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RESUMO

O ceratocone ¢ uma patologia oftalmoldgica degenerativa caracterizada por ectasia
progressiva, de cardter inflamatorio, bilateral e multifatorial, que afeta a curvatura corneana e
gera um astigmatismo irregular. Ocorre entre homens e mulheres de todas as ancestralidades,
apresentando uma incidéncia mundial de 1 portador a cada 2.000 nascidos por ano e de 1,4 a
cada 2.000 no Brasil. Sua patogénese tem inicio na adolescéncia de forma assintomatica,
muitas vezes sendo confundido com casos de astigmatismo, € a Unica possibilidade de
diagnostico precoce provém de exames de imagem da cornea. Na auséncia destes, o quadro
clinico avanga com prejuizo significativo a acuidade visual do portador. Fatores ambientais,
sistémicos e genéticos estao diretamente ligados a manifestacdo do ceratocone, sendo que até
o momento poucos estudos retratam a investigacdo de familias portadoras através do
sequenciamento de exomas. Ademais, vale destacar que a heterogeneidade da coorte brasileira
constitui um relevante modelo genotipico e fenotipico para estudos sobre o ceratocone. Logo,
essa diversidade genética amplia o potencial para identificacio de variantes no DNA
relacionadas a doenga, exigindo pesquisas para uma melhor compreensdo de sua
fisiopatologia e mecanismos. Neste sentido, o objetivo deste estudo ¢ investigar as bases
genéticas envolvidas na etiologia do ceratocone, por meio dos sequenciamento de exomas e
analise de predicao de risco em familias brasileiras, visando a identificagdo e caracterizagao
de genes candidatos envolvidos em vias bioldgicas relacionadas a patogénese e fisiopatologia
desta condi¢do ocular e desenvolver uma maior compreensdo acerca das bases genéticas
envolvidas em sua etiologia no Brasil.

Palavras-chave: Ceratocone, Sequenciamento de Exomas, Bioinformatica.



ABSTRACT

Keratoconus is a degenerative ophthalmological disorder characterized by progressive
ectasia of an inflammatory, bilateral, and multifactorial nature, affecting corneal curvature and
leading to irregular astigmatism. It occurs in both men and women of all ethnicities, with a
global incidence of 1 case per 2,000 births per year and 1.4 per 2,000 in Brazil. Its
pathogenesis typically begins in adolescence in an asymptomatic manner, often being
mistaken for simple astigmatism, and the only means of early diagnosis comes from corneal
imaging exams. In their absence, the clinical condition progresses, resulting in a significant
decline in the patient’s visual acuity. Environmental, systemic, and genetic factors are directly
associated with the manifestation of keratoconus, and so far, few studies have explored the
investigation of affected families through exome sequencing. Moreover, it is important to
highlight that the heterogeneity of the Brazilian cohort represents a relevant genotypic and
phenotypic model for studies on keratoconus. Thus, this genetic diversity enhances the
potential for identifying DNA variants related to the disease, emphasizing the need for further
research to improve the understanding of its pathophysiology and mechanisms. In this
context, the objective of this study is to investigate the genetic bases involved in the etiology
of keratoconus through exome sequencing and risk prediction analysis in Brazilian families,
aiming to identify and characterize candidate genes involved in biological pathways related to
the pathogenesis and pathophysiology of this ocular condition, and to develop a deeper
understanding of the genetic foundations underlying its etiology in Brazil.

Key words: Keratoconus, Exome Sequencing, Bioinformatic.
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1. INTRODUCAO

O ceratocone (KC, do inglés Keratoconus) ¢ uma patologia ectasica da cornea, de
carater bilateral, progressivo e inflamatorio, oriunda do afinamento estromal e protrusdo da
cornea'** (Figura 1). Também, ¢ marcado por alteragdes estruturais e funcionais que resultam
na diminui¢do da acuidade visual do portador, por conta de um astigmatismo irregular*>. O
surgimento da doenca ¢ assintomatico, e envolve fatores genéticos, sist€émicos e ambientais. A
menos que o portador seja submetido a exames da superficie corneanas, o paciente sera
diagnosticado apenas quando apresentar sintomas mais severos, como as estrias de Vogt, o
sinal de Munson, além de cicatrizes na camada de Bowman®. Neste sentido, a afecc¢do se inicia
na adolescéncia e pode evoluir até a quarta década de vida do paciente'~.

O KC ¢ categorizado mediante um prolapso coniforme na superficie anterior ou
posterior da cornea. Porém, o segundo caso ¢ considerado raro e de diminuta repercussao
clinica, sendo o foco deste estudo o KC anterior®. Essa deformagdo conica ¢é influenciada por
proteinases que contribuem para a perda da homeostase do organismo e desequilibram a ag¢ao
oxidante e antioxidante no interior da cornea, promovendo estresse oxidativo e apoptose’.

Em relagcdo a epidemiologia, o KC afeta todos os grupos étnicos, com prevaléncia
similar entre homens e mulheres, € com uma prevaléncia mundial de 0,05% a 0,23%". E
importante ressaltar que no Brasil ha a maior diversidade genética do mundo, resultado de
intensos fluxos migratérios, conferindo uma composi¢cdo singular ao pais € um modelo
populacional valioso para investigagdes genéticas e fenotipicas relacionadas ao KC°. Além
disso, estudos genéticos realizados em diferentes populagdes t€ém potencial para gerar
impactos positivos na saiude publica, favorecendo diagnosticos mais assertivos e a deteccao
precoce de doengas*’.

