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RESUMO

O ceratocone ¢ uma doenca ocular na qual a cornea adquire formato conico em decorréncia do
afinamento e protrusdo da sua por¢dao central. Manifesta-se clinicamente como perda
progressiva da acuidade visual, resultante do aumento da miopia e do astigmatismo irregular.
O ceratocone ¢ considerado uma doenca complexa e multigénica, com penetrancia incompleta
e constitui a ectasia corneana mais comum, representando a principal causa de transplante de
cornea no mundo. Dentre os varios genes considerados como envolvidos na doenca, enfatiza-
se VSX1, o qual codifica um fator de transcrigdo relacionado com a morfogénese craniofacial
e com a recuperagdo do tecido corneano apods traumas. Trabalhos anteriores t€ém mostrado
resultados conflitantes quanto ao seu envolvimento no ceratocone, € ndo existem estudos
buscando descrever variantes em VSXT na populagdo brasileira. Neste sentido, este trabalho
objetivou verificar se variantes em VSX7 estdo envolvidas com a patogénese do ceratocone
em pacientes brasileiros. Foram analisados 174 individuos oriundos do Hospital da Visdo e
do servigo de Oftalmologia da Clinica Escola da faculdade de Ciéncias Médicas de Campina
Grande, dos quais 73 possuiam diagnoéstico clinico de ceratocone e 101 apresentavam corneas
normais. Para a realizacdo das andlises moleculares, o DNA gendmico foi extraido do sangue
periférico dos probandos e dos voluntarios e os cinco éxons do gene VSX7 foram amplificados
por PCR e sequenciados. Foram encontradas sete variantes em residuos conservados de
VSXI1, sendo quatro de sentido trocado (L68H, D10SE, R131S e G160D) e trés sindnimas
(S6S, P79P e G113G). Destas, L68H e¢ P79P ainda ndo foram descritas em trabalhos
anteriores. A variante L68H, assim como as variantes sindnimas, foi verificada apenas em
pacientes ceratoconicos, enquanto DIOSE e RI131S foram identificadas tanto em
ceratoconicos quanto em individuos normais, os quais haviam declararado possuir familiares
afetados com a doenca. Anadlises /n silico sugeriram que, exceto a G160D, todas as variantes
nao-sindbnimas possuem potencial patogénico. Também foi verificado um paciente portador
simultineo das variantes L68H e RI131S, que apresentou ceratocone bastante avancado,
sugerindo que ha atuagdo sinérgica destas variantes no agravamento da doenga. Desta forma,
os resultados obtidos indicam que as variantes L68H, DIOSE e RI31S podem estar
diretamente envolvidas na patogénese do ceratocone.

Palavras-chave: Ectasia corneana. Cornea. KTCN. Mutagdo genética.



ABSTRACT

Keratoconus is an ocular disease in which cornea acquires conical shape due to thinning and
protrusion of its central portion. It manifests clinically as progressive loss of visual acuity
resulting from increase of myopia and irregular astigmatism. Keratoconus is considered a
complex and multigenic disease with incomplete penetrance and constitutes the most common
corneal ectasia, representing the main cause of corneal transplantation in the world. Among
the several genes considered to be involved in the disease, VSX7 is emphasized, which
encodes a transcription factor related to craniofacial morphogenesis and recovery of corneal
tissue after trauma. Previous studies have shown conflicting results regarding VSX1
involvement in keratoconus, and no previous studies describing gene variants in Brazilian
population were performed. In this sense, this work aimed to verify if variants in VSX7 are
involved with the pathogenesis of keratoconus in Brazilian patients. A total of 174 individuals
from the Vision Hospital and Ophthalmology service of the Clinic School of the School of
Medical Sciences of Campina Grande were analyzed, of which 73 had a clinical diagnosis of
keratoconus and 101 showed a normal corneas. For VSX7 gene analysis, genomic DNA was
extracted from peripheral blood of the probands and volunteers and its five exons of VSX1
gene were amplified by PCR and sequenced. Seven variants were found in highly conserved
VSXI1 residues, four of which were missense variants (L68H, DI105SE, R131S and G160D)
and three were synonymous variants (S6S, P79P and G113G). Of these, L68H and P79P were
not described in previous studies. L68H, as well as synonymous variants, were verified only
in keratoconic patients, whereas D105E and R131S were identified in both keratoconic and
normal individuals, which had been reported to have relatives affected with the disease. /n
silico analysis showed that except for G160D, all non-synonymous variants are potentially
pathogenic to VSX1 function. One patient carrying both L68H and R131S variants presented
advanced keratoconus, suggesting a synergistic action of both alterations, contributing to the
worsening of the disease. Thus, the obtained results support that variants L68H, D105SE and
R131S may be directly involved in the pathogenesis of keratoconus.

Keywords: Corneal ectasia. Cornea. KTCN. Genetic mutation.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Esquema representando as camadas anatomicas da cOrnea. ...........coeueeveveveneennnne. 18
Figura 2: CeratogloD0. ......coeviiiiiiiieiee e 21
Figura 3: Degeneracdo marginal pelicida. ...........cccoveieiiiiniiiiiiiiiecc e 22
Figura 4: CeratOCOME. .....cccuvevvieriieiiieiiectieeite ettt ettt ebeestae e b e e stbessbaesabeesbeesssesnsaessseenseansnas 24
Figura 5: Topografia de cornea evidenciando os principais indices topograficos utilizados para
QIAGNOSTICO. ..ttt ettt b e bbbttt et et b e e bttt ettt nee 27
Figura 6: Localizagdo citogenética do gene VSXT........ccooeiiiiiieiniieiceeeeeeee 34
Figura 7: Estrutura do gene VISXT.. .....ovoiiiiiieeeeeeeeeee ettt 34

Figura 8: Eletroferogramas evidenciando as variantes ndo-sinOnimas identificadas no
EEADAINO0. .ottt ettt 45
Figura 9: Gel de agarose 1% evidenciando o padrdo de bandas da variante D10SE apos
digestdo com enzima HPYCHAIV . ......cc.ooiiioiieiceeeeeeeeeeeeee ettt 46
Figura 10: Gel de agarose 1% evidenciando o padrao de bandas da variante R131S apos
tratamento com a enzima EEL...........cooveiriiiiiiiieee e 46
Figura 11: Alinhamento multiplo da sequéncia de aminoacidos de VSX1 de diferentes
ESPECICS. 1veeuvreeuriereeeeteesiteeteestteeseesaeeesbeesseeebaesaaeesbeeesb e et e e eateenbeeesbe e st e eabeenbeeesbe e saeenseenneensaeenneens 49
Figura 12: Heredograma - familia 1. ........cccooioiiiiiiioieeeee e 52
Figura 13: Heredograma - familia 2. .........ccccooeeiiiiiiniiniiniin e 53



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Descri¢ao dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para realizagao das PCRs..38

Tabela 2: Caracterizagdo dos grupos quanto a sexo € idade.........ccoveevievvvenierienienenienieienn, 42
Tabela 3: Caracterizagdo dos grupos quanto aos indices topograficos. ........cccevvverveiereennnne. 42
Tabela 4: Variantes alélicas encontradas 10 €StUdO. .......cccevvereriririeieieieieeeseseseee s 44

Tabela 5: Resultados da predi¢ao do impacto das variantes avaliados nas plataformas
PolyPhen-2, SIFT € PMUT. .....ooioiiiieiteeeeeee ettt sttt et 48
Tabela 6: Dados topograficos dos individuos pertencentes as familias que participaram da

construgao dos heredOgramas. ..........ccueeveruierieeieriieieeie ettt sae e teesaeense e 51



DNA
EDTA
MEC
MMP
pb
PCR

RFLP

ROS
SNP
Tm

TIMP

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Dioptria

Desoxirribonucleic acid (Acido desoxirribonucleico)
Ethylenediamine tetracetic acid (Acido etilenodiamino tetra-acético)
Matriz Extracelular

Matrix metalloproteinases (Metaloproteinases de matriz)

Pares de base

Polymerase Chain Reaction (Reagdo em cadeia da polimerase)

Restriction Fragment Lenght Polymorphism (Polimorfismo no comprimento de
fragmentos de restri¢ao)

Reactive Oxygen Species (Espécies Reativas de Oxigénio)
Single Nucleotide Polymorphism (Polimorfismo de Nucleotideo Simples)
Melting temperature (Temperatura de desnaturagao)

Tissue  Inhibitors of Metalloproteinases (Inibidores teciduais de
metaloproteinases)

Ultravioleta



SUMARIO

T INTRODUGAO.........ooceetueetsesssssessssesssss s sssssssssssessasssssssssssssssssessasssssssssasessssssssansssssaness 14
2 OBUETIVO..... s sss s s sas s sassassssssssssasss s s sassns s sassas s sasses 16
2.1 OBJETIVO GERAL. ...ttt ettt s esnaeenee s 16
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ......iiuiiiiiriieiiesiseiee s 16

3 REFERENCIAL TEORICO .....coouueeereesesssessssssssssssssssassssssssssssssssssssasssssasssassssssanssans 17
3.1 CORNEA ..ottt 17
3.1.1 ECtasias COrNEANAS......ccuoursmrsmrsersmssassassss s ssssssssssssssss s s s s s s s s sassasssnsas s sansnens 19

3.2 CERATOCONE ...ttt ettt ettt e e e ab e e etae e esvaeeesbaeesabeeennneeens 23
3.2.1 EPidemiologia .....cceceermsursessmsamsmssmsssssesssssssssssssssssssssssssssssss s sss s s s sns s s 25

R T2 0 1T T | U1 o 25
3.2.3 Intervencoes € tratamentos.........c.covcecrererersesesesessssesssesesesse e sesss s e e e sasassenes 28
BB £ T ] oo | 28

B T I € 1T 1T ), ¢ 33

T L S I 1 (037 N I L 35
5 MATERIAL E METODOS.......coiumsssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssans 36
5.1 ASPECTOS ETICOS ...ttt 36
5.2 AMOSTRAGEM......oooiiiieeeeete ettt ettt ab e e be e e abeesbeaensaenees 36
5.3 CRITERIOS DE INCLUSAO ..ottt e, 36
5.4 DIAGNOSTICO ......oooiioeieeiecieesiee s 36
5.5 MATERIAL BIOLOGICO ........ovvuiveiveieriieiissieeies s 37
5.6 ANALISES MOLECULARES .......cooouumiiiieiiieisnsisseesssssessss st sssssssenees 37
5.6.1 Extragao de DNA ... 37
5.6.2 Reacao em Cadeia de Polimerase (PCR)........corcmnmmnmnmnnsmnmsnsmnmsssssssnsssssssssssses 37
5.6.3 Purificacao do DNA e sequenciamento........ocooruermessmmsmssmsessssssssssssssssssssssssssns 39
5.6.4 RFLP-PCR.......o s s s sssss s sassss s sassss s sas s 39

5.7 BIOINFORMATICA ..o s e 40



5.7.1 Analise das SEQUENCIAS .......ccereermrrrmrmrsssmsermse s s sas e s ses e snsasass 40

5.7.2 Predicao do potencial patogénico das variantes ..........cccuvrermsmssmsnsssssssssssssanns 40

6 RESULTADOS.......coiimmmmmimsnisnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssanssnssnsns 41
6.1 CARACTERIZACAO DOS GRUPOS......eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eensees 41
6.2 ANALISES MOLECULARES .......oooevviieriiniieiiesisesiessses s 43

.............................................................................................................................................. 47

6.4 ANALISES FAMILIARES ......cooooooovvooeoeoeseeeeeee oo 50
7 DISCUSSAQ......oocreeruessesssssssssesssessssssssssssssssssasssasssasssssssesssesssasssasessssssssssssssenssssesassssnns 54
8 CONSIDERAGOES FINAIS.........oouomeruerssesssesssssassssassssassssssssssssssssssssassassssasessassssasssanes 59

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oeeeeeeeeeseeeeseseesesessasesesssessssssessseseasasesssssseasasens 61



14

1 INTRODUCAO

O ceratocone ¢ uma doenga ocular cronica, caracterizada pela protrusao da porgao
central da cornea e afinamento de sua espessura, consequentemente acarretando deplegdo
progressiva da acuidade visual. Constitui a ectasia corneana mais comum, com prevaléncia
entre 8 a 55 por 100.000 e incidéncia em torno de 1:2000, a depender dos métodos e critérios
de diagnostico utilizados, bem como de acordo com o grupo étnico (JEYABALAN, 2013).

