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Analise da relacdo da ocorréncia
de polimorfismo de nucleotideo tnico
do gene DOCK9 em ceratocone

Relation analysis of the occurrence of single nucleotide
polymorphism of the DOCKO9 gene in keratoconus

Leonardo Mariano Reis', Francisco W. Rodrigues', Rodrigo Egidio da Silva?, Alexandre Chater Taleb?, Marcos Pereira de Avila*

Resumo

Objetivo: Avaliar a ocorréncia de mutacdo em /ocus génico candidato e sua relagdo com ceratocone em pacientes atendidos no Brasil
comparados a voluntérios saudéveis, através da analise de polimorfismo de nucleotideo tnico no gene DOCK?9. Métodos: Neste estudo
clinico foram avaliados 108 individuos, sendo 46 pacientes com ceratocone e 62 voluntérios saudaveis (controles). Amostras de DNA
foram obtidas do sangue coletado de pacientes com ceratocone e controles para a realizagao de andlise de genotipagem. O genétipo do
polimorfismo de nucleotideo tnico rs7995432 no gene DOCK?Y foi determinado através de reacdo em cadeia da polimerase em tempo
real (qQPCR). Resultados: A frequéncia do alelo mutante (C) foi de 4,8% para os pacientes e 7,6% para os controles. Para o alelo
selvagem (T), as frequéncias foram de 952% para os pacientes e 92,4% para os controles. O gendtipo heterozigdtico esteve presente
em 9,5% dos pacientes e 11% dos controles, enquanto o genétipo homozigdtico para o alelo selvagem (TT) foi encontrado em 90,5%
e 87% para os pacientes e controles, respectivamente. Conclusido: Nao foram observadas diferencas significativas na frequéncia e
discrimina¢do dos alelos mutante e selvagem entre os pacientes com ceratocone e os controles. Portanto, ndo foi possivel fazer uma
associagdo destas mutacdes no gene DOCK9 com a ocorréncia do ceratocone para esta populacao.
Descritores: Ceratocone; Coérnea; Mutagdo genética; Polimorfismo de nucleotideo tnico

ABSTRACT

Objective: To evaluate the occurrence of a mutation in candidate genetic loci and its relation with keratoconus in patients treated in Brazil
compared to healthy volunteers, through analysis of single nucleotide polymorphism in the DOCK?Y gene. Methods: In this clinical study,
108 participants were evaluated, including 46 keratoconus patients and 62 healthy volunteers (controls). DNA samples were extracted
from collected blood from keratoconus patients and controls. The genotyping of the single nucleotide polymorphism rs7995432 in the
DOCK?9 gene was determined through a real-time polymerase chain reaction (qPCR). Results: The frequency of the mutant allele (C)
was 4.8% in patients and 7.6% in controls. For the wild allele (T), the frequencies were 95.2% in patients and 92.4% in controls. The
heterozygous genotype was present in 9.5% of patients and 11 % of controls, while the homozygous genotype for the wild allele (TT) was
found in 90.5% and 87 % for patients and controls, respectively. Conclusion: There were no significant differences un the frequency and
discrimination of the mutant and wild alleles between patients and controls. Therefore, these results confirm no association of these
mutations in the DOCKY gene and the occurrence of keratoconus for this population.
Keywords: Keratoconus; Cornea; Genetic mutation; Polymorphism, single nucleotide polymorphism
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INTRODUCAO

eratocone ¢ uma condi¢do em que a cornea assume for

mato conico resultante de afinamento nado inflamatério

do estroma corneano. Esse afinamento provoca
astigmatismo irregular, miopia, protrusdo e baixa qualidade vi-
sual, que varia de leve a deficiéncia acentuada®. E uma doenca
progressiva, que pode acometer ambos os olhos, embora, nor-
malmente, apenas um seja afetado no inicio® . O ceratocone ja
foi relatado em trabalhos anteriores como o principal responsa-
vel pela indicacdo de transplantes de cornea nos Estados Uni-
dos® e no mundo ocidental®. Em outra revisdo mais atualizada
sobre patogénese do ceratocone, a doenga € citada como a causa
mais comum de ceratoplastia no mundo desenvolvido®. Basea-
do em um estudo epidemiolégico com duragdo de 48 anos con-
duzido nos Estados Unidos, o ceratocone apresentou incidéncia
média total de dois casos por 100.000 habitantes por ano®. Na
populagdo geral, o ceratocone apresenta uma prevaléncia de
aproximadamente 1:2.000¢.