Olho Normal Olho com Ceratocone
fris fris

Cérnea Cdrnea

Fupilz Pupilz

Herwvo dtico Herwvo dtico

Cornea com curvatura normal Alteragdes na curvatura da carmea.
{is80 normal) Carnea mais conica (ectasia) que o norm al

Figura 1 - Progressdo do Ceratocone (Pereira, M.M.. Ceratocone. Satide Bem Estar.
Disponivel em: https://saudebemestar.pt/pt/clinica/oftalmologia/ceratocone)

1.1. Populac¢io estudada

A populagdo brasileira ¢ reconhecida por sua notavel heterogeneidade genética,
resultante de um intenso processo de miscigenagdo entre ancestrais amerindios, europeus e
africanos, ao longo de diferentes periodos histéricos. Essa diversidade reflete um complexo
mosaico genético que influencia tanto a evolugdo populacional quanto a suscetibilidade a
diferentes condigdes de saude'’. No entanto, apesar dessa singularidade, ainda hd uma



14

escassez de estudos genéticos abrangentes no Brasil, especialmente aqueles que consideram a
composigdo ancestral como variavel determinante''. Uma revisdo sistematica sobre a
ancestralidade genética da populagdo brasileira refor¢a essa lacuna, apontando que a maioria
das investigacdes disponiveis se concentra em amostras regionais ou de pequeno porte, o que
limita a compreensdo das variagdes gendmicas em nivel nacional. Essa sub-representacao
evidencia a necessidade de expandir estudos genéticos em populacdes miscigenadas, de modo
a promover uma medicina de precisdo mais inclusiva e representativa da diversidade
brasileira’.

1.2. Fatores de risco

Fatores de risco sdo de extrema importancia para estimar o grau de risco e progressao de
uma afeccdo, baseando-se em caracteristicas individuais de portadores que se replicam em
uma populagdo'?. Para o KC isto também ¢é valido, sendo descritos na literatura parAmetros
oculares, sistémicos, familiares, genéticos, ambientais, bem como demograficos*®. Deste
modo, um importante fator de risco ambiental é o prurido, guiando a agdo mecanica de
friccionar ou pressionar os olhos, além do uso de lentes de contato gelatinosa, que, por sua
vez, viabilizam possiveis traumas na superficie corneana gerando alteracdes
biomecanicas"®",

Em relacdo aos fatores sistémicos, a literatura indica que individuos portadores de
prolapso da valvula mitral, sindrome da palpebra frouxa, alergias, atopias e apnéia do sono do
tipo obstrutiva apresentam uma predisposi¢ao de maior escala para o desenvolvimento de
KC". Além disso, acredita-se que o Diabetes Mellitus promova prote¢do contra essa
patologia'®. Geneticamente, o0 KC é uma afec¢do de carater poligénico, significando que
variantes conjuntas em mais um gene ao mesmo tempo sdo responsaveis pela expressao do
fendtipo patologico da doenga'®.

Com uma complexa relagdo entre a expressdo das variantes de risco, modulacio pelo
ambiente e condicdes sistémicas, torna-se dificil o diagnostico dessa doenca devido ao
desenvolvimento assintomatico e sua semelhanga com um astigmatismo regular'®. Devido a
isto, foram realizados estudos de base genética com o intuito de melhor compreender esses
fatores, porém a maioria compreende populagdes europeias e asiaticas'®. Portanto, populagdes
altamente miscigenadas, como a brasileira, ainda permanecem pouco exploradas,
evidenciando a necessidade de aprofundar a elucidagdo dos fatores genéticos associados ao
KC nesse contexto populacional.

1.3. Sequenciamento de Exoma e o Ceratocone

Estudos Omicos, como o sequenciamento de exomas, tém se consolidado como
ferramentas essenciais para elucidar aspectos genéticos de doengas em distintas populagdes do
mundo®. Dessa maneira, seus achados tém explorado biomarcadores que facilitam o manejo
clinica e tratamento de pacientes com KC, contribuindo com uma medicina de precisao
conforme os tragos apresentados em cada portador. Por sua vez, esta é uma técnica
tradicionalmente utilizada para sequenciar, de forma abrangente, todo o exoma de um
individuo, que ¢ o conjunto de regides codificadoras que permitem a traducdo de
proteinas'”'®. Nesse sentido, o sequenciamento de exoma tem como principal papel a
identificacdo de aspectos genéticos moduladores de doenca, que podem auxiliar no
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diagnostico precoce, assim como no aconselhamento genético'™!*?**', Além disso, esse

método ja foi aplicado em estudos envolvendo familias com membros afetados por KC, bem
como em casos esporadicos’®?. Contudo, populagdes altamente miscigenadas, como a
brasileira, permanecem sub-representadas nesse tipo de investigacdo, o que limita a
generalizagdo dos achados genéticos disponiveis, pois possuem um viés europeu'®.

1.4. Bioinformatica

Estudos utilizando sequenciamento de nova geragdo (NGS) promoveram, ao longo das
ultimas décadas, um notdvel avanco em diversas areas da biologia, incluindo as ciéncias
médicas®. Nesse sentido, a compreensdo da relagdo entre variantes genéticas e complexos
processos bioldgicos atuantes em doencas multifatoriais permitiu que diagnésticos fossem
mais precisos € precoces ¢ que os métodos de prevengdo e tratamento fossem mais
eficientes'®. Por sua vez, o sequenciamento genético ¢ massivo, tornando invidvel sua
interpretagdo sem o auxilio de ferramentas automatizadas. A percep¢ao da necessidade de
implementar uma tecnologia computacional que contorna tais obstaculos levou a unido entre
as grandes areas de biologia e informatica, criando uma nova area de atuacdo cientifica, a
bioinformatica®.