A doenca pode afetar individuos de ambos os sexos e geralmente aparece durante
a puberdade, progredindo durante duas ou trés décadas, quando tende a se estabilizar ou, em
casos extremos, pode levar a cegueira. Por conseguinte, o ceratocone causa grande impacto na
saude publica, visto que além de afetar a qualidade de vida dos individuos por toda a vida
adulta, representa a principal causa de transplante de cornea nos paises ocidentais (GOMES,
2015; LECHNER, 2013; WHEELER, 2012).

Embora tenha sido descrito hd mais de 150 anos e nas ultimas décadas tenha
havido grandes avangos no que se trata de acuracia dos métodos de diagndstico e manejo da
doenga, os mecanismos fisiopatologicos envolvidos no desenvolvimento e progressdo do
ceratocone ainda ndo sdo completamente conhecidos. Considera-se que ele seja uma doenga
multifatorial e multigénica e que mutagdes especificas em determinados genes estejam
relacionadas a graus variaveis da doenga (GOMES, 2015; WHEELER, 2012).

Um dos genes mais enfatizados nos estudos e que em muitos casos ¢ relatado
como envolvido no desenvolvimento do ceratocone é VSX1 (Visual System Homeobox 1). Seu
produto ¢ um fator de transcricdo que regula a expressdo dos genes envolvidos no
desenvolvimento craniofacial durante a embriogénese ¢ que também ¢ essencial para a
manutencdo e proliferacdo das células corneanas adultas, podendo ser expresso durante os
processos de reparo quando a coérnea sofre alguma injiria (BARBARO, 2006; GORDON-
SHAAG, 2015).

Desta forma, observa-se que variantes neste gene podem ser a causa de um
comportamento andmalo das estruturas corneanas e, de alguma forma convergir para o
fenotipo de ceratocone. Contudo, embora o gene VSX7 tenha sido relacionado com ceratocone
desde o inicio dos anos 2000 e haja constancia em pesquisas a este respeito, sua relacao
efetiva com o desenvolvimento da doenga ndo foi completamente esclarecida. Por este
motivo, acreditamos que este trabalho possa contribuir para o esclarecimento da influéncia de

variantes em VSX7 no desenvolvimento de ceratocone. Além disso, devido a extrema escassez
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de dados sobre genética no ceratocone no Brasil, o presente trabalho representa uma das
primeiras fontes de resultados experimentais em nossa populacdo, sendo o primeiro a tratar do
gene VSX1.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a presenca de variantes no gene VSX7 e sua relagdo com o ceratocone

humano.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

L.

AR

Selecionar pacientes com diagnoéstico clinico de ceratocone;

Sequenciar a regido exonica do gene VSX7 em pacientes portadores de ceratocone;
Realizar PCR-RFLP para confirmagdo das variantes encontradas no gene VSXT;
Predizer o impacto das variantes ndo-sindnimas na fun¢do da proteina VSX1;

Construir os heredogramas de familias informativas obtidas no projeto.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CORNEA

A cornea ¢ a estrutura mais anterior do olho e consiste em uma lente transparente
e curva que, conjuntamente com a esclera, compdem a tinica fibrosa ocular. Tais
caracteristicas — transparéncia e curvatura — garantidas pela composi¢do rica em colageno e
proteoglicanos, promovem a focaliza¢do inicial da luz pelo olho. Além de ser uma das
principais estruturas oculares envolvidas na refracdo da luz, a cornea também atua como
barreira de prote¢do contra influéncias externas e ¢ responsavel pela filtracdo de parte dos
raios ultravioleta presentes na luz solar (MICHELACCI, 2013; WILSON & LAST, 2004).
Anatomicamente, pode ser dividida em cinco camadas: epitélio, camada de Bowman,
estroma, membrana de Descemet e endotélio, como mostra a Figura 1.

O epitélio corneano constitui a superficie anterior da cérnea, que encontra-se em
contato com o filme lacrimal. Trata-se de um epitélio estratificado pavimentoso nao-
queratinizado. Como caracteristica deste tipo de tecido, as células sdo firmemente aderidas e
desempenham fungdo de protecdo, ja que sdo a principal barreira que separa o organismo do
ambiente externo. O epitélio pode ainda ser subdividido em trés camadas: a mais profunda
(camada de células basais) € a inica capaz de sofrer mitose, sendo responsavel pela renovagao
celular ¢ manutencao do epitélio. Uma vez que estas células avancam no processo de
maturagdo e ocorre o processo de descamacao formam-se as outras camadas: intermedidria ou
de células aladas e camada superficial ou escamosa (ARAUJO & GOMES, 2015).
Posteriormente ao epitélio estd a camada de Bowman, uma estrutura acelular, composta por
um condensado de material produzido pelas células presentes no estroma. Dentre outras
fungdes, atua como suporte para a organizacdao do epitélio e constitui o limite que separa o
epitélio do estroma (DELMONTE & KIM, 2011).

O estroma compde a maior parte da estrutura da cornea, constituindo cerca de
80% a 90% da sua espessura. O tipo celular mais representativo da cornea, chamado de
ceratOcito, estd presente nesta camada. Estas células sdo tipos de fibroblastos que secretam
coldgeno e outras substancias da matriz extracelular, tais como glicoproteinas e
proteoglicanos. Assim, o estroma corneano desempenha um papel crucial para assegurar a
forma, estabilidade e resisténcia mecanica da cornea (ARAUJO & GOMES, 2015;
DELMONTE & KIM, 2011).
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. Epitélio

Camadade
Bowman

— Estroma

Membrana
de Descemet

Endotélio

Figura 1: Esquema representando as camadas anatomicas da cornea. Fonte: Adaptado de Wilson & Last,
(2004).
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A membrana de Descemet ¢ uma fina lamina basal secretada pelo endotélio,
composta por uma trama de fibrilas de coldgeno. E frouxamente ligada ao estroma, sem
nenhuma jun¢do mecanica especifica (BINDER, 1991; JOHNSON, 1982). Posteriormente ha
o endotélio, um epitélio poligonal simples ndo-proliferativo que forma a superficie corneana
posterior e desempenha papel fundamental na regulagao do metabolismo corneano (ARAUJO
& GOMES, 2015).

A matriz extracelular (MEC) secretada pelas células de tecido conjuntivo consiste
em uma mistura de componentes de natureza fibrilar (tais como coldgeno, elastina e
laminina), nao-fibrilar (proteoglicanos e glicoproteinas), microfibrilar (microfibrilas
associadas ao coldgeno e a elastina) e enzimas de reciclagem de matriz (tais como as
metaloproteinases). A MEC confere as propriedades mecanicas e estruturais dos tecidos, além
de influenciar no comportamento celular (SOUSA & PINHAL, 2011). O principal
componente proteico da MEC corneana ¢ o colageno, especialmente do tipo IV. Em
mamiferos, esta molécula ¢ presente em membranas basais, conferindo a estas estruturas uma
maior capacidade de resisténcia a tragdes. No tecido corneano, o colageno IV ¢ secretado
pelos ceratocitos estando, portanto, distribuido principalmente no estroma, embora seja
também encontrado em menores quantidades na camada de Bowman e membrana de
Descemet (CUMMINGS, 2016).

Cabe citar ainda que a cornea é uma estrutura avascular que depende dos
nutrientes presentes no humor aquoso e no filme lacrimal para manutencdo de seu
metabolismo, bem como das caracteristicas do microambiente do entorno para homeostase.
Sua estabilidade e funcionamento dependem tanto das caracteristicas biomecanicas conferidas
pelos componentes estruturais supracitados quanto de fatores ambientais, de forma que
quando hd um desequilibrio em pelo menos um destes fatores, € possivel o estabelecimento de

alguma ectasia corneana (DELMONTE & KIM, 2011).

3.1.1 Ectasias corneanas
Ectasias sdo definidas como doengas caracterizadas por dilatacdo ou distensao de
alguma estrutura (GOMES, 2015). As ectasias corneanas compdem um grupo de doengas
caracterizadas por afinamento, protrusdo e consequente distor¢do da superficie da cornea,
estando isentas de qualquer processo inflamatorio. Sdo incluidas neste grupo o ceratoglobo, a
degeneracao marginal pelicida e o ceratocone (MAHARANA , 2016). Ainda nao ha consenso
se estas trés condi¢des sdo doengas distintas ou apenas variagdes fenotipicas de uma mesma

patologia (JINABHALI 2011).
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O ceratoglobo (Figura 2) ¢ uma condicdo rara, caracterizada por afinamento
difuso e protusdo globular da coérnea, que se acentua na periferia. Assim como o ceratocone,
também manifesta-se como miopia e astigmatismo, levando a perda da acuidade visual
(FECAROTTA & HUANG, 2014; WALLANG & DAS, 2013). Sdo vistos tanto casos
congénitos quanto adquiridos, porém sua etiologia e patogénese ndo sdo claras, embora
possam estar associadas a deficiéncias na producdo de colageno, tendo em vista que a doenca
pode estar acompanhada de condi¢gdes que se estabelecem a partir de deficiéncias no tecido
conjuntivo, como ¢ o caso das sindromes de Erlers-Danlos e de Marfan, hiperflexibilidade
articular e osteogenesis imperfecta. Estas deficiéncias também podem ser vistas em
associacdo ao ceratocone. Um ponto crucial para considerar que o ceratoglobo seja uma
doenga a parte é que, ao contrario do ceratocone, o desenvolvimento do ceratoglobo nao esta
associado a atopia, ao uso de lentes de contato ou fricgdo ocular, que sdo os principais fatores
ambientais supostamente envolvidos com a manifestagdo do ceratocone (FECAROTTA &
HUANG, 2014).