O ceratocone pode ser classificado de acordo com Amsler-
Krumeich considerando aspectos clinicos associados a dados
topogréficos e paquimétricos. No estdgio 1, estdo olhos com
miopia e/ou astigmatismo de até 5,00 dioptrias e curvatura cen-
tral menor do que 48,00 dioptrias. O estdgio 2 corresponde a
olhos com miopia e/ou astigmatismo entre 5,00 e 8,00 dioptrias,
curvatura central menor do que 53,00 dioptrias, auséncia de cica-
triz corneana e espessura no ponto mais fino maior que 400
micrometros. Para o estdgio 3 os critérios sdo: miopia e/ou
astigmatismo entre 8,00 e 10,00 dioptrias, curvatura central mai-
or que 53,00 dioptrias, auséncia de cicatriz e espessura minima
entre 300 e 400 micrometros. Finalmente, o estdgio 4 compreen-
de olhos com cicatriz corneana, refracdo ndo mensuravel, curva-
tura central maior que 55,00 dioptrias e espessura menor que
200 micrémetros™.

O ceratocone ¢ mais comumente encontrado como doen-
ca isolada, apesar de relatos que descrevem uma associacdo com
sindrome de Down, amaurose congénita de Leber e prolapso de
vélvula mitral ®. Foi também associado a outras doengas genéti-
cas sistémicas®. Essas sindromes e doengas genéticas tém fato-
res que se unem quando sao reclassificadas. A maioria das
sindromes genéticas associadas ao ceratocone sao classificadas
em um dos seguintes quatro grupos: doencas do tecido conjun-
tivo com elasticidade anormal do coldgeno; funcdo retiniana anor-
mal com estimulagdo oculodigital; associada com atopia ou eczema
e coceira nos olhos; ou funcdo mental reduzida associada com
estimulagdo oculodigital®.

Heranca autossomica dominante com expressdo varidvel
tem sido sugerida por varios autores como modo de transmis-
sao do ceratocone®!). Estudos de ligacio baseados em familias
contribuiram para identificar loci génicos candidatos que po-
dem abrigar mutacdes patogénicas?!3. Esses estudos de liga-
cao conduzidos em familias afetadas com ceratocone identifica-
ram pelo menos 17 loci, sugerindo heterogeneidade genética na
epidemiologia do ceratocone. Isso significa que o ceratocone
poderia ser causado por mutacdes em diferentes genes para
cada familia®>'¥. Em estudo genético para avaliar se a severida-
de da doenga influencia na agregacao familial, os autores encon-
traram que a presenca ou auséncia de histdria familiar positiva
nao estd associada com doenca clinica mais avancada. Esses re-
sultados sugerem que todos os pacientes com ceratocone po-
dem ser recrutados para estudo genético, ja que a gravidade da
doenga parece nao influenciar na agregagao familial.
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Através da pesquisa genética extensiva em ceratocone nas
dltimas décadas, alguns genes foram relatados como provaveis
candidatos: VSXI (visual system homeobox 1),miR-184,e DOCK9
(dedicator of cytokinese 9) (9. Além destes, 0 TGFBI também
mostra potencial para o desenvolvimento do ceratocone em
pacientes predispostos(®.

