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RESUMO

Aniridia congénita é um disturbio raro com uma ampla gama de manifestacdes
clinicas que inclui hipoplasia de iris associada a anormalidades de outras
estruturas e tecidos oculares. Normalmente diagnosticada na primeira infancia,
eventualmente envolve perda total da visdo na idade adulta. Em
aproximadamente 2/3 dos casos esta condicio € herdada como uma
caracteristica familiar (autossdémica dominante) e no 1/3 restante ocorre como um
disturbio esporadico por uma mutacgéo “de novo”. Apesar da grande variabilidade
fenotipica, mais de 90% das mutacdes identificadas ocorrem no gene PAX6
(Paired box gene). O PAX6 é um fator de transcricdo de importancia fundamental
nos processos de neurogénese e formacéo dos olhos. O objetivo desse estudo foi
investigar uma grande familia com aniridia congénita. NOs identificamos 53
individuos afetados através de cinco geracdes de uma familia de 163 individuos
vivendo em uma &rea rural do Nordeste do Brasil (Agua Branca, Alagoas). O
diagnostico foi estabelecido apdés exame oftalmoldégico completo. Amostras
biolégicas foram obtidas para 60 (31 afetados e 29 controles) membros da familia.
Utilizando primers especificos, o DNA de cinco afetados e dois ndo-afetados foi
amplificado por PCR para 18 regides cobrindo todos os éxons e parte das regifes
adjacentes do gene PAX6, um total de 7527pb, em busca da provavel mutacéo.
Os produtos de amplificacdo foram purificados, e sequenciados no equipamento
ABI3730XL. Os cromatogramas foram alinhados e sua qualidade e precisédo foram
checados utilizando o software CodonCode Aligner. Todos os cinco individuos
afetados apresentaram uma mudanca em heterozigose de G>A no primeiro
nucleotideo ap6s o éxon na posi¢do 141 (c.141+1G>A). Os dois familiares néo-
afetados testados ndo apresentaram a mutacdo. Os fendtipos observados nos
individuos afetados variaram desde a auséncia completa até leves defeitos da iris.
Mutagbes no sitio de splice modificam ou eliminam o processamento correto e
maturacdo do mRNA, podendo ou n&o abolir completamente a expressao do
transcrito normal, o que poderia levar a variacdo dos fendtipos. Isto poderia

explicar a variabilidade fenotipica encontrada nesta familia.



ABSTRACT

Congenital aniridia is a rare genetic disorder, with a wide range of clinical
manifestations that include several degrees of iris hypoplasia associated with
abnormalities of many other ocular structures and tissues. Usually diagnosed in
early infancy, it eventually evolves to blindness in the adulthood. In about 2/3 of
the cases this condition is inherited as an autosomal dominant trait, in the
remaining 1/3 it occurs as a sporadic disorder by “de novo” mutation. Despite the
wide phenotype variability, more than 90% of the mutations identified are in the
PAX6 (Paired box gene). PAX6 is a transcription factor of critical importance in the
neurogenesis and oculogenesis processes. The aim of this study was to
investigate a large Brazilian family with congenital aniridia. We identified 53
subjects across a 5-generation pedigree of a family of 163 individuals living in a
rural area of the Northeast of Brazil (Agua Branca, Alagoas). Diagnosis was
established after complete ophthalmological examination. Biological samples were
obtained for 60 (31 affected and 29 controls) family members. Using specific
primers, DNA from five affected and two controls were amplified by PCR for 18
regions covering all PAX6 gene exons, a total of 7527bp, for screening in search
of the mutation. The amplicons were purified, and sequenced in the ABI3730XL
machine. The chromatograms were aligned and their quality and accuracy were
checked using the CodonCode Aligner software. All the five affected individuals
sequenced presented a heterozygous G>A change in the first nucleotide after 141
exon position (c.141+1G>A). The two controls tested from this family didn’t show
the mutation. The phenotype related varies from complete absence to mild iris
defects. Splice site mutations modify or eliminate correct processing and
maturation of the mRNA, and may or may not abolish the wild-type transcript
expression completely, which could lead to variation in the phenotypes. Thus, this
mutation in the splice site could explain the phenotype variability found in this

family.
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1.1. Defeitos congénitos: conceito, epidemiologia e causas

Qualquer anormalidade estrutural e/ou funcional (incluindo o metabolismo)
que se apresente a partir do nascimento, decorrente de fator originado antes do
mesmo, é conceituada como defeito congénito (DC). Sua deteccao pode ocorrer
no recém-nascido, na infancia ou mesmo em idades avancadas (Christianson et
al., 2006; WHO, 2006).