A bioinformatica tem permitido desenvolver ferramentas que comparam sequéncias de
DNA, resultando em um avango na identificagdo de genes e na determinagao de suas fungdes.
A sequéncia analisada, por sua vez, ¢ comparada com um genoma de referéncia e as variantes
sdo analisadas a partir de um banco de dados genéticos ja conhecidos. Outra estratégia €, apos
o alinhamento das sequéncias com um genoma de referéncia e analise por meio de um
controle de qualidade, buscar genes candidatos ja conhecidos nos portadores e ausentes nos
controles®. E, em um cenario em que ndo sdo encontradas variantes previamente relatadas,
investigam-se SNVs que segregam nos portadores e atuam em vias bioldgicas relacionadas a
patogénese da doenca. Sendo assim, com as ferramentas computacionais, a investigagao
genOmica cientifica se baseia em observar os dados, compara-los e criar uma hipotese, as
quais sdo confirmadas ou refutadas através de experimentos in vitro e algoritmos
bioinformaticos*.

Desta forma, ao trabalhar com essas ferramentas, torna-se mais rapido e eficaz o estudo
genético do KC, principalmente em populagdes de densa miscigenacdo como a brasileira.
Com todos esses fatos, conclui-se que os fatores de risco e protecdo associados a doenga ainda
ndo foram totalmente estabelecidos pela ciéncia, sendo essencial promover estudos para
preencher lacunas existentes no entendimento do KC.

1.5. Aspectos genéticos

Em relagdo a sua herdabilidade, a maioria dos casos desta patologia oftalmoldgica segue
o padrdo autossdmico dominante'*'®. Foi reportado que parentes de primeiro grau possuem
um risco maior de apresentarem KC em comparagdo com a populagdo geral. Ademais,
estudos com gémeos monozigoticos indicam similaridade nos fenotipos do KC, evidenciando
que os componentes genéticos possuem um papel de destaque nessa patologia'®*-°.

O processo etiologico dessa patologia ¢ resultado da acdo de genes de maior efeito
(heranga monogénica), assim como da participacdo de genes de menor efeito (heranga
poligénica), como ¢ o caso de multiplas variantes de nucleotideo tnico (SNVs) que



16

combinadas levam ao desenvolvimento do fenotipo. Em geral, sua base genética ¢ investigada
através da avaliacdo de familias afetadas (estudos de ligacdo e sequenciamento de exoma)
para analisar os genes de maior efeito ou de estudos de associagdo gendmica ampla (do inglés
Genome-Wide Association Studies - GWAS), o qual se baseia na analise de casos e controles
em uma popula¢io para a identificagdo de SNVs'2728,

Até o momento, todos os estudos realizados ja mapearam mais de 17 loci génicos
associados a fisiopatologia do KC'®. Em cenario brasileiro, o Centro Universitario Facisa
(UNIFACISA) em conjunto com a Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) analisou
uma amostra da populacdo brasileira de 26 pacientes com KC avangado, buscando identificar
alteracdes nos genes candidatos Lisil oxidase (LOX) e superoxido dismutase 1 (SODI).
Através do sequenciamento direto os autores constataram alteragdes no gene LOX em seis
portadores € no gene SODI em trés portadores (em cada gene, uma alteracao foi considerada
associada a doenc¢a)®. Somando-se a isso, a UNIFACISA realizou um estudo para identificar
alteragdes no gene visual system homeobox 1 (VSXI) em uma amostra de 73 brasileiros
portadores dessa doenca. Este estudo, através do sequenciamento da regido codificadora do
gene, evidenciou 49 portadores de variantes, sendo 3 alteracdes consideradas provavelmente
patogénicas®’. Desta forma, ¢ essencial que investigagdes como essas sejam realizadas no
Brasil para melhor entendimento dos genes envolvidos no KC em sua populagao.

1.6. Aspectos do gene ZSCAN10

O gene Zinc finger and SCAN domain containing 10 (ZSCANI(0), em humanos esta
localizado no cromossomo 16, na regido 16p13.3, e codifica um fator de transcri¢do que
contém dominios do tipo zinc finger ¢ um dominio SCAN, o que sugere sua funcdo na
regulacdo da expressdo génica por meio da ligacdo ao DNA, atuando principalmente no
ntcleo celular®.

Funcionalmente, o ZSCANI0 atua como um fator de transcri¢do que pode ativar ou
reprimir a expressdo de genes-alvo dependendo do contexto celular, influenciando processos
como manutencdo da estabilidade gendmica e resposta ao dano do DNA em células
pluripotentes®. Estudos em modelos de células-tronco mostraram que a expressio desse gene
pode normalizar a homeostase de espécies reativas de oxigénio (EROs) e melhorar a resposta
ao dano genético, indicando um papel na regulagdo de caminhos celulares fundamentais®.

No entanto, dados sobre a expressdo especifica do ZSCANI0O em tecidos oculares
humanos permanecem limitados na literatura cientifica tradicional, e ele ndo ¢ tipicamente
listado entre genes com expressdo alta no tecido ocular em bancos de dados amplamente
usados, como o GTEx (https://gtexportal.org/home/). Apesar disso, evidéncias de expressao
durante o desenvolvimento embriondrio em modelos animais, incluindo expressao pontilhada
detectada em tecidos do olho em embrides de camundongo, sugerem que o ZSCANI0 pode
estar ativo em fases de desenvolvimento ocular, possivelmente influenciando populagdes
progenitoras de células sensoriais ou neurais relacionadas a retina®'.