Em outro estudo, ndo associado a qualquer sindrome, 18
familias equatorianas com ceratocone isolado foram analisadas.
Essas familias apresentaram um padrdo de heranga autossomico
dominante com penetrancia reduzida. A andlise de ligagdo do
genoma completo proveu evidéncias significativas para um novo
locus no cromossomo 13 (13g32), incluido numa regido gendmica
de 5,6Mb entre os polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs)
1s9516572 e 1s382552307. Os polimorfismos de nucleotideo tini-
co (SNP - Single Nucleotide Polymorphism) sdo uma forma mui-
to comum de variagdo genética em sequéncias de DNA. Neste
tipo de variagdo genética, uma unica base nucleotidica é substi-
tuida ao longo de uma sequéncia de DNA. Os SNPs em regioes
codificadoras sdo subclassificados em sindnimos e nao-sindni-
mos. Os SNPs sindnimos (ou silenciosos) resultam em troca de
bases que ndo alteram a sequéncia do aminodcido codificado®.
Entretanto, mutagdes sindonimas podem influenciar na confor-
macao da proteina, alterando assim a sua funcao dentro da célu-
la podendo influenciar diretamente os tragos fenotipicos de um
individuo. Os SNPs ndo-sindnimos resultam em uma substitui-
¢do de bases que altera a sequéncia de aminodcido e,
consequentemente, podem afetar a funcdo da proteina codifica-
da (missense), ou gerar um cédon de parada (nonsense)™. As
maiores diferencas encontradas no locus 13q32 entre a familia
equatoriana (KTCN-014) e a populacdo do Projeto 1.000
Genomas estavam presentes em duas variagdes de nucleotideo
uinico (SNVs): 1s7995432 no DOCK9 e 15145089138 no IPOS,
segregadas com o fenétipo ceratocone na familia. Isto sugere
um forte envolvimento dessas sequéncias variantes na etiologia
do ceratocone®2,

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a ocorréncia de
polimorfismos de nucelotideo tnico em locus génico candidato
e sua relagdo com o desenvolvimento do ceratocone. Para isso,
foram determinadas as frequéncias genotipicas e alélicas dos
polimorfismos de nucleotideo tnico para o gene DOCKY9
(rs7995432 ¢.720+43A>G) em pacientes com ceratocone e com-
paradas com uma populag@o controle.

METODOS

Foram incluidos na pesquisa 108 individuos de ambos os
sexos e adultos, sendo 46 com o diagnoéstico clinico de ceratocone
e 62 individuos controles, que concordaram em participar da pes-
quisa assinando o termo de consentimento livre e esclarecido.

Todos os pacientes atendidos foram submetidos a exame
oftalmolégico completo: refragdo, acuidade visual com correcao
e sem corregao, fundoscopia, biomicroscopia e aferigao da pres-
sdo intraocular. Para a confirmagao do diagndstico de ceratocone,
todos os individuos foram submetidos a topografia de cérnea
em ambos os olhos utilizando o Orbscan 11z (Bausch & Lomb,
Orbtek Inc., Salt Lake City, UT, EUA).

Foram excluidos do estudo os pacientes que apresenta-
ram outras doengas e/ou cirurgias oftalmoldgicas prévias; paci-
entes que ndo apresentaram condicdes clinicas para a realiza¢ao
dos exames ou com doencas sistémicas associadas e 0s que se
recusaram a participar.
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Para o estudo, foi realizada a coleta de aproximadamente 5
mL de sangue periférico de cada paciente, em uma tnica toma-
da, em tubos a vacuo BD Vacutainer System® (Becton Dickinson,
Basel, Suica) contendo o anticoagulante K,EDTA. Apés a cole-
ta, todas as amostras foram armazenadas em temperatura ambi-
ente e encaminhadas ao Laboratério de Genética Molecular e
Citogenética da Universidade Federal de Goids para realizacao
da extragdo do DNA genomico.

