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RESUMO

Objetivo: Avaliar a freqiiéncia e o tipo de mutagio no gene
“trabecular meshwork-induced glucocorticoid response protein”
(MYOC/TIGR) entre pacientes com glaucoma primario de angulo
aberto (GPAA) e glaucoma juvenil de Angulo aberto (GJAA).

Métodos: DNA gendmico foi extraido a partir de sangue periférico de
pacientes com GPAA e GJAA. Posteriormente foram realizados PCR e
SSCP para identificar possiveis muta¢oes no gene MYOC/TIGR, os
quais foram confirmados por meio de anilise por sequenciamento.

Resultados:Foram estudados dezenove pacientes com GJAA. Oito
pacientes (42%) apresentaram uma mutacio de ponto no codon 433
(exon 3), ocasionando a substitui¢ao de uma cisteina (TGT) por uma
arginina (CGT). Entre os pacientes com GPAA (n = 52), foram
encontrados dois (3,8%) com mutac¢io no gene MYOC/TIGR. Um
deles mostrou uma mutacfio de ponto no aminoacido 368, substituin-
do uma glutamina por um codon de terminagio e o outro paciente
apresentou a mesma mutagio observada nos pacientes com GJAA.

Conclusdo: 1dentificou-se uma nova mutag¢io no gene MYOC/
TIGR em pacientes brasileiros com GPAA e GJAA. A'ocorrénciade
mutag¢des no gene MYOC/TIGR em 42% dos pacientes com GJAA
assim como em 3,8% dos pacientes com GPAA poderia ser maior,
uma vez que o gene nao foi estudado em sua totalidade (apenas 400
pb do exon 3).

Palavras-chave: Glaucoma juvenil; Glaucoma primario de angulo aberto; Gene MYOC;
Gene TIGR.

INTRODUCAO

O glaucoma juvenil de angulo aberto (GJAA) é um subtipo de
glaucoma de angulo aberto caracterizado pelo inicio precoce (10 a 35
anos de idade), ndo apresentando outras alteragdes oculares, exceto pelo
aumento da pressdo intraocular (PIO) e dano glaucomatoso do nervo
optico '. GJAA mostra um padrdo de trasmissdo autossdmica dominante
com alta penetrdncia 2, 0 que permitiu a varios autores investigarem
familias acometidas com GJAA na tentativa de identificar o gene ou
genes associados com esta condigdo’. Varios autores estudando familias
com GJAA através de analise genética por “linkage” identificaram uma
regido ou locus (GLC1A) no cromossomo 1q21-q31 3489,
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GLCI1A é onomedado ao primeiro locus relacionado com o
glaucoma de angulo aberto. Posteriormente, outros autores
identificaram novas regides associadas com o glaucoma de
angulo aberto sendo entdo denominadas GLC1B e GLC1C !,

Stone e cols ? conseguiram identificar o gene “trabecular
meshwork-induced glucocorticoid response protein” (TIGR)
como um dos genes responsaveis pelo GJAA, e ainda observa-
ram a incidéncia de 3,94 % de mutagdes no gene TIGR entre
pacientes com glaucoma primario de angulo aberto (GPAA).
Os autores descreveram trés tipos diferentes de mutagéo que
nao foram encontradas em voluntarios normais.

Recentemente, constatou-se que o gene TIGR tinha a mes-
ma seqiiéncia do gene Myocilin (MYOC) encontrado em
células fotoreceptoras '.. Por isso, a partir deste momento
chamaremos o gene associado ao locus GLC1A de gene
MYOC/TIGR.

Este estudo visou investigar a ocorréncia de mutagdes no
gene MYOC/TIGR em pacientes com GJAA ou GPAA.

MATERIAIS E METODOS

Pacientes

Pacientes com GJAA ou GPAA acompanhados no Servigo
de Glaucoma da UNICAMP foram incluidos no estudo. Todos
os pacientes foram submetidos a avaliagdo oftalmologica
incluindo gonioscopia, exame biomicroscopico do segmento
anterior, tonometria de aplanagédo, avaliagdo do nervo optico
sob visdo binocular e perimetria computadorizada (Humphrey
630 programa 30-2) para confirmagdo diagnodstica. Conside-
rou-se como portador de GJAA paciente com PIO maior do que
22 mmHg e lesao glaucomatosa caracteristica do nervo optico e
perda correspondente do campo visual na presenga de angulo
aberto em individuos com idade inferior a 35 anos. GPAA foi
definido com os mesmos critérios usados para GJAA com
excecdo da idade minima ao diagnostico ser igual a 40 anos.