Dessa forma, estudos futuros direcionados a analise temporal e espacial da expressao do
ZSCANI0 em tecidos oculares humanos e modelos experimentais poderdo contribuir para
esclarecer sua possivel participagdo no desenvolvimento € na manuten¢do da homeostase
celular do sistema visual.
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1.7. Aspectos do gene PIEZO1

O gene Piezo-type mechanosensitive ion channel component 1 (PIEZOI) codifica um
canal 10nico mecanossensivel essencial para a conversdao de estimulos mecanicos em sinais
bioquimicos, processo conhecido como mecanotransdugdo®’. Em humanos, este gene estd
localizado no cromossomo 16, na regido citogenética 16p24.3, sendo transcrito a partir da fita
positiva do DNA¥. Ademais, origina uma proteina de grande porte que forma um canal de
cations ndo seletivo, altamente permeével ao calcio, cuja ativagdo ocorre em resposta a forcas
fisicas como estiramento da membrana celular, pressdo e deformagdes mecanicas™.

No contexto ocular, o PIEZO] apresenta ampla expressao em diferentes tecidos do olho,
evidenciando a relevancia da mecanossensibilidade para a fisiologia ocular. Estudos
demonstram sua presenga em estruturas submetidas a constantes forgas mecanicas, como a
cornea, a retina, o corpo ciliar e a malha trabecular, regides diretamente envolvidas na
regulacao da pressdo intraocular, na manutenc¢ao da forma do globo ocular e na adaptacao do
olho a estimulos mecanicos internos e externos®*. Além disso, a ativacdo do canal PIEZOI
nesses tecidos permite a entrada de célcio, desencadeando cascatas de sinalizagdo intracelular
que regulam processos como proliferacdo celular, remodelamento tecidual e respostas
inflamatorias™.

Andlises comparativas da expressdo dos canais mecanossensiveis PIEZOI e PIEZO?2
em tecidos oculares revelaram que o PIEZO] apresenta distribuicdo distinta e especifica em
diferentes regides do olho, sugerindo funcdes especializadas relacionadas a detec¢do e
adaptacdo a forgas mecanicas®. Esses achados refor¢cam a ideia de que esse gene exerce papel
central na mecanotransdugdo ocular, especialmente em tecidos estruturais e funcionais
sujeitos a estresse mecanico continuo.

Em relagdo a superficie ocular, evidéncias indicam que canais mecanossensiveis,
incluindo o PIEZOI, participam das respostas celulares ao estresse mecanico no epitélio
ocular. Na cornea, esse mecanismo ¢ particularmente relevante, uma vez que o tecido ¢
constantemente exposto a for¢as externas, como o piscar, o contato com lentes de contato
gelatinosas e estimulos ambientais. A ativacdo do PIEZOI em células epiteliais pode modular
vias de sinalizacdo associadas a inflamag¢do e ao reparo tecidual, contribuindo para a
manuten¢io da integridade da superficie ocular®.

Em modelos experimentais de miopia, observou-se aumento da expressao de PIEZO1
na retina em resposta ao alongamento axial do olho, indicando que esse canal atua como
mediador da transmissdo mecanobioldgica relacionada ao estresse mecanico ocular. A
modula¢do da atividade do PIEZO! influenciou a progressdao da miopia e os niveis de estresse
oxidativo na retina, sugerindo sua participagdo nos mecanismos moleculares envolvidos no
desenvolvimento dessa condi¢do®®.

Dessa forma, o gene PIEZOI destaca-se como um importante regulador da resposta
mecanica no olho. Suas caracteristicas estruturais e funcionais permitem a integragdo de
estimulos fisicos com respostas celulares, desempenhando papel fundamental tanto na
homeostase ocular quanto no desenvolvimento de alteracdes patoldgicas que afetam a retina, a
cornea e outras estruturas oculares.

2. JUSTIFICATIVA
Atualmente o KC corresponde a segunda maior causa de demanda por transplante de



18

o6rgios, no caso de cornea, no Sistema Unico de Satide (SUS)®. Devido ao seu inicio e
evolucdo assintomaticos, inumeros casos sdo diagnosticados tardiamente e com isso, o
paciente se encontra com a acuidade visual severamente comprometida. Dessa forma, para
reverter esta situagdo, ¢ necessario realizar o transplante de cérnea. Entretanto, por mais que
na literatura a ceratoplastia tenha sido considerada eficaz, esse procedimento cirurgico ainda
nao ¢ indicado como primeira opg¢ao, sendo este tratamento indicado para um seleto grupo de
pacientes, pois ha a chance de rejei¢do do oOrgdo e exigéncia de retransplante’”. Assim,
compreender as bases genéticas desta doenga multifatorial, a qual apresenta padrdo de heranga
complexo, ¢ fundamental na compreensdo de sua patogénese, possibilitando o
desenvolvimento de estratégias mais eficazes para o diagndstico precoce e a mitigagdo de
danos, além de tornar a medicina de precisdo mais eficiente. Vale destacar também que a
coorte brasileira ¢ descrita como a mais heterogénea, sendo resultado direto de diversos
eventos migratdrios com a predominadncia de trés principais ancestralidades (amerindia,
européia e africana), compondo majoritariamente o perfil genético brasileiro atual’. Tais
caracteristicas formam um relevante modelo genotipico e fenotipico para estudos sobre o KC.
Ademais, o estudo gendmico de uma populacdo oferece melhor resultado na qualidade de
vida, ja que promove a detecgdo precoce de uma doenga e diagnosticos precisos®. No cenario
brasileiro, ha desafios como a extensdo significativa do pais e o historico de miscigenagao.
Porém, a diversidade genética da nossa populagdo amplia o potencial para a identificacdo de
variantes no DNA especificas de nossa populagdo que possam ser relacionadas ao KC. Nesse
contexto, a escassez de estudos que investiguem os mecanismos genéticos associados a essa
patologia representa um desafio para a implementagao de estratégias para a sua prevencao. Os
achados obtidos por meio da realizacdo deste estudo gendmico em uma familia do sudeste do
Brasil podem representar uma expansao do conhecimento sobre o perfil genético desta doenga
na populacdo brasileira.

