotype traits related to POAG pathogenesis
[9]. However, most studies have been conducted in European and Asian populations. Data
regarding the influence of these genes in other populations are lacking.

A single nucleotide polymorphism (SNP) in Thioredoxin reductase 2 (TXNRD2) gene
(rs35934224) was strongly associated with POAG in a recent GWAS [10]. TXNRD?2 is
located on chromosome 22q11.21 and consists of 18 exons of relatively small size with intron
sizes ranking between 200 and 10 000 bp [11]. TXNRD2 codes for thioredoxin reductase 2, a
mitochondrial protein necessary for reducing damaging reactive oxygen species generated by
oxidative phosphorylation and other mitochondrial functions [12, 13].

In addition to POAG, genetic variation in the TXNRD2 was found to be associated
with diabetic retinopathy [14], prostate cancer [15, 16], gastric cancer [17] and colon and
rectal cancer [18].

The aim of this study is to investigate the association of the single nucleotide
polymorphism (SNP) rs35934224 in TXNRD?2 gene with POAG in a population from the

northeast of Brazil.
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Material and Methods
Study population

The present study recruited individuals from the northeast of Brazil attended at
Fundacdo Acdo Visual/IOR located in the city of Recife, Pernambuco.

All of the patients underwent a complete ophthalmological examination,
biomicroscopy, gonioscopy, a fundus examination, and an optic disc evaluation by means of a
stereoscopic fundus lens (90-dioptre lens, Volk Optical Inc., Mentor, OH, USA). Intraocular
pressure (IOP) was assessed using a Goldmann applanation tonometer (Haag Streit AG, Bern,
Switzerland). Automated perimetry was performed with Humphrey Automated Field
Analyzer using a 24-2 SITA-FAST protocol (Humphrey Inc., San Leandro, CA, USA) or
peripapillary retinal nerve fiber layer thickness (RNFLT) with SD-OCT (Spectral-domain
Optical Coherence Tomography, Heidelberg, Germany) in order to assess visual field defects
or quantify glaucomatous damage through nerve fiber layer (NFL) thickness in glaucoma
patients.

A total of 94 individuals with POAG were included in the present study. Primary open
angle glaucoma (POAG) was diagnosed, if we found glaucoma optic neuropathy (GON),
visual field defects or retinal nerve fiber layer thickness, regardless of the IOP in one or both
eyes, based on three criteria: (1) Morphological changes in the optic nerve head characteristic
of GON. The cup to disc ratio cutoff value to separate GON from healthy eyes was 0.7 or
asymmetry > 0.2 between eyes, presence of localized RNFL defects, and/or neuroretinal rim
area defects. (2) at least two OCT showing progressive retinal nerve fiber layer thinning or
visual field defects corresponding with RNFL thinning, in the standard automated perimetry,
considering Glaucomatous visual field defect with pattern standard derivation outside of 95%

normal limits or a glaucoma hemifield test result outside of the 99% (Humphrey Swedish
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interactive 24-2 SITA-FAST protocol). (3) Open and normal appearing angle of the anterior

chamber in gonioscopy.

POAG was diagnosed in patients before they have been enrolled in the study. People
using eye drops other than antiglaucoma, after ocular surgery, during 6 months after

glucocorticosteroid or immunosuppressive therapy were excluded from this study.

The control group consisted of 94 individuals without glaucomatous optic nerve
neuropathy, cup to disc ratio up to 0,5 and IOP less than 18mmHg. None of the healthy
controls had evidence of any ocular diseases or autoimmune/autoinflammatory and systemic
disorders matched by geographical region. Furthermore, patients with family history for

glaucoma or blindness were excluded.

The present study was approved by the Ethical Committee in Research of the
University of Pernambuco under the protocol 56467316.8.0000.5207 and was conducted in
accordance with the provisions of the declaration of Helsinki and Good Clinical Practice

guidelines.

DNA Extraction and Genotyping

Genomic DNA was extracted from whole blood by using QIAamp DNA Blood Kit
(QIAGEN Inc, Chatsworth, CA) following the manufacturer’s instructions. The extracted
DNA was measured using nanodrop spectrometry technology and stored at —20 °C until

further analysis.

A 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA) was used to

detect the SNP of gene TXNRD2 (rs35934224) using Tagman probe (Assay:
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C 2539086 10). The assays were performed with Tagman genotyping master mix

(Applied Biosystems, Foster City, CA) in 96-well plates.

Outcomes and sample size

The main outcome was the frequency of the CC genotype. The secondary outcome
was the allelic distribution. Sample size calculations based on presumed frequency rate of the
CC genotype of 55% in the control group and 75% in the POAG group indicated that a
sample size of 89 in each group would be significant for detecting a difference of this

magnitude with a power of 80% and type 1 error probability of 5%.

Statistical analysis

The statistical analysis of the data was performed using SPSS statistical software
package version 22.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). Categorical variables were compared
using the chi-squared test, the results are presented using odds ratio (OR) with 95%
confidence interval (CI), gender and age variables were performed between the groups using
the Student’s t-test or the Mann-Whitney U test for parametrically or non-parametrically
distributed data when appropriated. The differences were considered statistically significant

when p < 0.05.

Results

The studied population was in Hardy—Weinberg equilibrium. Table 1 describes mean
age and gender distribution between cases and controls. The frequencies of males and females

as also mean age were similar between cases and controls (p>0.05).
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Based on the genotypes CC vs CT/TT of TXNRD?2 rs35934224 the glaucoma group
was categorized according baseline characteristics. The analysis between the groups doesn’t

show statistical difference (Table 2).