Reagido em Cadeia da Polimerase (PCR)

Foramcoletados 5 ml de sangue periférico de cada pacien-
te. Posteriormente DNA gendmico foi extraido usando o
reagente “DNAzol” segundo as instrugdes do fabricante
(GIBCO/BRL, Gaithersburg, MD). Dois pares de iniciadores
foram designados para amplificar os exons A e B do gene
MYOC/TIGR (exon A e exon B do gene MYOC/TIGR com
190 e 195 pares de base (pb) respectivamente, segundo Stone
e cols?). Os exons A e B, na verdade, correspondem a parte do
exon 3 do gene MYOC/TIGR (exon A - aminoacido 412 a
476, exon B aminoacido - 317 a 379 numero de acesso no
"Gene Bank" HSU85257). A amplificagédo foi realizada atra-
vés da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) pelo método
modificado de Saiki e cols '*. A rea¢do de PCR continha 50 (1
sendo 100 ng de DNA, 20 pmol de cada iniciador, 10 mM de
Tris (pH 8,6), 1,5 mM de MgCl2, 50 mM de Kcl, 0,01% de

gelatina, 0,2 mM de nucleotidios misturados, 5% de
formamida, e 0,25 unidades de Taq DNA polimerase
(GIBCO/BRL, Gaithersburg, MD). A PCR foi realizado com
35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 64°C e 1 minuto a
72°C. Finalmente, foi realizada eletroforese em gel de agarose
1,5% e os fragmentos amplificados de DNA observados sob
luz ultra-violeta (UV).

Polimorfismo de Conformagdo de Fita Simples de DNA (SSCP)

A analise pelo SSCP de acordo com modificagdo do méto-
do de Orita e cols '* foi realizado no aparelho “PhastSystem”
(Pharmacia, Uppsala, Sweden). O produto da PCR foi diluido
1:1 com tampao de corrida (formamida 95%, EDTA 10 mmol/
L pH 8,0, azul de bromofenol 0,1%), desnaturado por 3
minutos e mantido em gelo até a eletroforese em gel homogé-
neo de agarose 20% com tiras de agarose usadas como tam-
pao. As condigdes de eletroforese para ambos os exons foram:
pré-corrida: 400 V, 5,0 mAmp, 1,0 W, 15°C, 10Vh; aplicagdo
das amostras: 2,5 V, 5,0 mAmp, 1,0 W, 15°C, 2 Vh; corrida:
400V, 5,0 mAmp, 1,0 W, 15°C, 350 Vh. As bandas de DNA
foram visualizadas através de coloragdo pela prata envolven-
do lavagens consecutivas em acido tricloroacético 20% (5
minutos - 20°C), glutaraldeido 5% (5 minutos - 50°C), agua (2
lavagens de 30 segundos cada - 30°C), Na,CO, 2,5% - 0,013%
formaldeido (4 minutos - 30°C), acido acético 5% (2 minu-
tos - 50°C) e glicerol 13% (3 minutos - 50°C).

Anadlise por Sequenciamento

Amostras com padrdo de mobilidade eletroforética anor-
mal detectada pelo SSCP foram sequenciadas. A analise por
sequenciamento foi realizada usando o Kit “Thermo Sequena-
se Cycle Sequencing” com <Y-32P ATP (Amershan Life
Science, Inc., Cleveland, Ohio), segundo instru¢des do fabri-
cante. As posigdes das mutagdes foram baseadas na seqiiéncia
completa do gene MYOC/TIGR (nimero de acesso ao “Gene
Bank” HSU85257).