3. OBJETIVOS

3.1. Geral

O presente estudo visa desenvolver uma maior compreensao acerca das bases genéticas
envolvidas na etiologia do KC no Brasil por meio de investigacao de exomas em membros de

uma familia selecionada, buscando possiveis genes candidatos.

3.2. Especificos
e Realizar a filtragem das bibliotecas de exoma e efetuar o alinhamento das leituras ao
genoma de referéncia;
e Identificar variantes em genes previamente associados ao KC e avaliar sua segregagao
entre os individuos afetados da familia;
e Na auséncia de variantes relevantes em genes ja descritos, investigar novos genes €

variantes potenciais que possam estar envolvidos em mecanismos fisiopatoldgicos do



19

KC, avaliando sua segregacao entre os individuos;

e Validar as variantes de interesse por meio do sequenciamento de Sanger.

4. CASUISTICA E METODOS
4.1. Casuistica
Foi avaliada uma familia com diagndstico de KC (Figura 1), que ja se encontra em
acompanhamento no Ambulatério de Ceratocone do Hospital de Clinicas da Unicamp. A

familia ¢ composta por 4 individuos afetados e 11 ndo afetados.

" )
1. S 3. a. 5. N/

Figura 2 - Heredograma completo da familia estudada. Para o sequenciamento de exoma,

foram escolhidos os individuos Il - 2, I - 4, Il - 5 e III - 4.

4.1.2. Critérios de inclusio e exclusio
Foram incluidos no presente estudo os pacientes com diagnostico de KC pertencentes
a uma familia em acompanhamento no Ambulatério de Ceratocone do HC/UNICAMP, bem
como seus familiares por consanguinidade até segundo grau e os controles (individuos da
mesma familia ndao portadores de KC). Foram excluidos do presente estudo aqueles
individuos que estiveram em uso de medicagdes anti-inflamatérias, imunossupressoras ou
imunomoduladoras, topicas ou sistémicas, bem como aqueles com quadro ocular inflamatdrio

ou infeccioso em atividade no momento da coleta de dados.

4.1.3. Aspectos Eticos
Todos os procedimentos deste projeto seguiram as orientacdes da Declaracdo de

Helsinque, a resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Satude (196/96 revogada), assim
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como as determinacdes do Comité de Etica em Pesquisa da FCM — UNICAMP. Este projeto
foi aprovado sob nimero CAAE 49120615.4.0000.5404.

4.2. Métodos
4.2.1. Extracdo de DNA e preparac¢io das bibliotecas para o estudo de exomas
Foram coletados 8 mililitros de sangue periférico em frasco estéril VACUETTE®, o
qual contém EDTA 10% como anticoagulante. Para a extracdo de DNA foi utilizado o QIAamp
DNA Blood kit (Qiagen, Hamburgo, Alemanha), seguindo as instru¢des do fabricante. Para o
preparo das bibliotecas foi empregado o kit Nextera® Rapid Enrichment (Illumina, Inc., San
Diego, CA, USA), seguindo as instrugdes do fabricante. Por fim, a corrida tipo paired-end foi
realizada no aparelho [llumina Hi-Seq 2500 (Illumina, Inc., San Diego, CA, USA) no
Laboratorio Central de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida, LaCTAD.

4.2.2. Método de sequenciamento de exomas

Foi realizado o sequenciamento de exomas em dois individuos afetados (Il - 2 e I - 5)
e dois individuos nao afetados (II - 4 e III - 4) da familia. Esta técnica se desenvolve em duas
etapas. Na primeira prepara-se o DNA gendmico e a hibridizagdo para a captura de arrays e
na segunda sequenciam-se os fragmentos eluidos. Suas principais vantagens sdo o baixo
custo, quando em comparagdao com o sequenciamento completo do genoma e a capacidade de
se realizar o sequenciamento de multiplos genes de maneira simultanea. Além dos beneficios
previamente destacados, o sequenciamento de exomas possibilita 0 mapeamento preciso de
um amplo conjunto de pacientes, sendo um aspecto fundamental na identificacdo de variantes

em pesquisas de genética humana.

4.2.3. Analise Bioinformatica
Apbs o recebimento dos arquivos .fastq, foi utilizada a ferramenta Babraham para a
realizagao do controle de qualidade

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Para alinhar as reads foi

utilizado o BWA-MEM (http://bio-bwa.sourceforge.net/, v.0.7.12) e, como genoma de

referéncia, a montagem /hg38. Para o processamento pos-alinhamento, foram utilizadas as

ferramentas GATK (https://software.broadinstitute.org/gatk/) e Picard

(https://broadinstitute.github.io/picard/). Posteriormente, a ferramenta GATK foi utilizada para

detectar os SNPs/indels e, com a ferramenta wANNOVAR (http://wannovar.wglab.org/), foi
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conduzida a anota¢do funcional. E para a visualizacdo das sequéncias, foi utilizada a

ferramenta /GV (http://software.broadinstitute.org/software/igv/ ).