Table 3 summarizes the allelic and genotype frequencies of TXNRD?2 rs35934224 in
individuals with POAG and controls. Individuals with POAG presented a higher frequency of
the CC genotype when compared to the control group (72.3% vs. 59.5%; p=0.032; OR=0.56;
IC = 0.30 — 1.03). On the other hand, the CT genotype was associated with protection to POAG
(24.4% vs. 38.2%; p=0.022; OR=0.52; IC = 0.27 — 0.98). Allelic distribution was not

significantly associated.

Discussion

In the present study, we found a significant association between a SNP in the TXNRD2
gene (rs35934224) and POAG in a Brazilian population. This SNP was recently described as
being a risk factor for POAG. This is the first study to confirm the association of this SNP

with POAG in a candidate gene cross-sectional study in an admixture population [19].

Oxidative stress and antioxidant systems are very important in ocular tissue. Several
studies have demonstrated a significant contribution of oxidative stress in POAG
pathogenesis [20-25]. Additionally, a recent meta-analysis demonstrated an overall increase
of oxidative stress molecules in glaucoma, both in serum and aqueous humor. On the other
hand, the authors observed a decrease of some antioxidant markers, suggesting that reduction
in reactive oxygen species (ROS) could be neuroprotective [22]. The mitochondrial
thioredoxin reductase (TXNRD2), had a central importance for mitochondrial scavenging of
reactive oxygen species (ROS) [26], it is well established that antioxidant molecules could be

implicated in the pathogenesis of glaucoma since the oxidative stress might play a causal role
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in this disease [22, 27, 28]. In addition, polymorphisms in molecules associated to antioxidant

systems [29] have been reported in POAG patients [15, 30-33].

Herein, individuals carrying the T allele (CT/TT or CT genotypes) in TXNRD?2
(rs35934224) had protection to develop POAG when compared to the control group. Our
results confirm the association found in the GWAS study performed by [10], where they
found a significant association between the rs35934224 allele T with protection to POAG,
besides demonstrate TXNRD?2 expression in retinal ganglion cells and the optic nerve head in
normal human ocular tissue [10]. Additionally, the role of TXNRD2 in glaucoma
pathogenesis has been evidenced through an experimental glaucoma model where
overexpression of thioredoxin 2, the substrate of thioredoxin reductase 2, increased retinal
ganglion cell survival [34]. Thus, reduction of reactive oxygen species levels by TXNRD2
could prevent glaucoma, additionally the SNP rs35934224 is located in a inter-exon region
and is in linkage disequilibrium with others SNPs in regulatory regions such as 3’-UTR and

promoter region can be affect the expression levels of this molecule.

Our study has some limitations, such as the small number of individuals enrolled and

the functional characterization of TXNRD2 regarding the SNP rs35934224.

In summary, our data confirm the association between 7XNRD?2 gene polymorphism
(rs35934224) with POAG in an admixed Brazilian population. This is the first study to
associate this SNP with POAG in Latin-Americans and reinforce the potential use of this SNP
in the future for gene-based tests for identifying individuals at risk for developing POAG.
However, further cross-sectional studies with larger cohorts in different populations are

necessary to elucidate the potential use of TXNRD2 in clinical practice.
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Table 1: Mean age and sex distribution between individuals with POAG and controls

POAG Group  Control Group P value
I I
Total 94 94
Age (years) Mean + SD 68,85 68,55 0,946
Sex Male 45 (47.8%) 40 (42.5%)
0,559
Female 49 (52,2%) 54 (57.5%)

Table 2: Baseline Characteristics of patients in Glaucoma Group stratified by genotypes of TXNRD?2 gene
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(rs35934224).
Genotypes TXNRD?2 gene (rs35934224)
Characteristics
CC n=68 n (%) CT/TT n=26 n (%) P
Demographic
Age in years, mean (+5D) 68,8 (+10,4) 70,45 (+10,8) 0,5
Male 34 (50%) 11 (42,3%) 0,446
Female
34 (50%) 15 (57,7%)
Medical History
Family history of glaucoma 30 (44,1%) 9 (34,6%)
Smoking 5(7,3%) 4 (15,4%) 0,2365
Diabetes mellitus 13 (19,1%) 6 (23,0%) 0,669
Hypertension 34 (50%) 16 (61,5%) 0,3159
Glaucoma indices, mean (£SD)
IOP in mmHg 18,3 (£6,04) 15,5 (£3,01) 0,0988
Cup/disk ratio 0.81 (£0.18) 0,84 (+0,14) 0,3681
No. of anti-glaucoma medication 2.12 (£1.21) 1,96 (£1,02) 0,7049
TREC 29 (42,6%) 6 (26%) 0,1746
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Table 3: Allele and genotype frequencies of the ZXNRD? in individuals with POAG and controls.

POAGG Control G
(n= 9i§)up On(;i 94;Oup Odds Ratio IC 95% P value*
I I
TXNRD2
(rs35934224)
Genotypes
CC 68 (72.3%) 56 (59.5%) reference reference
CT 23 (24.4%) 36 (38.2%) 0.52 (0.27-0.98) 0.022
TT 3(3.3%) 2 (2.3%) 1.23 (0.19-7.65) 0.59
CT/TT 26 (27.7%) 38 (40.5%) 0.56 (0.30 — 1.03) 0.032
Alleles
C 159 (84.6%) 148 (78.7%)
0.67 (0.39—1.14) 0.07

T 29 (15.4%) 40 (21.3%) ‘

*one talied qui-squared or fisher test
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