A degeneragdao marginal pelicida (Figura 3) é caracterizada por apresentar uma
protrusdo conica que geralmente ocorre na por¢do inferior da cornea, embora mais raramente
possa afetar os quadrantes superior, nasal e temporal da cornea. A doenga manifesta-se
inicialmente entre a segunda e terceira década de vida, porém ndo existem indicios de ser

hererditaria (JINABHAI 2011).
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Figura 2: Ceratoglobo. Aspecto visual (A) e topografia de cornea (B). Fonte: Adaptado de Fecarotta & Huang,
2014.
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Figura 3: Degeneragcdo marginal pelucida: Aspecto visual (A) e topografia de cornea comparando um olho
normal (a esquerda) ¢ um olho afetado (a direita) (B). Fonte: Adaptado de Jinabhai (2011).
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3.2 CERATOCONE

O ceratocone (Figura 4) ¢ um termo utilizado para descrever uma afec¢do ocular
caracterizada por afinamento e protrusao da cornea com astigmatismo irregular e consequente
diminui¢do na acuidade visual. E considerada uma doenca multifatorial e multigénica, na qual
os elementos genéticos atuam de modo complexo com muitos fatores ambientais e condi¢des
sistémicas, o que pode conduzir a feno6tipos heterogéneos da doenca (JEYABALAN, 2013).
Apds uma evolucdo silenciosa, os primeiros sintomas da doenga sdo vistos na adolescéncia,
quando geralmente ocorre o diagndstico, € se agravam progressivamente até a terceira ou
quarta década de vida, onde geralmente se estabilizam (ROMERO-JIMENEZ, 2010,
WHEELER, 2012).

A doenga ¢ uma das principais patologias que afetam o segmento ocular anterior e
constitui a principal causa de transplante de cornea nos paises desenvolvidos. No Brasil, este
padrdo também ¢ acompanhado, como ¢ demonstrado pelos trabalhos publicados por Adam
Netto (2014), Brito & Veitzman (2000), Calix Netto (2006), Cattani (2002), Cavalcanti
(2004) e Flores (2007). A etiologia da doenga vém sendo estudada por diversos grupos, porém
permanece desconhecida. No entanto, sdo elencados diversos fatores ambientais e genéticos
que podem estar envolvidos com a doenga, tendo em vista sua heterogeneidade nos aspectos
clinico, bioquimico, genético e epidemiologico.

Quando se trata de patobiologia, a dificuldade de mais esclarecimentos pode ser
decorrente do fato de os esfor¢os das pesquisas serem voltados a pacientes que exibem um
estdgio da doencga relativamente avangado, no qual ¢ possivel que os mecanismos primarios
da patologia sejam confundidos com sinais secundarios, tais como inflamagdes ou efeitos
degenerativos. Assim como ndo ¢ descartado que o o fenotipo clinico observado no
ceratocone possa ser uma via final comum a diferentes processos patologicos (DAVIDSON,
2014; SHERWIN & BROKES, 2004).

Analises histopatologicas mostram que o epitélio pode sofrer degeneragao das
suas células basais, acompanhado pelo pouco desenvolvimento da camada de Bowman, que
também pode apresentar rompimentos e erupgdes na organizagdo das fibras colagenas
(RABINOWITZ, 1998; SHERWIN & BROKES, 2004). No estroma, as principais
caracteristicas sdo a compactacao e perda no arranjo das fibrilas, diminui¢do do numero de
lamelas, além da possibilidade de degeneragdo dos ceratocitos. As duas camadas posteriores
sdo, geralmente as menos afetadas: a membrana de Descemet s6 ¢ afetada em casos de

hidropsia aguda e o endotélio geralmente ¢ normal (RABINOWITZ, 1998).
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Figura 4: Ceratocone: Fenotipo caracteristico de uma cornea normal (A) e protrusdo corneana caracteristica da
doenga (B). Fonte: Keratoconus NZ. Disponivel em: http:/www.kcnz.co.nz/what-is-keratoconus.html. Acessado
em 20 jan. 2017.
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3.2.1 Epidemiologia

Os dados epidemiologicos do ceratocone no mundo ainda sdo escassos e
inconclusivos, este Ultimo pode ser atribuido, em parte a falta de padronizacao dos métodos e
critérios utilizados para diagnostico (GALVIS, 2015). Os levantamentos mostram que doenca
afeta tanto homens quanto mulheres. Contudo, ndo se pode concluir se ha tendéncia de afetar
majoritariamente um ou outro, visto que trabalhos publicados nos tltimos 40 anos apresentam
resultados conflitantes (GORDON-SHAAG, 2015).

Estudos de incidéncia e prevaléncia da doenca apresentam resultados distintos nas
diferentes populagdes ja estudadas. Os dados relativos a incidéncia variam entre 1,3 a 25 por
100.000 e a prevaléncia variam entre 0,3 por 100.00 a 2.500 por 100.000 (GALVIS, 2015;
VAZIRANI & BASU, 2013). Embora ainda ndo haja consenso sobre a relacdo de
ancestralidade ou influéncias €tnicas com o desenvolvimento de ceratocone, alguns estudos
apontam que a doenca tem prevaléncia trés vezes maior em individuos caucasianos do que em
japoneses (TANABE, 1987). Outros estudos considerando caucasianos e asiaticos (indianos,
paquistaneses ¢ bangaleses) apontaram que os asidticos tém entre 4,4 ¢ 7,5 vezes mais
tendéncia de desenvolver a doenca, que também se manifesta de modo mais severo. Esta
preponderancia tem sido associada a elevados casos de consanguinidade neste grupo
(GEORGEOQOU, 2004; PEARSON, 2000). Em um artigo de revisdo, Gordon-Shaag (2015)
sumariza os resultados das principais pesquisas que apresentam dados epidemioldgicos e
relata que a interpretacdo dos dados deve ser feita cuidadosamente, visto que muitos dos
métodos de diagnoéstico utilizados nos estudos podem ndo ser adequados.

Embora a doenca seja vista como uma deficiéncia isolada na maioria dos casos,
uma fracdo consideravel dos pacientes pode apresentar ceratocone associado a outras
condigdes sindromicas ou anormalidades cromossomicas — tais como Sindrome de Down,
Sindome de Turner, Sindrome de Marfan, Sindrome de Ehlers-Danlos e Sindrome de Apert —
e afecgdes oculares, tais como catarata, amaurose congénita de Leber e outras distrofias da
retina ¢ da cornea, tais como distrofia corneana amorfa posterior (BONIS, 2011; BURDON &
VICENT, 2013).

3.2.2 Diagnoéstico
O ceratocone pode ser diagnosticado com base em vdrias caracteristicas clinicas,
identificaveis a depender do estagio da doenga, dentre as quais estd a presenga de aneis de
deposi¢do de ferro ao redor da base do cone (anel de Fleischer), estrias estromais (estrias de

Vogt), reflexo “em gota de oleo” (sinal de Charleux), abaulamento da palpebra inferior em
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foma de “V” quando o paciente olha para baixo (sinal de Munson), bem como eventos de
hidropsia e cicatrizagdo (VAZIRANI & BASU, 2013). Contudo, atualmente o padrdo-ouro
para diagnostico consiste na topografia de cornea, também chamada de videoceratografia. Tal
método se baseia na obtencdo de mapas da superficie corneana externa, utilizando o sistema
de cores para representar os niveis de elevagdo e curvatura, onde cores quentes (alaranjado e
vermelho) representam zonas mais elevadas, cores frias (tons de roxo e azul ) referem-se a
regides mais planas e tons de verde representam regides intermediarias (Figura 5). Além da
representacdo cromatica das caracteristicas da superficie corneana, a topografia permite sua
mensuracdo matematica dos seus critérios geométricos, possibilitando diferenciar de modo
preciso os padrdes topograficos em corneas sauddveis de corneas acometidas por patologias
de ordem ectatica (CARVALHO, 2005; CAVAS-MARTINEZ, 2016).

Corneas acometidas por ceratocone apresentam trés caracteristicas marcantes que
as diferenciam de corneas normais. A primeira ¢ uma area geralmente na porcao central ou
inferior onde ha um aumento no poder refrativo, rodeada por areas concéntricas de poténcia
decrescente, a segunda ¢ a assimetria entre o poder refrativo dos meridianos inferior e
superior € a terceira ¢ o astigmatismo irregular, que representa a presenca de irregularidades
na superficie da cornea decorrente da sua hiperprolagdo. (RABINOWITZ, 1998).

De modo a padronizar o diagnostico do ceratocone, foi estabelecido uma série de
critérios de diagnostico baseados em indices topograficos da coérnea. O mais utilizado
estabelece um critério de diagndstico que considera como portadores pacientes que
apresentam corneas com ceratometria central (K) maior que 47,20 dioptrias (D), curvatura da
cornea inferior comparada a da cornea superior (I-S) maior que 1,20 D e mudanca do eixo
radial do astigmatismo (astigmatismo irregular, ou SRAX) maior que 21 graus
(RABINOWITZ 1995). Um outro indice, denominado KISA, se baseia no calculo conjunto da
ceratometria central (K), indice (I-S), o astigmatismo regular (AST) e valor de SRAX
(RABINOWITZ, 1999). A féormula de célculo estd apresentada abaixo:

K x I—S x AST x SRAX x100
300
Como resultado, um indice KISA maior que 100% ¢é obtido de corneas que

KISA% =

possuem ceratocone clinicamente detectavel, valores entre 60% e 100% sdo considerados
como casos suspeitos e valores abaixo de 60% sdo obtidos em olhos normais

(RABINOWITZ, 1999; SEDGHHIPOUR, 2012).
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Figura 5: Topografia de cornea evidenciando os principais indices topograficos utilizados para
diagnéstico. I-S (*), KISA (**) e a ceratometria central (***). Fonte: Acervo proprio.
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3.2.3 Intervencdes e tratamentos

Ainda ndo hé cura para a doenga, porém algumas intervengdes sdo recomendadas
no intuito de estabiliza-la ou retardar a sua progressdo. Tais intervenc¢des sdo definidas de
acordo com o grau de severidade e evolugdo clinica de cada paciente. Em casos mais leves,
recomenda-se o uso de oculos. Em estdgios intermedidrios, utiliza-se lentes de contato
gelatinosas e, caso ndo seja vidvel, opta-se por lentes rigidas gés-permeéveis. Adicionalmente,
recomenda-se a implantacdo de aneis intracorneanos ou o Ccross-linking corneano. A
introdu¢do de aneis acrilicos na cornea pode aumentar a regularidade de sua curvatura,
auxiliando na adaptagdo as lentes de contato e na reabilitacdo visual, enquanto o cross-/inking
combina o uso de riboflavina e radiagdo UV para aumentar a formagao de ligacdes covalentes
entre as moléculas de colageno, aumentando a resisténcia da cornea (ERTAN & COLIN,
2007; MASTROPASQUA, 2015).

Nos casos mais graves, nos quais nenhuma das alternativas acima sdo eficientes
para a melhoria da qualidade visual, o Gltimo recurso possivel ¢ o transplante de cornea,
também chamado ceratoplastia. Nesta técnica, ¢ realizada uma intervengdo cirurgica que
consiste na remog¢ao do tecido corneano deficiente, seguida pelo enxerto de uma cornea doada
por um individuo saudavel. E possivel que haja a remocdo total do tecido coneano, cuja
ceratoplastia ¢ dita penetrante, ou apenas uma remocao parcial, chamada lamelar. Embora
apresente resultados eficazes na grande maioria dos pacientes, em uma parcela consideravel
dos pacientes esta técnica ndo apresenta resultados definitivos, pois mesmo apds o
transplante, seja ele penetrante ou lamelar, ¢ possivel que ao longo dos anos haja recorréncia

da doenga (ARNALICH-MONTIEL, 2016).