4.2.4. Analise dos resultados obtidos no sequenciamento de exomas

Posteriormente, a filtragem das variantes de interesse foi realizada por meio do

software Rstudio (v.4.1.2), seguindo a descrigao abaixo:

(0]

(0]

Selecao de variantes que segregam somente nos individuos afetados;
Inclusdo de variantes com cobertura de reads (DP) > 20; seguindo as recomendacdes

do GATK (https://sl1nk.com/HNcsx);

Exclusdo de variantes sinonimas (controle de qualidade), mudanga de sentido, sitios
aceitadores e doadores de splice, inserc¢ao e delecao;

Inclusdo de variantes com frequéncia alélica e frequéncia alélica maxima < 0,05, na
base de dados EXAC;

Exclusdo de variantes consideradas toleradas ou benignas pelos preditores SIFT e/ou
PolyPhen-2;

Exclusao de variantes com valores de PhyloP < 1;

Exclusao de variantes com Phred-score < 40;

Inclusdo de variantes presentes somente nos afetados;

Exclusdo de variantes homozigotas.

Filtragem para genes candidatos®.

*Os genes candidatos, utilizados para a filtragem de variantes, foram: MIR184,
LOX, DOCKY, GALNTI4, VSXI, SODI, FOX0Il, FNDC3B, COL5A1, TGFBI,
ZNF469, TIMP3, HGF, COL4A4, ILIB, IL1A, ILIRN, COL4A3, MPDZ-NF1B,
RAB3GAPI"'*". Esses genes foram selecionados baseando-se em estudos
anteriores com KC, realizados por meio de GWAS e analise de exoma.

4.2.5. Classificacio de variantes usando ACMG e Franklin e posterior

enriquecimento funcional

Apos a execucao do pipeline, foi realizada a classificacdo das variantes filtradas

através do Franklin (https://franklin.genoox.com/clinical-db/home), uma plataforma de

consulta e interpretagdo de variantes, seguindo os critérios estabelecidos pelo Colégio

Americano de Genética Médica e Genomica (ACMG, do inglés American College of Medical

Genetics)®®. Esses critérios consideram caracteristicas relevantes como dados populacionais

(frequéncia alélica), andlises preditivas in silico, testes funcionais, segregacdo e informacao

alélica (em trans e em cis). Com base nessa avaliacdo, as variantes poderiam ser categorizadas

como

benigna, provavelmente benigna, variante de significado incerto (VUS, do inglés
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Variant of Uncertain Significance), provavelmente patogénica e patogénica. Para a andlise de
enriquecimento funcional, utilizou-se a plataforma EnrichR
(https://maayanlab.cloud/Enrichr/), uma ferramenta amplamente empregada para a
interpretacdo de dados gendmicos. Por sua vez, esta integra diversas bases publicas e aplica
métodos estatisticos para avaliar o enriquecimento de processos biologicos, vias de

sinalizacdo e fungdes moleculares associadas ao conjunto de genes analisados.

4.2.6 Validacao dos achados no estudo de exoma

Utilizando-se a Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR) convencional, foram
amplificadas as regides gendmicas de interesse. As reagdes foram preparadas com a utilizagao
de 50 ng de DNA, 10 pmol de cada dideoxinucleotideo (dANTP), 20 pmol de cada primer,
MgCl, 50 mM, tampao da enzima 1x (Tampao 10X: Tris-HCL 200 mM, pH 8.4, KCL 50
mM) e 0.5 U de Taq DNA polimerase (InvitrogenTM Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
(Tabela 1). Para completar o volume final de 25 pl, foi utilizada H,O MiliQ.

As condi¢des de amplificagdo foram uniformes para todas as regides, exceto pela
temperatura de anelamento, conforme descrito a seguir: inicialmente, uma etapa de
desnaturagdao a 95°C por 5 minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 1
minuto, com temperatura de anelamento de 57°C por 1 minuto, e extensdao a 72°C por 40
segundos. O processo foi finalizado com uma extensdo final a 72°C por 7 minutos. Todos os
primers (Tabela 2) foram desenhados com a utilizagdo da ferramenta online Primer3
(https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi), com base nos transcritos

ENST00000575108 ¢ ENST00000301015 e as sequéncias correspondentes verificadas no

Ensembl. Os fragmentos amplificados foram submetidos ao sequenciamento direto seguindo a
metodologia de Sanger et al. (1977), utilizando o BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit
v3.1® (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, EUA), seguido de eletroforese capilar em
aparelho ABI 3130XL (Applied Biosystems, Foster City, CA). A presenga ou auséncia de
variantes foi confirmada através do software FinchTV (Geospiza, Seattle, WA).

A validacdo por Sanger foi realizada nos membros da familia estudada e, confirmadas
as variantes de interesse, os genes em questdo serdo sequenciados em uma coorte de casos e

controles subsequentemente a essa pesquisa.

Tabela 1 — Protocolos da reacdo em cadeia da polimerase para a amplificagdo dos genes

PIEZOI e ZSCANIO.
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Reagente 1 amostra (uL)
H,0 16,95
Tampio (10x) 2,5
MeCL, 1,2
PRIMER F 0,7
PRIMER R 0,7
dNTP 1,75
TAQ POL 0,2
DNA 1

Legenda: pL = microlitro; Tampdo = solugdo tampao 10%x; MgCl. = cloreto de magnésio; DNTPs = desoxirribonucleotideos
trifosfatados; Taq Pol = DNA polimerase termoestavel. Ambas as reagdes foram realizadas em 35 ciclos e com temperatura
de anelamento de 57°C. Concentragao final do primer = 20 pM.

Tabela 2 —Sequéncias de primers para a amplificacdo das regioes de interesse correspondentes
aos genes PIEZO1 e ZSCAN10.