No mundo aproximadamente 5% dos nativivos sdo acometidos por DC.
Noventa e quatro por cento dos nascimentos com DC graves ocorrem em paises
em desenvolvimento, incluindo o Brasil, o que corresponde a 7,4 milhfes de

criangas por ano (Christianson et al., 2006).

Na América Latina os DCs ocupam a 32 posi¢cao entre as causas de morte
no primeiro ano de vida (WHO, 1999a). Entre 1980 e 2006 houve reducéo
proporcional de 6bitos devido a doencas infecciosas e respiratérias, passando as
malformacgdes congénitas da quinta para a segunda maior causa de mortalidade
infantil no Brasil (Horovitz et al., 2013) (Figura 1).

Brazil: Infant mortality by cause - 1980 to 2006

(Source: DATASUS - Ministry of Health Database)
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Figura 1. Representacdo grafica da evolugcdo da mortalidade infantil proporcional
devido as cinco maiores causas de morte entre 1980 e 2006 no Brasil (Retirado
de Horovitz et al., 2013).
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A etiologia dos defeitos congénitos pode ser genética ou ndo-genética.
Entre 30 e 45% dos defeitos genéticos devem-se as mutacdes génicas, anomalias
cromossOmicas e herancas multifatoriais, isto €, interacfes anormais entre genes
e fatores ambientais. Os defeitos congénitos com heranca autossGmica
dominante correspondem a 41,4% do total, os com heranga autossOmica
recessiva a 43,7%, aqueles com herancga ligada ao X abrangem 7,9%, e em 7,1%
o0 mecanismo de heranca ainda néo foi identificado. Os defeitos ndo-genéticos
abrangem 5 a 10% dos casos e estdo relacionados a exposicdo a agentes
teratogénicos, forcas mecanicas e ocorréncia de acidentes vasculares que
venham a interferir no desenvolvimento fetal. Em 50% dos casos de DC, a
etiologia é desconhecida (Christianson & Modell, 2004; Christianson et al., 2006;
WHO, 2006; Fisher et al., 2008; PHG Foundation, 2013).

Alguns fatores podem contribuir para um aumento da prevaléncia de DC:

- Alta taxa de casamentos consanguineos: 0s casamentos entre primos de
primeiro grau além de aumentar a prevaléncia de DC, elevam o risco de
mortalidade neonatal e infantii e de deficiéncia intelectual. De acordo com

Snustad & Simmons (2008) esse fato deve-se, em termos genéticos, a maior

frequéncia de homozigotos para alelos recessivos que causam distarbios;

- ldade parental: a idade materna acima de 35 anos eleva o risco de
ocorréncia de anomalias cromossdmicas, particularmente Sindrome de Down. A
idade paterna maior que 40 anos pode contribuir para um discreto aumento de

distUrbios autossdmicos dominantes;

- Migracdo: a migragdo de individuos com genoétipos homozigotos e
heterozigotos para defeitos monogénicos pode introduzir um gene em novas
populacdes. Se estas pessoas se reproduzem, o gene pode ser incorporado na

populacao anfitria;

- Baixa renda: em paises pobres ou em desenvolvimento, as familias de
baixa renda podem apresentar um risco maior de nascimentos com DC. Esse

aumento pode estar associado a deficiéncia de macro e micronutrientes na
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alimentacdo das maes antes e durante a gestacdo e de aumento da exposicéo a
teratégenos, como alcool e infecgdes;

- Estrutura e abrangéncia do sistema de saude: em areas de baixa e média
renda, muitos afetados por DC vao a 6bito sem diagnostico. Onde as condi¢fes
dos servicos de saude se aproximam dos paises de alta renda, os afetados por
DC podem ser tratados e ter uma vida mais longa e produtiva. A prevaléncia de
DC também esta associada ao grau de instrucdo da méae. Onde ha medidas
adequadas de cuidados com a saude, além de uma maior qualidade de vida, ha
também uma diminuicdo na taxa de nascimentos de criangas com defeitos
congénitos (Christianson et al., 2006; PHG Foundation, 2013).

Considerando o impacto dos DCs, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
recomenda que os programas de saude incluam e integrem acdes especificas em
genética desde 0s seus niveis mais basicos até os mais complexos, sem
dissociacao entre prevencdo e atencao a saude (WHO, 1999a; Christianson et al.,
2006).