3.2.4 Etiologia

E bem estabelecido que o ceratocone tem etiologia complexa, contando com
envolvimento de fatores ambientais que atuam potencializando a doenca caso haja uma
predisposi¢ao genética (GALVIS, 2015).

Os fatores de risco ambientais tém sido extensamente estudados e buscam auxiliar
no diagnostico e na identificacdo de individuos susceptiveis. Embora os resultados nem
sempre sejam conclusivos, os fatores que tém tido maior destaque pela sua influéncia sdo:
friccdo ocular, uso de lentes de contato, hipersensibilidade alérgica e exposi¢do a radiagdo
UV. A determinagdo da contribuicdo relativa de cada um dos fatores supracitados ainda ¢
desconhecida, visto que em muitos casos ha uma relacdo direta entre eles (GORDON-SHAG,
2012; NADERAN, 2015).
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Diversos estudos vém mostrando uma relagdo direta entre o ato de friccionar os
olhos cronicamente com o ceratocone. Diversos trabalhos provéem evidéncias de que o
microtrauma causado pela fric¢do vigorosa além de danificar mecanicamente a cornea,
estimula a expressdo de proteases que degradam os componentes da matriz extracelular, bem
como aumenta a expressdo mediadores de inflamagdo. Todavia, alguns autores nao
consideram a friccdo ocular como um fator de risco efetivo para o desenvolvimento do
ceratocone quando isoladamente (GORDON-SHAAG, 2012; McMONNIES, 2009).

Também ¢ bem estabelecido que haja ligagdo entre ceratocone a doengas
autoimunes, especialmente hipersensibilidade a alérgenos. Manifestagdes bem descritas sao
atopia, asma, eczema, ceratoconjuntivite e conjuntivite alérgica. Acredita-se que a alergia
acarrete uma inflamacao, que faz o individuo cocar os olhos vigorosamente, levando a injuria
tecidual ¢ a consequéncias semelhantes ao item acima (MERDELER, 2015; NADERAN,
2015). Quanto ao uso de lentes de contato, acredita-se que a inser¢do deste tipo de corpo
estranho pode modificar a fisiologia corneana, contribuindo para aumento da evaporacao do
filme lacrimal e com isto levar a fric¢do ocular (McMONNIES, 2016).

Além das condigdes supracitadas, a exposi¢do a radiagdo UV ¢ considerada como
um fator de risco adicional, tendo em vista seu potencial como causador de estresse oxidativo
e como modulador da expressdo génica. A alta prevaléncia da doenca em regides onde ha alta
incidéncia de radiagdo — tais como o Oriente Médio — comparada a locais onde ha baixa
incidéncia de raios solares — como Russia e a por¢ao norte dos Estados Unidos — pode ser um
indicio da efetividade da deste fator como agente estressor. Embora ndo sejam encontradas
publicagdes que averiguem o efeito da exposicdo UV no desenvolvimento de ceratocone em
humanos, experimentos com modelos animais ja verificaram que a radiagdo UV modula a
expressdo de alguns genes relacionados com a degradagdo da matriz extracelular, enquanto
outros identificaram aumento na apoptose das células corneanas e perda de ceratdcitos,
levando ao afinamento da cornea (CHANDLER, 2008; GORDON-SHAAG, 2012;
GORDON-SHAAG, 2015b; NEWKIRK, 2007; PODSKOCHI, 2000).

Os indicios de base genética do ceratocone sdo suportados pelo aumento da
incidéncia em familias que possuam membros afetados, ja que entre 5% a 28% dos casos ¢
possivel se identificar um historico familiar. O estabelecimento de uma relagdo diretamente
proporcional entre ceratocone e consanguinidade reforca ainda mais a existéncia de um
componente genético envolvido na doenga (GORDON-SHAAG, 2013).

Na condi¢do de doenga genética, o ceratocone mais comumente se expressa como

uma doencga autossdomica dominante com penetrancia incompleta e fenotipo variavel, embora
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em alguns casos sejam vistas heranca ligada ao X e heranca autossdmica recessiva, esta
ultima em familias que apresentam altos niveis de consanguinidade (JEYABALAN, 2013;
RABINOWITZ, 1998).

Até o momento, os estudos moleculares vém sendo guiados pela escolha de genes
candidatos — com base no conhecimento de suas caracteristicas funcionais ou baseados em
evidéncias providas por estudos bioquimicos — e/ou pelo mapeamento de /oci candidatos por
meio de estudos de associacdo gendomica e de ligacao. Uma grande diversidade de genes ja foi
elencada, mas as andlises individuais destes genes sdo capazes de conferir explicabilidade
somente para uma pequena parcela dos casos e os resultados entre trabalhos sdo conflitantes
(BURDON & VICENT, 2013; BYKHOVSKAYA, 2016; ZHANG, 2015).

Durante a evolugdo da doenga, ¢ comum que se verifique aumento nos niveis de
espécies reativas de oxigénio (ou ROS, do inglés “Reactive Oxygen Species”), o que tem
levado diversas investigagdes a se concentrarem em genes de defesa contra tais moléculas.
Além disso, estudos de ligagdo apontaram o envolvimento /focus 20p11.2, no qual se encontra
o gene SOD1 (Superoxide Dismutase 1), que codifica uma enzima antioxidante citoplasmatica
que atua na neutralizacdo de ROS. Uma dele¢do intronica de sete pares de bases no sitio de
splicing do intron 2 deste gene ¢ o principal achado dos trabalhos e ¢ indicada como tendo
relagdo com o ceratocone por ocasionar a sintese de uma isoforma proteica falha na
neutralizagdo de substancias que causem estresse oxidativo, tais como ROS (JEYABALAN,
2013).

Considerando-se que o colageno ¢ o principal componente da cornea e
desempenha um papel crucial para a resisténcia mecanica deste tecido, os genes codificadores
de colageno sdo fortes candidatos a estarem relacionados ao desenvolvimento de ceratocone,
sobretudo quando se tem o conhecimento da associagdo entre ceratocone e doencas causadas
por disfuncdes no tecido conjuntivo. Tanto estudos de ligagdo genética quanto andlise de
polimorfismos t€ém mostrado variantes em genes da familia do coldgeno que atuam como
fatores de risco para ceratocone, especialmente nos genes COL4A3 ¢ COL4A4, que codificam
colageno tipo IV (SARAVANI, 2015; STABUC-SILIH, 2009).

Outro cendrio possivel para o desenvolvimento de ceratocone seria alguma
disfun¢do no arranjo das fibras colagenas. Nesta vertente o principal candidato é o gene LOX,
codificador da enzima lisil-oxidase, a qual catalisa a reticulagdo polimérica (ou cross-/ink)
entre as fibras de coldgeno e elastina. Desta forma, mutagdes neste gene teriam potencial para
causar uma diminuicdo do cross-/ink e assim culminar no enfraquecimento ¢ distengao da

cornea. Alguns trabalhos ja identificaram SNPs que podem ser associados ao
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desenvolvimento do ceratocone (BYKHOVSKAYA, 2016; HASANIAN-LANGROUDI,
2014; ZHANG, 2015).

Como a matriz extracelular ¢ fundamental para as caracteristicas biomecanicas da
cornea ¢ tendo em vista que suas caracteristicas sdo dependentes da relagdo entre sua
formacdo e degradacdo as enzimas degradadoras de colageno e elastina, contidas na familia
das metaloproteinases de matriz (ou MMPs) e seus respectivos inibidores, contidos na
superfamilia dos TIMPs (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases) tém sido alvo de estudos.
Foi demonstrado que a expressao MMPs ¢ estimulada pela radiagdo UV em células corneanas
de caes (CHANDLER, 2008). Em humanos a expressao diferencial de MMPs e TIMPs tem se
mostrado comum em corneas ceratoconicas, sugerindo que mecanismos de regulacdo destes
genes podem apresentar alguma deficiéncia ou que sua expressao seja influenciada por fatores
externos, tais como raios UV (JEYABALAN, 2013; BONIS,2011).

O desbalango entre proliferacdo e apoptose dos ceratocitos evidencia que genes
envolvidos com sinalizacdo celular podem estar relacionados com o ceratocone. Estudos de
ligagdo e analises moleculares identificaram significativo risco de desenvolvimento da doenga
em individuos que possuem polimorfismos em genes codificadores de citocinas, tais como de
interleucinas (IL1A, IL1B, IL1R) e genes de vias de sinalizagdo para apoptose (SLC4A71)
(KIM, 2008; MIKAMI, 2013; NOWAK, 2013; WANG, 2015). O quadro abaixo sumariza os

principais resultados de trabalhos envolvendo os genes supracitados.



Quadro: Principais genes relacionados com o ceratocone e alteracoes génicas descritas.
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Gene ;‘:g;gfgﬁig Refg:,“ﬁ no Alteragéo genética Substituicao
SOD1 21q22.11 147450 Delecao intronica -
¢.169 + 50 deITAAACAG
SNP 1513424243 G43R
SNP 1555703767 D326Y
SNP 1510178458 PI41L
COL4A3 236.3 120070 SNP 156436669 E162G
SNP 1511677877 H451R
SNP 1534019152 G484G
SNP 1528381984 P574L
SNP 152229814 P482S
SNP 152228555 V1516V
oL 24363 0131 SNP 152228557 F1644F
SNP 152229813 M1327V
SNP 1s56247709 G789G
SNP 151800516 G545A
SNP 152956540 -
SNP 1510519694 -
LOX 5q23.1 153455 NP 10519697 -
SNP 151800449 R158Q
TIMP3 22q123 188826 - -
MMP9 20q13.12 120361 — -
IL1A 2q14.1 147760 SNP 152071376 —
IL1B 2q14.1 147720 PP ta3027 _
SNP 1516944 =
IL1RN 2ql4.1 147679 SNP 152071459 -
SLC4A11 20p13 610206 Delecdo intronica -

c.2558+149 2558+203
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3.2.5 Gene VSX1

O gene VSXT1 (Visual System Homeobox 1) que também é sinonimo de RINX
(Retinal Inner Nuclear Layer Homeobox), PPDC (do inglés ‘“Posterior Polymorphous
Dystrophy”, em alusdo a sua relagdo com distrofia corneana amorfa posterior) e KTCN (do
inglés “keratoconus”, em alusdo a sua relagdo com ceratocone), esta contido na superfamilia
dos homeobox, dentro da familia VSX (Visual System Homeobox). A superfamilia dos genes
homeobox ¢ bastante conservada nos eucariotos e ¢ conhecida principalmente por codificar
fatores de transcri¢do criticos para a morfogénese. Estes fatores de transcricdo possuem um
dominio de ligagdo ao DNA que contém cerca de 60 aminodcidos, conhecido como
homeodominio. Todavia, apés o estdgio embriondrio, sua expressdo esta relacionada com a
manutencdo celular e com respostas metabolicas (BOBOLA & MERABET, 2016). Dentro
dos homeobox, a familia VSX (também conhecida como CVC, por incluir Ceh-10, Vsx1 e
Chx-10) contém um outro motivo ndo modular adjacente ao homeodominio, chamado de
dominio Prd-L:CVC (de “CVC paired-like to homeodomain”), essencial para o
desenvolvimento ocular durante a embriogénese, embora seu mecanismo de atuagdo ainda
ndo seja claro (CLARK, 2008).