Gene/ id da Sequéncias (5°-3°) Amplicon Regido ™ (°C) %GC
variante (pb) alvo
PIEZOI - F - AATGTCCTTGCCTCACCTCC 411 Exon F-59.7 F-55%
rs201226914 R - TTCCCCAACAGCACCAACTT R -60.5 R-50%
ZSCANIO - F - AGGGGCCATTTTGGAGAAGG 541 Exon F- 60 F-55%
rs185364182 R - TCCGCAATAGCTCCAACCTG R-60.1 R-55%

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como o ceratocone apresenta, na maioria das familias estudadas, um padrao de heranca

autossomica dominante, espera-se que individuos afetados carreguem a variante patogénica

em heterozigose'?. Dessa maneira, esta andlise excluiu variantes homozigoticas, identificando

aquelas que segregam entre os individuos afetados e estdo ausentes entre os nao afetados.

Como resultado, foram encontradas 574 variantes (Figura 3) em comum nos pacientes

portadores dessa afec¢do, mas apenas 22 (Tabela 3) ndo estdo presentes entre os nao

portadores. Entre as oito variantes missense encontradas, a rs201226914 (PIEZOI) e a

rs185364182 (ZSCANI10) foram selecionadas (Tabela 4), considerando inicialmente os

aspectos biologicos do KC, seguidos de predi¢des in silico, além das diretrizes de

classificagdo da ACMG, sendo ao fim realizado um enriquecimento funcional destes genes.

Dentre os bancos de dados disponiveis na plataforma EnrichR, foram utilizados o Reactome
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Pathways 2024, ARCHS4 Kinases Coexp, Kinase Perturbations from GEOdown e o The
Kinase Library 2024, que reunem informacdes consolidadas sobre vias bioldgicas e permitem
a identificagdo de mecanismos celulares potencialmente envolvidos no contexto estudado.
Essa abordagem possibilitou uma exploracdo mais abrangente das funcdes e interacdes

relevantes para o fenodtipo investigado.

p2

Figura 3 - Variantes em comum entre os pacientes Il - 4 (p2) e I1l - 4 (p3).

SYMBOL EXISTING VARIATION CONSEQUENCE
PRAMEF18 rs1314428920 missense
HEATRSB rs181354728 synonymous
CcCcDC127 rs73730755&C0SV57256194 synonymous

EYS rs776743787 synonymous
TRBV3-1 rs368999058 synonymous
IGHV3-21 rs782550187 synonymous
ZSCAN10 rs185364182 missense

NATD1 rs12449311 missense
CD300C rs147686810 missense

FCGBP r57466392558C0SV55426427 synonymous

LILRB1 rs1366459464 synonymous

NBPF1 rsé1773582&C0SV67426305 missense

ETAA1 rs114064178 synonymous
Céorf136 rs1466166828C0SV53315984 synonymous

SNX13 rs199658532&C0SV68068692 synonymous
TRBV3-1 rs748166721 synonymous
GOLGA6L1 rs2640328 missense

PIEZO1 rs201226914&CM1594508C0SV56341312 missense
ANKRD40 rs3815378&C0SV53322417&C0SV53328577 synonymous

DAPK3 rs56251209&C0OSV56663945 synonymous
SIGLECS r$140633267 synonymous
PLA2GS rs11570679&C0SV59268180 synonymous

Tabela 3 -Variantes que segregam com o fenotipo (presentes nos afetados e ausentes nos nao

afetados)

Gene ZSCANIO PIEZOI

Transcrito ENST00000575108 ENST00000301015

HGVSc ENSTO00000575108.5:¢.1063G>T | ENST00000301015.14:¢.2815C>A

HGVSp ENSP00000459520.1:p.Ala355Ser | ENSP00000301015.9:p.Leu939Met
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Zigosidade Heterozigose Heterozigose

DP/AD 13/7,6 13/6,7

gnomADe AMR_AF | 0.004702 0.00077

CADD 17.97 20.7

SIFT Deletéria Deletéria, com baixa confianga
PolyPhen Provavelmente prejudicial Provavelmente prejudicial
ClinVar — Significancia incerta

ACMG Benigna Benigna

Tabela 4 - Parametros dos genes selecionados

5.1. Enriquecimento funcional do gene PIEZO1

A partir desta investigacdo, 37 vias bioldgicas foram mapeadas, mas apenas 8 sdo
relevantes para este estudo. O banco de dados Reactome Pathways 2024 relacionou o PIEZO1
com respostas celulares a estimulos em geral, principalmente mecanicos; e respostas
endoteliais ao estresse de cisalhamento, ativando a sinalizagdo de integrinas, moléculas
previamente descritas na literatura como participantes da patogénese do KC. O ARCHS4
Kinases Coexp relacionou-o com o funcionamento de 10 quinases humanas, um grupo de
enzimas responsaveis pela fosforilagdo, a qual ativa ou inativa moléculas-alvo, regulando
diversos processos celulares. O Kinase Perturbations from GEOdown associou o PIEZOI
com o knockout do gene mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1 (MAP3KI),
fendmeno que afeta o desenvolvimento ocular e pode resultar no fendtipo de “olhos abertos
ao nascer”. Por ultimo, o The Kinase Library 2024 relacionou-o com as espécies reativas de
oxigénio (EROs), as quais, quando em desequilibrio com as defesas antioxidantes, geram
estresse oxidativo, ja relacionado na literatura como significante para o desenvolvimento do

KC (Figura 4).