Para a extragdo de DNA, uma aliquota de 200 pL de san-
gue total foi submetida utilizando o Kit de extracdo Pure Link
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) de acordo com o protocolo
sugerido pelo préprio fabricante. Ao final do processo de ex-
tracdo, as amostras de DNA dos pacientes com ceratocone e
individuos controles foram acondicionadas em microtubos de
1,5 mL, etiquetados e armazenados em freezer a -20°C. A qua-
lidade e concentracdo do DNA foram avaliadas por
espectrofotometria em equipamento Nanodrop (Thermo
Scientific, Wilmington, DE, EUA), com leitura da absorbancia
nos comprimentos de ondas A260 e A280. As amostras perma-
neceram estocadas em freezer a -20°C até a anadlise, sem qual-
quer prejuizo ou interferéncia no seu resultado.

A genotipagem dos polimorfismos foi realizada através da
técnica de qPCR (PCR em tempo real) utilizando-se ensaios
validados TagMan® Predesigned SNP Genotyping Assays
(Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, EUA) para o gene
DOCKY (187995432; assay IDs: C_25610905_10).

Os ensaios TagMan genotyping para os respectivos SNPs
em estudo incluem dois iniciadores (primers foward e reverse)
para a amplificacdo das regides de interesse e duas sondas para
deteccdo dos alelos. As sondas possuem: um corante reporter
fluorescente na extremidade 5 [VIC para o alelo mutante com
citosina (C) e FAM para o alelo selvagem com timina (T)]; um
minor groove binder (MGB) que aumenta a temperatura de
anelamento da sonda sem aumentar o seu comprimento, permi-
tindo uma discriminac¢@o mais precisa dos alelos; um quencher
ndo fluorescente (NFQ) na terminacido 3°da sonda.

Para as rea¢des de qPCR foram utilizados 12,5 L. de master
Mix Tagman (2X),0,5 uL TagMan SNP Genotyping Assay (40X),
20 ng de DNA extraido dos individuos do estudo e 8 uL. de dgua
ultrapura. As amostras foram amplificadas em equipamento Step
One Plus (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, EUA) de
acordo com a seguinte ciclagem: ativacdo da enzima AmpliTaq
Gold a 95°C durante 10 minutos seguidos de 40 ciclos a 95°C por
15 segundos (desnaturagio) e 60°C por 1 minuto (anelamento/
extensdo). A discriminagdo e plotagem dos genétipos foram re-
alizadas pelo TagMan® Genotyper Software (Applied Biosystems
Inc., Foster City, CA, EUA).

As diferencas entre a frequéncia dos alelos selvagem e
mutante foram analizadas através do teste do qui-quadrado
(Pearson’s qui-square) com significancia determinada a p<0,05.
Para validagdo do estudo, o SNP foi avaliado de acordo com o
equilibrio de Hardy—Weinberg utilizando-se dos valores de p
calculados no teste qui-quadrado. Os testes estatisticos foram
realizados com o uso do software IBM SPSS (SPSS Inc., Chica-
go, IL, EUA) versao 20.

ResuLtADOS

Pelos valores de p calculados no teste qui-quadrado, foi
comprovado que os gendtipos do SNP 7995432 nos Grupos
Estudo e Controle estdo em equilibrio.

No grupo estudo, 25 eram do sexo masculino e 21 do sexo
feminino. No grupo controle, havia 24 homens e 38 mulheres. Do
total de individuos, portanto, aproximadamente 55% eram do
sexo feminino e 45% do sexo masculino, sendo que no grupo
estudo, a porcentagem de homens com relacdo a mulheres foi
maior do que no grupo controle (54,35% e 38,71% respectiva-
mente). Por outro lado, a porcentagem de mulheres pacientes
(45,65% ) foi menor do que as selecionadas para controle (61,29%)
comparando com o nimero de individuos masculinos (Tabela 1).

Tabela 1

Distribuicdo dos Grupos Estudo e Controle
de acordo com o género

Grupo Estudo  Grupo Controle Total
Sexo n % n % n %
Masculino 25 5435 24 38,71 49 4537
Feminino 21 45,65 38 61,29 59 54,63
Total 46 100 62 100 108 100

Com relacao a idade dos individuos, a média entre os paci-
entes foi de 53,43 anos com desvio padrdo de 22,58. No grupo
controle, a média foi de 52,96 anos e o desvio padrao 20,55.