VSX1 esta localizado em 20p11-ql1 (Figura 6), possui cerca de 6,9 Kb e cinco
éxons (Figura 7). Sua expressdo € critica para o desenvolvimento embrionario ocular e
craniofacial, especificamente na diferenciagdo e manutencao celular destes tecidos. Além
disso, corneas adultas que sofreram algum processo de injuria e que estejam passando por
processos de remodelamento tecidual também podem ativar a expressdo de VSX7 para a
transformagao de fibroblastos em miofibroblastos (HAYASHI, 2005; VICENT, 2013).

Os indicios de que o gene VSXT esta relacionado com o ceratocone surgiram por
meio da realizacdo de estudos de ligacdo, e o trabalho de Heon (2002) foi o primeiro a
relacionar mutacdes neste gene ao ceratocone e a distrofia corneana amorfa posterior. Desde
entdo, dezenas de trabalhos vém sendo publicados reafirmando esta relacdo, embora o papel
patologico das mutagdes ndo seja completamente compreendido (BONIS, 2011). Mesmo que
presente em apenas uma pequena parcela da populacdo, a ocorréncia de determinadas
mutagdes em VSXT ¢, de certa forma, conservada. Entre as principais mutagdes encontradas
de modo recorrente estdo PS8L, R131S, R166W, L159M, D144E, G160D ¢ H244R (BONIS,
2011; SAEE-RAD, 2011).
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Figura 6: Localizacdo citogenética do gene VSX1. Fonte: Genome Decoration Page

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/tools/gdp). Acesso em 25 mar. 2017.
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Figura 7: Estrutura do gene VSX1. Esquema apresentado seus cinco éxons (retdngulos hachurados), introns
(linhas) e regides UTR 5° e 3° (retangulos vazios). Fonte: Ensembl Genome Browser.

(http://www.ensembl.org/index.html). Acesso em 25 mar. 2017.
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4 JUSTIFICATIVA

De acordo com o que ja foi publicado até o momento, sugere-se que o ceratocone ¢
uma doenga de natureza poligénica e multifatorial. Trabalhos anteriores envolvendo familias
permitiram a identificagdo de pelo menos 17 foci génicos, apontando uma heterogeneidade
genética para esta doenga. Dentre estes, foi mostrado que variantes alélicas no gene VSX7 se
associaram de certa forma com o desenvolvimento da doenca em alguns individuos, embora
possam existir fatores ambientais ainda desconhecidos e que estejam envolvidos sua génese. E
possivel que diferentes variantes possam estar relacionadas a graus varidveis de ceratocone
nos individuos, e ainda ¢ desconhecido o perfil de variantes de maior prevaléncia na
populagao brasileira. Apesar da grande quantidade de estudos ja realizados no intuito de
determinar uma associagdo genética com o ceratocone, pouco se sabe sobre os mecanismos
moleculares envolvidos. Acreditamos que este trabalho ird contribuir fornecendo novos dados
cientificos que possam esclarecer melhor o envolvimento de variantes no gene VSX7 com o

desenvolvimento do ceratocone.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 ASPECTOS ETICOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Ftica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas de Campina Grande (FCM-CG) (parecer CAAE 3511514.8.0000.5175) ¢ a
pesquisa foi conduzida seguindo os principios da Declaracdo de Helsinque, bem como de
acordo com as diretrizes e normas relacionadas a pesquisas com seres humanos, elaboradas
pelo Conselho Nacional de Satde e apresentadas na resolucao 466/12. Todos os envolvidos
foram informados sobre sua participacdo no projeto e assinaram um Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido.

5.2 AMOSTRAGEM

O estudo foi realizado com pacientes que frequentam o servico de oftalmologia da
Clinica Escola da FCM-CG e do Hospital da Visdo, entre janeiro de 2013 e julho de 2016. Os
dois centros recebem diariamente pacientes provenientes de Campina Grande e de cidades do
entorno, caracterizando um grupo representativo da populagdo das mesorregides paraibanas

Agreste e Borborema.

5.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos no grupo afetado pacientes de ambos os sexos portadores de
ceratocone que obedeceram aos critérios topograficos de Rabinowitz (1995; 1999). Assim,
foram considerados ceratoconicos pacientes que possuem K > 47,2 D, [-S> 1,4 D e/ou KISA
> 100%. Para o grupo normal foram selecionados individuos sem ceratocone, de acordo com
os critérios supracitados. Foram excluidos deste trabalho os pacientes que tenham sido
submetidos previamente a procedimento de cirurgia refrativa e portadores de outras afeccdes

oculares envolvendo a cornea ou a superficie ocular.

5.4 DIAGNOSTICO

O diagnostico clinico foi realizado por meio de ceratometria de cornea, realizada
em topografo Eyetech CT2000 SLE (Eyetech Equipments, Sdo Paulo, Brasil) e tomografo
Schwind Sirius Scheimpflug (Eye-tech-Solutions, GmbH & Co. Kleinostheim, Alemanha).
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5.5 MATERIAL BIOLOGICO
Cada participante doou 5 mL de sangue venoso que foram coletados em tubos
contendo EDTA 0,5%. Posteriormente as amostras foram encaminhadas ao Nucleo de

Genética Médica e estocadas a -20°C até a realizac¢do das analises moleculares.

5.6 ANALISES MOLECULARES

5.6.1 Extracao de DNA
O DNA gendmico foi extraido pelo método de eluicdo de 4cidos nucléicos em
coluna de silica utilizando o kit comercial HiPurA Blood Genomic DNA Miniprep
Purification Kit (Himedia, EUA) seguindo as instru¢des do fabricante. Apods a extragdo, cada

amostra foi quantificada utilizando espectrofotometria em escala nanométrica (NanoVue Plus,

GE, EUA) ¢ estocada em freezera -20°C.

5.6.2 Reacao em Cadeia de Polimerase (PCR)

Para verificar a presenca de variantes, todos os éxons do gene VSX7 foram
amplificados por Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), a partir do DNA genomico, e
submetidos ao sequenciamento. Para tanto, foram sintetizados oligonucleotideos iniciadores
de acordo com as sequéncias validadas anteriormente por Saee-Rad (2011) (Tabela 1). As
reagOes foram realizadas em volume final de 25uL, contendo 12,5ul de GoTaq Green Master
Mix (Promega, EUA), 5 pmol de cada oligonucleotideo iniciador (forward e reverse) e 1 pL
de DNA. A termociclagem foi realizada de acordo com as seguintes condi¢gdes: 5 minutos a
95°C para desnaturacao inicial, seguido por 35 ciclos de: 1 minuto a 95°C para desnaturagao
das fitas, 1 minuto para anelamento dos iniciadores, cujas temperaturas de anelamento
encontram-se disponiveis na Tabela 1, e 1 minuto a 72°C para elonga¢do da nova cadeia. Ao
findar estes 35 ciclos, houve uma etapa adicional de 1 minuto a 95°C para desnaturagdo, 5
minutos a 72°C destinados a extensao final e 10 minutos a 4°C para que ocorresse a parada da
reacao.

Os produtos de PCR obtidos em cada reacdo foram submetidos a separagdo
eletroforética em gel de agarose a 1% contendo brometo de etideo (0,5ug/ml) e visualizados
sob luz UV emitida por transiluminador LPix (Loccus Biotecnologia, Brasil) para avaliagao

da sua qualidade e especificidade.



Tabela 1: Descricao dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para realizacao da

Tamanho .
Amplicon Iniciador Forward I
(pb)
Exonl 516 5’-GCAGCCCAATCCTATAAAGC-3’ 5’-GATT.
Exon 2;intron 2-3;éxon 3 800 5’-AAGTCCTCTTCTTCTTTCTGTGCCATC-3’ 5’-AAGGGAC
Exon 4 481 5’-ATCATGCTCGGGAGAGAAGA-3’ 5’-AAAAT
Exon 5 470 5’-AGGAAGTGAAGATAAGTTGGCAG-3’ 5’-TAAAGT

(RFLP-PCR) 560 5’-GCAGCCCAATCCTATAAAGC-3 5’-CTCAGA
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5.6.3 Purificacao do DNA e sequenciamento

Os produtos de PCR contendo os amplicons foram purificados utilizando o kit
QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN, Alemanha). A concentracdo e pureza do DNA
foram avaliadas por espectofotometria em equipamento NanoVue Plus (GE, EUA),
considerando-se para o sequenciamento apenas as amostras em que relacdo da absorbancia em
260nm e 280nm (A260/A280) estivessem entre 1,7 e 2,0.

As reacdes de sequenciamento foram realizadas em volume final de 7,5 pL,
contendo o DNA purificado (na quantidade de 25 ng por trecho contendo 100 pb a ser
sequenciado) e 10 picomoles dos oligonucleotideos forward ou reverse. As amostras foram
sequenciadas bidirecionalmente por eletroforese capilar em aparelho ABI3730, utilizando-se
polimero POP7 e BigDye v3.1 pela empresa Mylleus Biotecnologia (Belo Horizonte, Brasil).

Os dados obtidos foram confirmados por, no minimo, dois sequenciamentos independentes.

5.6.4 RFLP-PCR
Com o intuito de triar o DNA de individuos normais para as variantes R131S e
DI10SE, partiu-se para o desenvolvimento e padronizacdo de um ensaio de digestdo enzimatica

por endonucleases de restricao. Para tanto, sintetizamos um novo par de iniciadores (Tabela 1)

por meio do soffware Primer3 v.0.4.0 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/), a fim de incluir os
sitios de restricdo das duas variantes no mesmo amplicon. Para esta PCR ¢ esperado um
amplicon de 560 pb, que foi digerido independentemente com as enzimas de restricdo Eael
(para validagdo da variante R131S) ¢ HpyCH41V (validando a variante D105E). Cada mix de
reagdo foi realizado em volume final de 15uL — contendo SpL de produto de PCR, 0,5uL de
enzima, 1,5uL de tampao NEB CutSmart (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA) e 8uL
de dgua — e incubado a 37°C por 5 horas. Posteriormente, SuL da reagdo de digestdo foram
misturados a 2ul de tampao de amostra BlueJuice Gel Loading Buffer (Invitrogen, EUA) ¢ o
volume resultante foi aplicado em gel de agarose 1% com brometo de etidio (0,5pug/mL),
submetido a separacao eletroforética a 80 volts por 35 minutos e exposto a luz UV para que as
bandas fossem reveladas. As imagens foram capturadas por equipamento de
fotodocumentagao LPix.