Turbulent shear stress — PIEZ01 and Integrins

Laminar shera stress — PIEZO1 + PCAM1 + CDH5 + KDR
Endothelial cells and shear stress

Mechanical Stimuli

Figura 4 -Vias Biologicas

Stimuli

4873 identificadas por meio do

AKTZ

ARCHS4 Kinases Coexp

i enriquecimento funcional do gene

TIET

Kinase perturbations from GEO dewn

The Kinase Library 2024

MAP3K1 knockout

EROs

Made at SankeyMATIC.com

PIEZOI.
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5.2. Enriquecimento funcional do gene ZSCANI10

Como resultado, 27 vias biolégicas foram mapeadas, apresentando alta relevancia e
participagdo das proteinas quinases e células-tronco. Os bancos de dados ARCHS4 Kinases
Coexp e The Kinase Library 2024 relacionou-o com o funcionamento de 13 quinases
humanas, um grupo de enzimas responsaveis pela fosforilagdo, a qual ativa ou inativa
moléculas-alvo, regulando diversos processos celulares. Por ultimo, o Kinase Perturbations
from GEOdown também associou 0 ZSCANI(0 com o knockout do gene MAP3KI. Ademais, o
knockdown da quinase AKT1 est4 associado ao aumento da apoptose € ma resposta ao estresse
oxidativo, reducdo da proliferagdo celular, prejuizo na diferenciacdo e angiogénese, além de

alteragdes na resposta a estimulos mecanicos (Figura 5).

KDR
PRKCI
m STK26
LRRK1
EPHAS
ERBB2
FGFR1
FGFRZ
= ACVRZB
BMPR1A
MAP3K1 knockout
AKT1 knockdown
= WNK1
The Kinase Library 2024 RIPK1
MST4

ARCHS4 Kinases Coexp

Kinase perturbations from GEQ down

Made at SankeyMATIC.com

Figura 5 - Vias Bioldgicas identificadas por meio do enriquecimento funcional do

ZSCANIO0.

5.3. Padronizaciao da PCR

ApOs essa analise, iniciou-se a etapa de padronizacao da PCR, a qual se estendeu além
do previsto devido a problemas com os primers durante as reagdes de amplificagdo. Ao final,
foi possivel realizar a reacdo em cadeia da polimerase e obter o gel de eletroforese (Figura 6).
O gene ZSCANI0 apresentou uma banda inespecifica, motivo pelo qual o experimento sera
repetido. Ja o PIEZO1 apresentou resultados satisfatorios e sera submetido ao sequenciamento

de Sanger.

Figura 6 - Gel de eletroforese para os individuos 11-3, 1I-4,
1I-5, 111-4.
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5.4. Discussiao

Os resultados deste estudo sugerem que PIEZOI e ZSCANI(O podem representar
importantes fatores de risco para o desenvolvimento do KC, possivelmente contribuindo para
vias biologicas ja reconhecidas na fisiopatologia da doenga, como mecanotransducdo, estresse
oxidativo, remodelamento da matriz extracelular e regulacdo do desenvolvimento do tecido
corneano'?. No caso do PIEZOI, diversas evidéncias funcionais reforcam sua possivel
participagdo no KC. O gene ¢ conhecido por codificar um canal mecanossensivel, essencial
para a deteccdo de forgas fisicas e para a resposta celular a estimulos mecanicos.
Fenotipicamente, variantes em PIEZOI ja foram associadas a hipermetropia e fissuras
palpebrais inclinadas para cima, caracteristicas frequentemente acompanhadas de anestesia
corneana, sugerindo comprometimento da integridade sensorial e mecanica da cornea***>3¢,
Esses achados sdo relevantes, considerando que o KC envolve alteracdes na biomecanica
corneana e possivel perda da sensibilidade local. As andlises de enriquecimento deste trabalho
reforgam ainda mais essa relacdo. Por outro lado, o gene ZSCANI( também emerge como um
potencial contribuinte para o risco de KC. Além de sua fungdo como fator de transcrigdao
envolvido na manutengdo da pluripoténcia e no controle da expressdo génica em
células-tronco, ZSCANI0 ja foi relacionado em doencas relacionadas a fragilidade tecidual,
incluindo a osteogénese imperfeita, popularmente conhecida como ossos de vidro, que, por
sua vez, ja foi associada a coérneas finas, fragilidade ocular, KC, glaucoma, ectopia lentis,
descolamento de retina, estrias angioides e doenga da superficie ocular’®. Essa relagdo sugere
que alteragdes na regulacdo de proteinas estruturais, especialmente colagenos, podem
predispor ao afinamento e a deformacdo corneana, caracteristicas centrais do KC.

Em conjunto, as evidéncias sugerem que PIEZOI e ZSCANI0 podem influenciar a
fisiopatologia do KC por meio de mecanismos complementares: enquanto PIEZO] se associa
principalmente a mecanotransdugdo e ao estresse oxidativo, ZSCANI( parece impactar
processos de regulagdo génica, manutencao celular e integridade tecidual. Ambos convergem

para vias bioldgicas criticas para a estabilidade da cornea, e, portanto, podem representar

fatores de risco relevantes e biologicamente plausiveis para o KC.

6. CONCLUSOES
Ao interpretar a predi¢ao de risco em um contexto biolodgico e funcional, entende-se que
esses genes apresentam fungdes compativeis com mecanismos ja descritos na literatura, o que

reforca a plausibilidade bioldgica dos achados, ainda que ndo permita estabelecer relagdes
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causais. Andlises complementares, incluindo a validacdo das variantes por sequenciamento de
Sanger, estdo em andamento para verificar sua evidéncia. No entanto, algumas limitagdes
devem ser consideradas, como o numero reduzido de individuos avaliados, cobertura
gendmica heterogénea, possivel penetrancia incompleta ou variavel e auséncia de replicacdo
em outras coortes, fatores que restringem interpretagdes mais conclusivas. Além disso, ndo se
pode descartar a contribuicdo de outros fatores genéticos e ambientais para o fenotipo
observado. Dessa forma, embora os resultados apresentados oferecam indicios promissores,
estudos adicionais com amostras maiores, replicacdo independente e testes funcionais serdo
necessarios para esclarecer a contribuicdo efetiva de PIEZOI e ZSCANI( para o risco de

desenvolvimento do KC.
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