RESULTADOS

Dezenove pacientes com GJAA foram estudados. A idade
média foi de 26,7 + 6,65 anos. Nove pacientes (47,3%) eram
do sexo masculino, e 10 pacientes (52,6%) do sexo feminino;
10 (52,6%) eram brancos, 8 (42,1%) eram negros, e 1 (5,3%)
era de origem asiatica. A PIO média foi de 31,25+ 13,7 mmHg
obtida no primeiro exame. Oito (42%) pacientes apresentaram
uma mutagdo de ponto no exon 3 (aminoacido 433), uma
transi¢do de timina (T) para citosina (C) em heterozigose,
substituindo uma cisteina (TGT) por uma arginina (CGT)
[figuras 1 e 2]. Nove pacientes (47,4%) apresentaram historia
familiar positiva para glaucoma, sendo que seis pacientes com
mutagdo tinham histéria familiar positiva. Quatro pacientes
portadores da mutag@o vinham de 2 familias diferentes, por-
tanto se forem considerados apenas pacientes provenientes de
familias diferentes, teriamos 35,3% (6/17) de incidéncia da
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Fig. 1 - Gel de SSCP corado com prata mostrando o produto da PCR com
195 pb compreendendo os aminoacidos de 412 a 476 do gene MYOC/
TIGR. Linha 1: controle. Linhas 2-5: amostras de pacientes com GJAA.
Amostras 2, 4 e 5 mostram padrao de mobilidade diferente do controle.
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Fig. 2 - Sequenciamento do produto da PCR mostrando a substitui¢ao
de T para C no codon 433 do gene MYOC/TIGR que troca o aminoacido
Cys (TGT) por Arg (CGT). A flecha indica o exato local da mutagao.
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mutac¢do. A mutagdo estava presente em 6 (75%) pacientes
brancos e 2 (25%) pacientes negros. Ndo houve associac¢do
significativa entre raca (p = 0,18), histdria familiar positiva
para glaucoma (p = 0,11) e ocorréncia de mutagéo.

Cingqiienta e dois pacientes com GPAA foram incluidos
neste estudo (idade média de 67,3 + 11,1 anos). Vinte e
nove pacientes (55,8%) eram do sexo masculino e 23
(44,2%) do sexo feminino. Trinta e cinco (67%) eram
brancos e 17 (32,7%) eram negros. A PIO média no mo-
mento da colheita do sangue era de 20,53 + 7,37 mmHg e
24 pacientes (46,2%) haviam sido submetidos a procedi-
mento cirdrgico para controle pressérico. Entre os pacien-
tes com GPAA, um apresentou a mutag@o glutamina para
codon de terminag@o no aminoacido 368 e o outro paciente
era positivo para a mesma mutagdo descrita acima (cisteina
para arginina no aminodacido 433). Portanto, dois pacientes
(3,8%) com GPAA foram positivos para mutagdo no gene
MYOC/TIGR. Ambos os pacientes eram brancos e tinham
histéria familiar positiva.

DISCUSSAO

O glaucoma € uma das principais causas de cegueira irre-
verssivel no mundo. E uma doenca de evolugdo lenta, diag-
nosticada somente apds lesdo tipica do nervo éptico. Entre os
glaucomas de dngulo aberto, o0 GJAA € uma forma rara com
inicio mais precoce e pior progndstico em relagdo ao GPAA L.

O locus GLC1A no cromossomo 1q21-q31 foi identifica-
do primeiramente por Sheffield e cols?, que investigaram uma
familia com 30 membros acometidos. Posteriormente outros
autores confirmaram o mesmo locus para pacientes com
GJAA. Richards e cols * identificaram este locus em uma
familia caucasiana, enquanto Wiggs e cols ¢ demostraram-no
em 5 familias de descendéncia britanica, irlandesa, alema e do
pécifico sul. Mais recentemente, Mourissette e cols 7, confir-
maram este locus (cromossomo 1q) estudando uma populagéo
francesa com GJAA e GPAA. Em 1997, Stone e cols® identifi-
caram o gene MYOC/TIGR como um dos genes relacionados
com o glaucoma de angulo aberto. Muta¢des de ponto no
gene MYOC/TIGR (glicina para valina, glutamina para
codon de terminagdo e tirosina para histidina) foram
identificadas ndo apenas em pacientes com GJAA, como
também em 4,4% dos pacientes com GPAA com histéria
familiar positiva e em 2,9% dos pacientes com GPAA sem
histéria de glaucoma na familia.

Neste estudo, a populagdo de pacientes com GJAA e
GPAA foi avaliada para a presenga de mutagdes no exon 3 do
gene MYOC/TIGR, incluindo cerca de 400 pb. Entre os
pacientes com GJAA, a freqii€ncia de mutagdes foi de 35,3%
(6/17) considerando pacientes provenientes de diferentes fa-
milias. A mutacdo por nds identificada estd localizada no
aminoacido 433 (exon 3) do gene MYOC/TIGR, e inclui a
substitui¢do de cisteina por arginina. Trata-se de uma mutagéo
descrita pela primeira vez na literatura mundial. Dois (3,8%)
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pacientes com GPAA também exibiram muta¢des no gene
MYOC/TIGR: um deles era portador da mutagdo de ponto
substituindo uma glutamina por um codon de terminagédo no
aminoacido 368, a mutagdo mais comum identificada por
Stone e cols °. O outro paciente era portador da mesma
mutagdo descrita acima (cisteina para arginina).