O alelo selvagem para a variante D105E possui dois sitios de clivagem para a enzima
HpyCHA4IV, gerando fragmentos de 54, 104 e 400 pb. Ja o alelo mutante tem um destes sitios
abolidos, resultando em dois fragmentos de 54 e 504 pb. Individuos heterozigotos, por sua

vez, apresentardo 4 fragmentos, de 54, 104, 400 e 504 pb. No caso da variante R1318S, ap6s a
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digestdo, individuos sem a variante apresentam 3 sitios de clivagem, gerando fragmentos de
83, 106, 275 e 96 pb. Em individuos homozigotos para a variante, o primeiro sitio de
clivagem ¢ abolido, resultando em trés fragmentos, de 189, 275 e 96 pb. Amostras
heterozigotas, portanto, possuem 5 fragmentos, de 83, 96, 106, 189 e 275 pb. A genotipagem
da variante L68H por meio da técnica de RFLP-PCR nao foi possivel devido a auséncia de
sitios apropriados para digestdo por enzima de restrigdo que englobassem a base trocada,

sendo necessario o sequenciamento do ¢xon 1 de todos os individuos do grupo.

5.7 BIDINFORMATICA

5.7.1 Analise das sequéncias
A andlise dos eletroferogramas obtidos a partir do sequenciamento foi realizada
utilizando o software Sequence Scanner 2 v.2.0 (Applied Biosystems, EUA). Posteriormente,
a sequéncia dos amplicons foi alinhada a sequéncia de referéncia recuperada do banco de
dados GenBank (depositada sob niimero NM 014588) por meio do software Sequence
Viewer v.7.0.2 (CLCBio, Dinamarca).

5.7.2 Predicao do potencial patogénico das variantes

A predicdo do impacto de variantes ndo-sindnimas na estrutura proteica foi
realizada por meio das ferramentas SIFT  (http://sift.jcvi.org/), Poly-phen2
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) e PMUT (http://mmb.pcb.ub.es/PMut/). Estes
algoritmos geram resultados em forma de scores, que se estendem de 0 a 1. Na plataforma
SIFT, scores entre 0 a 0,5 sdo obtidos em variantes consideradas como patogénicas, enquanto
valores maiores que 0,5 sdo obtidos em variantes tidas como benignas. Por outro lado, PMUT
e PolyPhen-2 consideram valores proximos de 0 como benignos e valores que se aproximam
de 1 como deletérios (NG & HENIKOFF, 2001).

Adicionalmente, para analisar a conservacdo dos aminodcidos mutantes
encontrados neste estudo foi realizado um alinhamento multiplo entre a sequéncia primaria de
aminoacidos codificada pela sequéncia ancestral do gene VSX7 humano e sequéncias de genes
ortdlogos de organismos filogeneticamente proximos a espécie humana utilizando-se o

software Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).
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6 RESULTADOS

6.1 CARACTERIZACAO DOS GRUPOS

Foram selecionados 73 pacientes para compor o grupo afetado, dos quais 26
individuos (35,6%) declararam possuir familiares acometidos pela doenga e os 47 pacientes
restantes (64,3%) foram considerados como portadores de ceratocone esporadico. Os homens
representaram 34,3% da amostra, enquanto o sexo feminino representou 65,7%. A idade
média dos individuos do grupo foi igual a 32,8 anos (desvio padrdo =+ 14,5 anos) e a mediana
foi igual a 29 anos (Tabela 2). Quanto aos indices topograficos, a dioptria central (K)
apresentou média de 51,01 D (desvio padrao + 4,81) e mediana igual a 49,47 D. A relagdo I-
S teve média de 4,20 D (+ 3,30) e mediana igual a 3,54 D. Ja o KISA apresentou média de
550.64% (= 811,90) e mediana igual a 168%, como mostra a Tabela 3.

O grupo normal foi composto por 101 individuos, dos quais 29 (28,7%)
pertencem ao sexo masculino e 72 (71,3%) pertencem ao sexo feminino. A idade média dos
individuos do grupo foi igual a 41,1 anos (desvio padrao + 15,2 anos) e a mediana foi igual a
40,5 anos (Tabela 2). Quanto aos dados topograficos, a média do K foi igual a 45,17 D (com
desvio padrao + 5,78) e mediana igual a 45,99. A média do I-S foi 0,69 D (£ 0,74) e a
mediana foi igual a 0,51 D. O indice KISA do grupo apresentou média de 15,57% (£ 23,83) e

a mediana foi igual a 5% (Tabela 3).



Tabela 2: Caracterizacao dos grupos quanto a sexo e idade.
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G N Sexo Idade
rupo - Desvio .
M F Média padrao Mediana

Afetado 73 25 (34,3%) 48 (65,7%) 32,8 14,5 29
Normal 101 29 (28,7%) 72 (71,3%) 41,1 15,2 40,5
Tabela 3: Caracterizagao dos grupos quanto aos indices topograficos.

indice K -5 KISA

Média Desvio Mediana Média Desvio Mediana Média Desv!o Mediana

Grupo padréo padréo padréo

Afetado 51,01 4,81 4947 4,20 3,30 3,54 550,64 811,90 168

Normal 45,17 5,78 45,99 0,69 0,74 0,51 15,57

23,83 5
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6.2 ANALISES MOLECULARES

Foi realizado o sequenciamento completo dos cinco éxons do gene VSX7 em
pacientes afetados pelo ceratocone. As sequéncias obtidas foram avaliadas em busca de
variantes comparando-se com a sequéncia de referéncia do gene VSX7 recuperada do banco
de dados do GenBank. Foram encontradas 3 variantes ndo-sinonimas no éxon 1 € uma no
éxon 2 de VSX1, constituidas por uma transversao de timina para adenina (c.206T>A) levando
a troca de leucina por histidina no residuo 68 (L68H); uma transversdo ¢.391G>T, levando a
troca de arginina por serina no residuo 131 (R131S); uma tranversao ¢.313G>T que leva a
troca de aspartato por glutamato no residuo 105 (D105E) e uma transi¢do (c.815G>A) que
acarreta a substituicdo de glicina por aspartato no residuo 160 (G160D) (Tabela 4). As
variantes R131S, D105SE e G160D ja foram descritas em outros trabalhos e estdo depositadas
no dbSNP sob os descritores rs6050307, rs6115023 e rs74315433, respectivamente. Contudo,
a variante L68H ¢ nova e ainda ndo foi identificada em trabalhos envolvendo pacientes de
outros paises. No total, seis pacientes (9,5%) portaram a variante R131S, dois outros
pacientes apresentaram a variante L68H (4,1%), a variante D105E foi verificada em cinco
probandos (6,8%) e um paciente apresentou a variante G160D (1,4%) (Tabela 4). Um
individuo afetado se mostrou portador simultaneo das variantes R131S ¢ L68H. Desta forma,
variantes ndo-sindnimas estiveram presentes em quatorze individuos do grupo afetado
(19,1%) A Figura 8 apresenta os trechos de eletroferogramas que evidenciam as variantes
ndo-sindnimas encontradas em nosso trabalho.

No grupo normal, apés a digestdo foram verificados quatro individuos (3,6%)
portadores da variante R131S e dois individuos (1,8%) portadores da variante D105SE, ambas
em estado de heterozigose. A variante L68H ndo foi identificada em nenhum individuo e até
0 momento ndo analisamos a presenga da G160D neste grupo. As Figuras 9 ¢ 10 apresentam
géis representativos da genotipagem das variantes D105E e R131S, respectivamente.

Variantes sinonimas foram verificadas apenas em individuos portadores de
ceratocone. O SNP S6S (rs8123716) decorrente da transversao c¢.18G>T, foi verificado em
cinco pacientes (6.8%), enquanto o SNP GI113G, (rs6037016) decorrente da transigdo
¢.339C>T foi encontrado em dois pacientes (2.6%). Também foi identificada uma variante
nova, P79P, decorrente da transicdo c¢.337G>A, presente em dois pacientes (2.6%). Estes

dados estao apresentados na Tabela 4.



Tabela 4: Variantes alélicas encontradas no estudo.
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] Frequéncia
Variante alélica Substituicao Exon
Grupo afetado  Grupo normal

2.25081904 (c.206T>A) L68H 1 3 (4,1%) 0 (0,0%)
2.25081782 (¢.313G>T) D105E 1 5 (6,8%) 2 (1,8%)
2.25081706 (c.391G>T) R131S 1 7(9,5%) 4 (3,6%)
2.25082081 (c.18G>T) S6S 1 5(6,8%) 0 (0,0%)
2.25081874 (¢.337G>A) P79P 1 2(2,6%) 0 (0,0%)
2.25081738 (¢.339C>T) G113G 1 2 (2,6%) 0 (0,0%)
2.25079460 (c.815G>A) G160D 2 1 (1,4%) NA

NA — Nio analisado.



45

A L68H B D105E
ITTTTTTTITTITTITT I

CCCOCGGGCrY TG ACGGBC * AAMC G GCACOG " CCOC T A

c R131S b G160D

Frrrrrrrrrrrretrl FrTTTTanTl
CGCTCGGCCGC CAGA A T T @ @ GCAA G A

} WYM\
{ ¥ A

Figura 8: Eletroferogramas evidenciando as variantes nao-sindnimas identificadas no trabalho. (A) L68H
(c.206T>A), (B) D105E (c.313G>T), (C) R131S (¢.391G>T) ¢ (D) G160D (c.748G>A). As setas mostram o

pico referente a variante encontrada. O eletroferograma da variante R131S refere-se a fita reverse.
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M WT DIOSE  WT DI10SE

Figura 9: Gel de agarose 1% evidenciando o padrédo de bandas da variante D105E apés digestdao com
enzima HpyCHA4IV. E mostrado o padrio molecular de 100pb (M) na canaleta 1, amostras de individuos

portadores do alelo GG (canaletas 1-7 e 9) e duas amostras de individuos GT (canaletas 8 e 10).

P

M PCR WT WT R131S8 R131S

Figura 10: Gel de agarose 1% evidenciando o padréo de bandas da variante R131S apds tratamento com

a enzima Eael. E mostado o marcador de 100pb (M) na canaleta 1, os amplicons gerados apds a PCR, na altura
de 560pb (canaletas 2, 4, 6 e 8), duas amostras individuos portadores do alelo GG ap6s a digestdo (canaletas 3 e

5) e duas amostras de individuos GT apos a digestao (canaletas 7 e 9).
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6.3 PREDICAO DO IMPACTO DAS VARIANTES NA ESTRUTURA DA PROTEINA

Foram realizadas andlises in silico no intuito de predizer se as variantes nao-
sinonimas L68H, D105SE, R131S e G160D tém potencial para causar efeitos deletérios na
estrutura proteica de VSX1. Para tanto, utilizando ferramentas de bioinformatica, optamos por
realizar as analises nas plataformas SIFT, PMUT e PolyPhen-2. A variante L68H foi predita
como patogénica pelos algoritmos SIFT e PMUT (scores de 0,02 e 0,66, respectivamente),
enquanto a variante DI0OSE foi considerada patogénica pelo Poly-Phen-2 e pelo PMUT
(scores de 0,99 e 0,66, respectivamente) e a variante R131S foi considerada patogénica
apenas pelo PMUT, com score de 0,87. A variante G160D por sua vez foi considerada como
como benigna por todos os algoritmos, como mostra a Tabela 5.