Mutagoes de polimorfismo de nucleotideo tnico foram
encontradas em ambos os grupos (estudo e controle). No en-
tanto, ndo foram encontradas diferencas significativas nas
frequéncias dos alelos mutante e selvagem entres os pacientes
com ceratocone e os controles (p=0,54). A frequéncia do alelo
mutante (C) foi de 4,8% para o grupo estudo e 7,6% para o
grupo controle. Para o alelo selvagem (T), as frequéncias foram
de 95,2% para os pacientes com ceratocone e 92,4% para os
controles (figura 1).
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Figura 1: Comparacio da frequéncia dos alelos mutante (C) e selva-
gem (T) para os pacientes com ceratocone e os controles.

Para os diferentes gendtipos, também nao existiram dife-
rengas significantes entre o grupo estudo e o grupo controle
(p=0,57). O genétipo homozigédtico para o alelo mutante (CC)
ndo foi encontrado no grupo estudo, enquanto 2% dos contro-
les apresentaram este gendtipo. O gendtipo heterozigético este-
ve presente em 9,5% dos pacientes com ceratocone e 11% dos
controles. J4 o gendtipo homozigédtico para o alelo selvagem (TT)
foi encontrado em 90,5% e 87% para o grupo estudo e controle,
respectivamente (figura 2).
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Figura 2: Comparagao entre os genétipos dos pacientes com ceratocone
e dos controles.

DiscussAo

O ceratocone é uma disfun¢ao ocular nao-inflamatéria
caracterizada pelo afinamento corneano responsavel pelo mai-
or nimero de indicag¢do de transplantes de cérnea nos Estados
Unidos e em todo o mundo ocidental. A etiologia do ceratocone
envolve multiplos fatores e o componente genético na sua ori-
gem foi confirmado em diversos estudos®¢?). Entre os genes
descritos que influenciam a manifestagao do ceratocone, o VSX1
e o TGFBI mostraram o maior potencial para o desenvolvimen-
to da doenca em pacientes predispostos®. Adicionalmente, o
gene DOCKOY foi associado ao desenvolvimento do ceratocone!'”.

Czugala e colaboradores (2012) observaram uma muta-
¢do de SNP no gene DOCKY relacionada ao ceratocone onde
existe uma troca de aminodcidos (mutagdo ndo-sindénima). A
mutagio no SNP rs19104782 (c.2262A>C) altera a base adenina
(A) para uma citosina (C) e, consequentemente, muda o
aminodcido glutamina para histidina. Esta mudanca de
aminodcidos altera a forma e a fun¢@o da proteina produzida, e
estd relacionada com desenvolvimento do fenétipo do
ceratocone®. Outro estudo, realizado in vitro, observou muta-
¢oes neste mesmo SNP, rs191047852, em que ocorreu uma muta-
¢do sindnima (sem a troca de aminodcidos) afetando a traducao
da proteina e assim, teoricamente, promovendo o desenvolvi-
mento do ceratocone!.

Uma outra mutagdo do tipo polimorfismo de nucleotideo
unico no gene DOCKY foi observada no estudo de CZUGALA
et al. (2012), relacionada também com o desenvolvimento do
ceratocone em uma familia equatoriana, no SNP rs7995432
(c.720+43A>G). O referido SNP se encontra em uma regiao
intronica do gene DOCKY e, portanto, pode afetar o splicing
do RNA mensageiro, alterando a funcio da proteina resultan-
te através de mudangas na sua estrutura tercidria. Nessa pes-
quisa, 51 pacientes com ceratocone foram avaliados, sendo que
23 pertencentes a mesma familia, convencionada de KTCN-
014. Os outros 28 pacientes eram individuos de 14 familias dife-
rentes, com 2 representantes em cada grupo familiar. Para o
grupo controle, 105 individuos sem ceratocone e de mesma
origem étnica foram selecionados, perfazendo um total de 210
alelos. Como resultado, a sequéncia mutante no gene DOCK9
coincidiu com o fenétipo portador de ceratocone em 100% dos
individuos da familia equatoriana com 23 pacientes; enquanto
que no grupo controle apenas 3 individuos apresentaram essa
sequéncia variante.