Atualmente, sabe-se que o gene MYOC/TIGR é composto
por 3 exons de 604, 126 e 785 pb respectivamente (numero de
acesso no “Gene Bank” Z97171, Z97174). Respeitando a
seqiiéncia completa, nossos iniciadores eram capazes de ava-
liar 400 pb do exon 3. A nova mutagdo foi encontrada no
aminoéacido 433 do exon 3. Apesar da maioria das mutagdes
descritas serem localizadas no exon 3 '°, a freqiiéncia de
mutagdes na populagdo estudada poderia ser até maior, uma
vez que o gene inteiro nao foi avaliado e os métodos ndo tem
sensibilidade absoluta (100%).

A presenca de uma nova mutagdo em pacientes brasileiros
pode ser parcialmente justificada por se tratar de uma popula-
¢d30 com caracteristicas raciais distintas das demais estudadas,
e portanto com um “background” genético diferente.

A baixa freqiiéncia de mutagdes encontradas no gene
MYOC/TIGR entre pacientes com GPAA ¢é semelhante a
encontrada por Stone e cols °. Outros autores ndo foram
capazes de identificar o mesmo locus 1q21-q31 para familias
com GPAA '*'". Stoilova e cols '® localizaram um outro locus
(GLCI1B) para GPAA no cromossomo 2cen-ql3, enquanto
Wirtz e cols ', mapeando uma familia de 48 membros, identi-
ficaram no cromossomo 3q a regido provavel para o gene
associado com GPAA. Estes achados sugerem que o GPAA
seja uma condigdo geneticamente heterogénea, o que explica-
ria a baixa freqiiéncia de mutagdes no gene MYOC/TIGR
encontrada em nossa populagdo de pacientes com GPAA. Na
verdade, é possivel que varios loci estejam envolvidos na
etiologia desta moléstia !'*.

Apesar dos mecanismos envolvidos na associagdo do
GJAA e GPAA com o gene MYOC/TIGR néo estarem com-
pletamente esclarecidos '*'¥, ndo é impossivel pensar que,
uma vez esclarecida sua fisiopatologia, novas e melhores
maneiras para tratar o glaucoma sejam desenvolvidas. No
futuro, a avaliagdo do gene MYOC/TIGR podera ser usada
como teste de “screening” indentificando individuos sucepti-
veis na populagdo. Finalmente, a modificagdo da estrutura do
gene através da terapéutica genética podera impedir as altera-
¢oes induzidas pela mutagdo, e com isto evitar o desenvolvi-
mento do glaucoma, muito antes do aparecimento de dano
glaucomatoso ou defeito de campo visual.

SUMMARY

Purpose: To evaluate the frequency and type of mutation in
the trabecular meshwork-induced glucocorticoid response
protein (MYOC/TIGR) gene among Brazilian patients with
Jjuvenile open angle glaucoma (JOAG) and primary open
angle glaucoma (POAG).

Methods: The genomic DNA of consecutive patients with
POAG and JOAG was extracted from peripheral blood.
Subsequently, PCR and SSCP were performed to identify
possible mutations in the MYOC/TIGR gene, which were
confirmed by sequencing analysis.

Results: Nineteen patients with JOAG were studied. Eight
patients (42%) showed a single mutation in exon 3 at
amino acid 433, which codifies an arginine (CGT) instead
of a cysteine (TGT). Among patients with POAG (n = 52),
we found two (3.8%) with a mutation in the MYOC/TIGR
gene. One of them showed a point mutation at amino acid
368, codifying a stop codon instead of a glutamine. The
other patient had the same mutation as those observed in
JOAG patients.

Conclusion: 4 new mutation in the MYOC/TIGR gene in
Brazilian patients with JOAG and POAG was reported. The
ocurrence of mutations in the MYOC/TIGR gene in 42% of
Brazilian patients with JOAG as well as in 3.8% of those
with POAG could be even higher, since the full gene was not
evaluated (only 400 bp of exon 3).

Keywords: Juvenile glaucoma; Primary open angle glauco-
ma; MYOC gene; TIGR gene.
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