Os resultados obtidos no alinhamento do Clustal Omega revelaram que os
residuos ancestrais, isto €, a leucina na posi¢ao 68, o aspartato na posi¢do 105 e a arginina na
posi¢ao 131 sdo conservados ao longo da evolugdo, como mostra a Figura 11. O alinhamento
da variante G160D foi realizado em trabalho anterior, o qual verificou que o residuo glicina

na posi¢ao 160 nao ¢ conservado (DASH, 2010).
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Tabela 5: Resultados da predicao do impacto das variantes avaliados nas plataformas PolyPhen-2, SIFT e

PMUT. Os dados em negrito representam variantes consideradas patogénicas.

Variante PolyPhen SIFT PMUT
L68H 0,08 0,02 0,66
DI105E 0,99 0,57 0,66
R131S 0 0,92 0,87

G160D 0,078 0,61 0,35




H.sapiens
I.tridecemlineatus
G.gorilla
P.troglodytes
P.abelli

B.taurus
E.caballus
M.mulatta
M.murinus
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A B Cc

68 105 131
APCPGPGLDGSSLAR. . . APCLLLADVPFLPPR. . . RPPPALGRQKRSDSV
TPCPGPGLGGSCIAR. . . APCLLLADMPFLPPG. . . RPPPALGRQKRCESV
APRPGPGLDGSSLAR. . . APCLLLADVPFLPPR. . . RPPPALGRQERSESV
APCPGPGLDGSSLAR. . . APCLLLADVPFLPPR. . . RPPPALGRQKCSESV
APCPGPGLDGSSLAR. . . APCLLLTDVPFLPPR. . . RPPPALGRQKRSESV
APRAGPGLGGSCPAR. . . APCLLLADVPFLPPE. . . RPPPSAARQKRSESV
===PGPGLGGPCLAR. . . RPECLLLADVPFLPPE. . . RPPPALGRQKRSESV
APCLGPGLDHSSLAR. , . APCLLLADVPFLPPR. . . ROPPALGRQKRSESV
ALCSGPGLSGSSTAR. . . APCLLLADVQFLPPG. . . LPPPALGRORRSESV

Figura 11: Alinhamento multiplo da sequéncia de aminoacidos de VSX1 de diferentes espécies. Os residuos

selvagens leucina na posi¢do 68, aspartato na posicdo 105 e arginina na posicdo 131 estdo apresentados em

negrito e sdo conservados em todas as espécies analisadas.
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6.4 ANALISES FAMILIARES

As andlises familiares foram realizadas com o objetivo de verificar se seria
possivel identificar uma associagdo entre as variantes e ceratocone nos casos familiares.
Partindo dos pacientes portadores de alguma variante, tentamos entrar em contato com suas
respectivas familias, a fim de realizar a caracterizagdo clinica e as andlises moleculares. Ao
final, obtivemos sucesso em montar heredogramas de duas familias.

Na primeira familia (Figura 12), as andlises partiram de um probando de 17 anos
de idade portador das variantes L68H ¢ R131S, que foi submetido a transplante da cornea
esquerda aos 15 anos devido o grau avancado da doenca. A topografia da cornea direita deste
paciente evidenciou um KISA de 261% e dioptria central de 57,04 D. Foi verificado que sua
irma de 16 anos de idade ndo porta nenhuma das variantes identificadas neste estudo, mas foi
diagnosticada previamente com ceratocone no olho direito, embora a condigdo seja mais
branda quando comparada ao irmdo. A mae destes individuos mostrou indices topograficos
normais € ndo apresenta nenhuma das vairantes. Nesta familia ndo obtivemos éxito em
contactar o pai.

Na segunda familia, partimos de um probando de 16 anos, heterozigoto para a
variante R131S (Figura 13). Este individuo apresentou KISA com valor de 214% na cornea
esquerda e declarou ainda ter historico de atopia ao longo da vida. A variante foi encontrada
em sua mae, também em heterozigose. As topografias corneanas dos outros membros da
familia se mostraram normais. Os dados topograficos de cada membro desta familia e da

anterior estdo descritos na Tabela 6.
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Tabela 6: Dados topograficos dos individuos pertencentes as familias que participaram da construcao dos

heredogramas.
ID do individuo —55——oF 5" G OB OF 0D - OF
FI/1.1 46,87 46,99 0,4 0,39 0,28 0,03 9,79 0,0
FI/I1.1 47,42 46,9 2,39 1,99 1,86 0,79 1,52 1,36
FI/I1.2 57,04 TR 1,73 TR 0,01 TR 261,36 TR
FII/1.1 44,53 44,42 0,58 0,3 0,16 0,12 0,0 0,0
FII/1.2 46,82 46,87 0,67 095 021 0,98 0,0 3,01
FII/II.1 45,45 45,5 1,35 044 5091 1,05 2148 34,01
FII/I1.2 46,3 45,75 0,14 0,38 0,19 0,01 16,33 0,0

(FI: Familia 1; FII: Familia 2; OD: olho direito; OE: Olho esquerdo; TR: Transplantado).
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H891/SIETY

Figura 12: Heredograma - familia 1. Simbolos pretos representam individuos clinicamente afetados com a
doenga, enquanto simbolos brancos representam individuos normais. Ao lado de da representagio de cada
membro familiar estdo apresentadas as imagens topograficas de ambas as corneas e abaixo segue a identificagdo

correspondente a familia, a idade e o genotipo.
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Figura 13: Heredograma - familia 2. Simbolos pretos representam individuos clinicamente afetados com a
doenga, enquanto simbolos brancos representam individuos normais. Ao lado de da representagdo de cada
membro familiar estdo apresentadas as imagens topograficas de ambas as corneas e abaixo segue a identificagdo

correspondente a familia, a idade e o genotipo.
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7 DISCUSSAO

Estudos de ligagao e moleculares tém identificado diversos genes que podem estar
relacionados com a manifestagdo do ceratocone. Dentre estes genes estd VSX7, um fator de
transcri¢cdo envolvido com a morfogénese craniofacial, com o desenvolvimento ocular e que
também estd relacionado com a transformagao de fibroblastos quando o tecido corneano softre
algum trauma. Desta forma, muta¢des poderiam acarretar a diminuicdo na afinidade na
ligagdo do fator de transcri¢do codificado por VSX71 ao DNA, levando a deficiéncias na
transformacao do ceratdcitos em miofibroblastos apds traumas corneanos e, assim acarretar o
enfraquecimento e afinamento deste tecido, levando ao fenétipo clinico caracteristico (DASH,
2010; DEHKORDI, 2013; HAYASHI, 2005). Os resultados de diversos trabalhos apresentam
resultados conflitantes quanto a relagdo de VSX7 em ceratocone, primeiramente porque os
niveis de expressdao em corneas adultas sdo infimos ou ausentes, e segundo porque muitos
trabalhos ndo encontram mutagdes em individuos afetados, enquanto individuos saudaveis
por vezes as carregam (DASH, 2010).

Em nosso trabalho, realizamos um estudo a fim de investigar se variantes no gene
VSX1 poderiam ter relagdo com o a doenga. Nos identificamos sete variantes alélicas no gene
VSX1, das quais quatro sdo ndo-sinonimas (L68H, D105SE, R131S e G160D) e outras trés
(S6S, P79P e G113G) sdo sindOnimas. As variantes identificadas estdo presentes
majoritariamente em individuos pertencentes ao grupo caso, embora tenhamos individuos
saudaveis portando variantes. Nestes ultimos, todos declararam possuir familiares afetados
com ceratocone.

Nos verificamos que a frequéncia de variantes possivelmente patogénicas em
nossos pacientes (19%) foi maior do que as de outros trabalhos, que variaram entre 3,2% a
8,75% (BONIS, 2011; DASH, 2010; KOK, 2012). A alta frequéncia de variantes patogénicas
em nossa amostra estd em consonancia com os indicios de que os fatores genéticos
contribuem de modo distinto para o desenvolvimento da doenga em cada populagdo, embora
haja, de alguma forma, convergéncia para um mesmo fenotipo clinico. Contudo ¢ necessario
um tamanho amostral maior para verificar esta hipotese.

Nao foram encontradas publicagdes que tenham descrito a variante L68H em
VSX1, assim como ndo ha registros nas plataformas dbSNP ou ExAC. Ja as variantes D105E
(rs6115023), R131S (rs6050307) e G160D (rs74315433) ja foram identificadas em outros

estudos. A variante R131S ¢ apontada como envolvida com a manifestacdo da doenca
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(WANG, 2013), o papel patogénico da variante G160D ainda ¢ incerto (BISCEGLIA, 2005;
BONIS, 2011; DASH, 2010). Contudo, todas as variantes carecem de estudos estruturais e/ou
bioquimicos que comprovem estes dados.

De acordo com as os algoritmos preditores de impacto da substituicdo de
aminoacidos na estrutura proteica, exceto para a G160D, todas as demais variantes ndo-
sindonimas encontradas tém potencial patogénico. Contudo, considerando que os algoritmos
utilizados t€ém como principal andlise a conservagdo dos aminodcidos e ndo suas
caracteristicas fisico-quimicas e levando em conta que a glicina ¢ um aminoacido pequeno e
apolar e o aspartato um aminodcido polar 4cido, ndo descartamos que esta variante cause
alguma mudanga significante na proteina, sendo necessario adocdo de metodologias
complementares para testar sua patogenicidade.

As analises apontaram ainda que os aminoacidos ancestrais nas posigdes 68, 105 e
131 sdao conservados ao longo da evolugdo e, deste modo, formas mutantes poderiam ter
influéncias negativas sobre o sucesso evolutivo de seus portadores. Outros estudos ja
verificaram que os genes pertencentes a familia Vsx sdo estruturalmente e funcionalmente
conservados ao longo da escala filogenética, assim como consideraram que suas formas
mutantes podem ser responsaveis por doencas oculares degenerativas (STRICKLER, 2002).

O potencial patogénico das variantes L68H e RI131S ¢ reforcado quando
analisamos os dados topograficos do paciente que carrega as mesmas simultaneamente. Este
paciente apresentou ceratocone elevado na cornea esquerda necessitando de transplante aos 15
anos, idade considerada precoce para tal procedimento quando se compara com os resultados
obtidos por outros trabalhos (JAVADI, 2005; AL-MOHAIMEED, 2013). No olho direito,
apresentou valores topograficos condizentes com ceratocone elevado. Assim, consideramos
que as duas variantes possam estar agindo sinergicamente, aumentando a severidade da
doenga no probando.

As andlises familiares nos permitiram verificar segregacdo da variante R131S
entre mae e filha da familia 2, embora apenas a filha tenha desenvolvido a doenca, o que pode
ser atribuido a penetrancia incompleta do ceratocone, hipotese esta comumente levantada em
diversos trabalhos cientificos. Na familia 1, o probando portador das variantes L68H e R131S,
provavelmente as herdou de seu pai, tendo em vista a auséncia das mesmas nas amostras da
mae e da irmd. A irmd do probando, mesmo sem variantes em VSX7, apresenta uma forma
mais leve de ceratocone, refor¢ando as evidéncias levantadas por outros trabalhos de que a

doenga tem natureza poligénica. Portanto, VSX1 pode atuar como acentuador da severidade
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da doenca em subgrupos genéticos especificos, embora mais evidéncias sejam necessarias
para corroborar este fato (KOK, 2012).