Rev Bras Oftalmol. 2016; 75 (3): 223-7

No presente estudo, o mesmo SNP rs7995432
(c.720+43A>G) foi analisado nos pacientes com ceratocone ¢
nos individuos do grupo controle para posterior comparagao
da frequéncia do alelo mutante entre os dois grupos, assim
como da frequéncia do alelo selvagem e dos trés possiveis
gendtipos, com o fito de verificar se ha correlacdo estatistica-
mente significativa entre a ocorréncia da mutacao e o fendtipo
com ceratocone e possivel nexo de causalidade. Para isso, 46
pacientes com ceratocone e sem vinculos familiares foram se-
lecionados e testados para o SNP em tela. Para formar o gru-
po controle, foram recrutados 62 individuos que também se
submeteram a andlise da mutacdo no rs7995432, presente no
gene DOCKY. Nos resultados da pesquisa, ndo houve dife-
rengas significativas para associagdo deste SNP com a inci-
déncia ou com o desenvolvimento do ceratocone nos pacien-
tes analisados.

Este é o primeiro estudo a analisar a ocorréncia de
polimorfismos de nucleotideo tinico no gene DOCK9 em pa-
cientes com ceratocone atendidos no Brasil. Os resultados
desta pesquisa, entretanto, divergem daqueles encontrados
no estudo realizado por Czugala e colaboradores (2012) em
individuos do Equador. Estas diferencas podem estar relaci-
onadas com a variabilidade genética entre populacdes e fato-
res ambientais que desencadeiam o desenvolvimento da do-
enga.

Todavia, outras consideragdes merecem mengao. A pri-
meira é que no estudo original, outros dois genes avaliados
também apresentaram concomitantemente mutagdo com se-
gregacdo para o fendtipo com ceratocone, quais sejam: ¢.2377-
132A>C no IPO5 e ¢.1053+29G>C no STK24; além de outra
mutacdo no préprio gene DOCKDY, a substitui¢do ¢.2262A4C
(GIn754His) no éxon 20@".

Igualmente, no estudo realizado com individuos brasi-
leiros ndo ha qualquer relacdo de parentesco entre os pacien-
tes, tampouco uniformidade étnica entre os mesmos € os mem-
bros do grupo controle, o que dificulta a coincidéncia de uma
linhagem com o mesmo gendtipo.

Finalmente, ndo ha que se falar do estagio de evolucao
da doenca na influéncia dos resultados, posto que estudos
anteriores sugeriram que pacientes com ceratocone em dife-
rentes estadios podem ser recrutados para estudo genético,
vez que a gravidade da doenca ndo parece influenciar na agre-
gacao familial.

CONCLUSAO

As mutacdes tipo polimorfismo de nucleotideo tnico fo-
ram observadas em pacientes com ceratocone e controles. Nao
foram observadas diferencas significativas na frequéncia e dis-
criminacgdo dos alelos mutante e selvagem entre os dois grupos.
Assim, ndo foi possivel fazer uma associagdo destas mutagdes
com a ocorréncia do ceratocone para esta populagao.

Este estudo contribui para o conhecimento molecular e
genético na patologia do ceratocone, pois os resultados encon-
trados descaracterizam a influéncia da mutagdo de nucleotideo
tnico 157995432 no gene DOCK9 como fator de risco para o
desenvolvimento da referida doenca. H4, todavia, 387
polimorfismos de nucleotideo tinico somente no gene DOCK9 e
devido a alta variabilidade de expressdo génica para o ceratocone
em diferentes populacdes, futuros estudos sdo necessdrios para
determinar a associagdo deste gene em pacientes com ceratocone.
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