Em nosso trabalho verificamos a presenca de variantes em individuos saudaveis,
mas que possuiam familiares afetados. Este ¢ um resultado comum a outros estudos, e pode se
dar devido ao efeito patogénico destas variantes ser decorrente de interagdes gene-gene, entre
genotipo e ambiente ou as mesmas terem penetrancia incompleta (SAEE-RAD, 2011). Nestes
casos, o ideal seria que houvesse um acompanhamento destes individuos sobretudo quando o
paciente ainda ¢ jovem e estd sujeito a manifestacdo da doenca no futuro. Desta forma,
poderiamos compreender melhor se estas variantes identificadas em VSX7 possuem algum
efeito deletério na fungao da proteina.

Quanto as variantes sindnimas, verificamos os polimorfismos S6S, P79P ¢ G113G
apenas em individuos do grupo afetado, o que pode ser indicativo de que estas variantes
podem ser utilizadas como marcadores de susceptibilidade a doenga. Até 0 momento também
ndo encontramos nenhuma publicacdo que relate a variante P79P e a mesma ndo esta presente
em nenhuma plataforma de deposito de SNPs, o que nos leva a trata-la como uma variante
nova. Todos os polimorfismos encontrados carecem de estudos que investiguem sua relagao
com modificagdes nos niveis de expressdo génica. Neste sentido, a troca de nucleotideos
poderia interferir no processamento do RNA mensageiro, criando ou abolindo sitios de
splicing e acarretando a expressao de isoformas da proteina. As variantes sindnimas também
podem afetar a expressdo génica gracas ao fendmeno de utilizagdo de coddons preferenciais
para 0 mesmo aminoacido, ou seja, mesmo que hajam diversos cddons para um mesmo
aminoacido, alguns deles serdo mais frequentes e mais utilizados em detrimento dos demais,
em conformagao a isto, a concentracdo dos RNA transportadores que se ligam a estes codons
sera maior em comparagao aos codons menos utilizados. Desta forma, as variantes sindnimas
podem levar a requisicdo de RNA transportadores mais ou menos abundantes na cornea,
podendo influenciar a velocidade da tradug@o e levar a expressao heterologa de VSX1.

Além disso, nés ndo descartamos a possibilidade das variantes sindnimas
estarem relaciondas com modificagdes epigenéticas, em especial com eventos de metilacao
que poderiam alterar a expressdo de VSX7 nesses individuos. Estudos adicionais serdo
necessarios para se esclarecer o envolvimento destes polimorfismos no desenvolvimento da
doenca.

A dificuldade de compreensdo da relagdo do gene VSX7 com o ceratocone recai
sobre o fato de o mecanismo molecular de atuacdo das proteinas que possuem homeodominio

nao ser claro, dificultando também o entendimento de sua relagdo com condig¢des patogénicas
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(BOBOLA & MERABET, 2016). O fato de realizarmos analise do gene VSX1
individualmente representa outra limitacdo para a compreensdo dos fatores genéticos
envolvidos com o ceratocone, tendo em vista a natureza complexa da doenga. Isto porque
quando se realiza andlises de genes individuais, deixando de lado todo o background genético,
possiveis interacdes génicas ndo sao avaliadas.

Até o momento, a grande maioria das publicacdes experimentais sobre ceratocone
sdo voltadas para a busca por muta¢des. Todavia ¢ bem conhecido que mecanismos
epigenéticos também sdo responsaveis por uma significativa por¢do de outras doengas, como
por exemplo o cancer. Estudos protedmicos mostram desbalancos na expressao de uma série
de genes, mas ndo ha esforcos efetivos no sentido de compreender mecanismos epigenéticos
que contribuem para o desenvolvimento e progressao do ceratocone. Um dos poucos trabalhos
que citam a participagdo da epigenética no ceratocone ¢ o artigo de revisdo de McMonnies
(2014), o qual relata a possibilidade da exposi¢ao a estressores ambientais modificar o padrao
de metilagao do DNA e, ao longo do tempo, levar ao aparecimento do fenotipo clinico.

Outra questao que nos nao consideramos e que pode influenciar a compreensao da
doencga foi a consanguinidade. Diversos trabalhos ja verificaram uma forte correlacdo deste
fator com o ceratocone, no sentido de que ao passo que a consanguinidade diminui a
variabilidade genética, aumenta-se as chances da expressdao de mutagdes recessivas deletérias
(GORDON-SHAAG, 2013). A populacdo paraibana apresenta altos indices de casamentos
consanguineos, com frequéncia variando entre 6% a 41% (WELLER, 2012) e, desta forma, ¢
possivel que este seja um fator que influencie significativamente a dindmica genética que leva
ao desenvolvimento do ceratocone em nossa populacao.

Uma outra possibilidade ¢ que, em casos onde ndo sdo encontradas causas
genéticas, o fenotipo clinico do ceratocone seja resultado de fenocopias, causadas por
traumas mecanicos na cornea, devido ao uso de lentes de contato ¢ ao habito de cocar os
olhos, por exemplo (BISCEGLIA, 2005; DAVIDSON, 2014). Diante do que foi exposto, se
faz necessario que haja uma investigacdo mais ampla da patobiologia do ceratocone,
combinando andlises genéticas e bioquimicas. Neste sentido, a genomica estrutural e
sobretudo a funcional, bem como anélises de protedmica, podem atuar como base para a
caracterizagdo molecular dos subtipos da doenca, de modo semelhante ao que ja ¢ realizado
com outras patologias complexas. A partir dai, os esfor¢os podem se voltar para esclarecer se
ha correlacdo entre determinados fatores ambientais com dados subtipos moleculares.

Outro fator que merece atencdo ¢ o fato de haver alta incidéncia de ceratocone em

regides geograficas de clima quente e seco, que possuem altos niveis de incidéncia de raios
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solares. A diminui¢do da viabilidade celular e modificagdo caracteristicas biomecanicas da
matriz extracelular de fibroblastos expostos a radiagdo UV ja é comprovada /in vitro e tem
sido atribuida a deficiéncias na neutralizagdo de danos oxidativos, levando a maiores niveis de
apoptose dos ceratocitos (KOK, 2012; PHILIPS, 2007). A presenca de espécies reativas de
oxigénio em grandes concentracdes tem se mostrado comum em corneas ceratocOnicas
(GORDON-SHAAG, 2012; GORDON-SHAAG, 2015b) e nao ha estudos verificando a
influéncia de espécies reativas de nitrogénio, embora o potencial destas substancias para
causar danos oxidativos e levar a condi¢des patologicas ja seja bem descrito (MARTINEZ &
ANDRIANTSITOHAINA, 2009). Atrelado a isto, diversos trabalhos tém verificado relacao
do ceratocone com uma delegdo no sitio de splicing em um dos introns do gene SOD1, o qual
codifica uma enzima antioxidante. Deste modo, € possivel que a isoforma da proteina gerada
a partir desta delegcdo tenha atividade reduzida e, assim, os radicais livres lesem o tecido
corneano, contribuindo para o estabelecimento do ceratocone (BYKHOVSKAYA, 2016;
JEYABALAN, 2013; UDAR, 20006).

Estes dados sdo especialmente importantes considerando que as condigdes
climaticas da Paraiba e de boa parte do Brasil seriam propicias ao desenvolvimento da
doenca. Desta forma, ndo descartamos que os efeitos modulador da expressdo génica e
sobretudo estressor da radiacdo solar estejam fortemente relacionados com a manifestagcao do
ceratocone em nossa amostra.

Pesquisas sobre ceratocone na populacdo brasileira sdo extremamente escassas em
todos os ambitos. No que se refere a genética, a saber, nés encontramos apenas um trabalho,
de Reis (2016) que buscou avaliar a ocorréncia de um SNP no gene DOCK9. Levando em
consideracdo a heterogeneidade genética entre as diferentes populagdes no que se trata de
ceratocone, 0 nosso trabalho proveé dados que auxiliardo na conjectura do perfil de variantes

em nossa populagao.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, nos identificamos sete variantes de nucleotideo unico no gene
VSX1, sendo quatro variantes de sentido trocado (L68H, D10SE, R131S ¢ G160D) e trés
variantes sindnimas (S6S, P79P e G113G), das quais duas, L68H e P79P, ndo foram descritas
em nenhuma outra populagdo estudada. De acordo com andlises in silico, as variantes ndo-
sinonimas L68H, D105SE e R131S tém potencial para causar impacto na estrutura proteica.
Também foi estudado um paciente portador de duas destas variantes, L68H e R131S, que
apresentou um quadro severo de ceratocone em ambos os olhos. Este achado ¢ sugestivo de
uma atuagdo sinérgica das duas variantes, que podem estar interferindo na estrutura
tridimensional da proteina VSX1 de modo mais significativo quando comparado a cada uma
das variantes isoladamente, levando a uma acentuagio da severidade da doenca.

Nos identificamos variantes sindnimas apenas em individuos do grupo afetado e
as variantes de sentido trocado em pacientes do grupo afetado e em individuos do grupo
normal que possuem familiares portadores de ceratocone. Estes resultados corroboram com
os indicios de penetrancia incompleta da doenca. Tendo em vista que o ceratocone se trata de
uma doenga complexa, o conhecimento dos habitos de vida e de fatores de ambientais a que
os individuos sdo expostos, juntamente com o conhecimento do perfil genético dos individuos
sdo necessarios para uma melhor compreensdo da relagdo genotipo-fenotipo.

Também consideramos que o aumento do tamanho da amostra e uma maior
acuracia na triagem dos pacientes sdo essenciais para uma melhor compreensdo da influéncia
das variantes na manifestagio da doenga. Contudo, os nossos resultados sugerem que
variantes no gene VSX7 sdo um componente genético importante na manifestacdo do
ceratocone. Além disso, nossos dados estdo entre as primeiras contribuicdes do perfil de
variantes da populacdo de pacientes ceratoconicos brasileira.

Dentre as nossas perspectivas a curto prazo, estd a realizacdo de ensaios de
modelagem molecular para visualizar o efeito deletério das variantes nao-sindnimas na
estrutura proteica, bem como realizar ensaios /n silico a fim de analisar se a presenga das
variantes sindnimas esta associada a algum evento de spl/icing ou de metilagdo do DNA que
possam estar envolvidos no desenvolvimento do ceratocone.

A médio e longo prazo, nés prentendemos investigar a incidéncia e prevaléncia da
doenca e estimar a frequéncia dos alelos encontrados em nosso estudo na populagdo. No
ambito molecular, pretendemos realizar ensaios para verificar fatores epigenéticos que

possam estar afetando a expressdo de VSXT e ensaios in vitro que avaliem a influéncia das
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variantes descritas no trabalho na func¢do proteica. Além disso, temos intuito de realizar
estudos de ancestralidade em nossa amostra. Adicionalmente, pretendemos realizar
sequenciamento completo do genoma de familias que possuam historico da doenga,

especialmente aquelas que possuam gémeos monozigoticos.
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