1.2. Aniridia

A aniridia (OMIM 106210) é um distarbio genético raro, caracterizada por
grave malformacdo ocular congénita, bilateral, apresentando varios graus de
hipoplasia de iris, associada a anormalidades de outros tecidos e estruturas
oculares. Essas anormalidades associadas podem incluir hipoplasia da févea,
catarata, glaucoma, hipoplasia do nervo 6ptico, hipoplasia macular, auséncia de
reflexo macular, subluxacdo do cristalino, formacao de tecido fibrovascular ou
granuloso na cornea (Pannus), opacificacdo da coOrnea, nistagmo, estrabismo,
erro de refracdo, ptose e fotofobia. Como consequéncia, as pessoas costumam
ter problemas de acuidade visual (Nelson et al., 1984; Jordan et al., 1992; L6pez-
Garcia et al., 2006; Brauner et al., 2008; Kokotas & Petersen, 2010; Park et al.,
2010; Hingorani et al., 2012).
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A aniridia afeta aproximadamente 1:64.000 a 1:96.000 nascidos vivos
(Trembley et al., 1998). Em cerca de 2/3, € herdada em um padrdo autossémico
dominante com alta penetrancia e expressao variavel, e o 1/3 restante sdo casos
esporadicos que ocorrem por mutagao “de novo” (Shaw et al., 1960; Nelson et al.,
1984; Valenzuela & Cline, 2004; Park et al., 2012).

A aniridia pode se apresentar como um disturbio isolado ou estar associada
a outras malformacdes e sindromes. Miller et al. (1964) descreveram uma
sindrome caracterizada por aniridia, hemihipertrofia (o crescimento anormal de
um lado do corpo, ou partes deste) e tumor de Wilms (OMIM 194070). Mais tarde
foram identificados também outros sintomas, genitalia ambigua e retardo mental,
e a sindrome passou a ser conhecida com WAGR (Tumor de Wilms, Aniridia,
Alteracdes Geniturinarias e Retardo Mental). Atualmente sabe-se que a WAGR
trata-se de uma sindrome de delecdo de genes contiguos na regido 11q (11p13;
chrll: 31,000,000-43,500,000; GRCh37/hg19) (OMIM 194072; Anderson et al.,
1978; Riccardi et al., 1978).

Outra sindrome associada a aniridia € a Sindrome de Gillespie (OMIM
206700), onde o0s pacientes apresentam também retardo mental e ataxia
cerebelar. Mirkinson & Mirkinson (1975) relataram o estudo de caso de uma
familia com aniridia e auséncia de rétula (OMIM 106220), além de catarata e

glaucoma.

A Anomalia de Peters (OMIM 604229) é identificada como uma série de
defeitos no sistema visual como leucoma central da cornea, auséncia do estroma
posterior da cérnea, e um grau variavel de defeitos de iris, e podem ou néo se
manifestar associados com a aniridia. Além destes problemas de
desenvolvimento citados, existem ainda mais de 20 sindromes em que a aniridia
ocorre juntamente com outros diversos problemas congénitos (OMIM: 612469,
206750, 3106230, 136520, 156190, 602482, 180500, 245450, 601224, 115470,
601631, 133701, 614497, 194080, 212500, 602361, 129750, 210350, 148190).

No Brasil poucos casos de aniridia foram estudados. Llerena Jr et al. (2000)

investigaram uma menina filha de um casal ndo consanguineo, que apresentava
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uma aparente translocacdo balanceada “de novo” [t(11;13)(p13;933)] com uma
microdelecédo envolvendo a regido WAGR, detectada por estudo de FISH
(Fluorescence in situ hybridization). A crianca foi diagnosticada com glaucoma e
aniridia bilateral, ndo possuia evidéncias de déficit cognitivo, nenhuma dismorfia
adicional e exames de ultrassom nao evidenciaram anormalidades abdominais.
Um menino, filho de um casal ndo consanguineo, com aniridia, atraso mental e
motor, histéria de ambiguidade genital e dismorfias apresentou no exame de
cariotipo uma delecdo “de novo” no braco curto do cromossomo 11
[46,XY,del(11p)], levando ao diagnostico de Sindrome de WAGR (Andrade et al.,
2008).

Uma familia com diagnéstico de aniridia bilateral em duas geracdes, mae e 3
filhos, dois individuos do sexo feminino e um do sexo masculino, foi investigada
por Franca (2009). Por meio de estudo molecular foi identificada nesta familia
uma alteracdo de C>T na posicao g.28892 no éxon 9 do gene PAX6 (p.R240X),
esta mudanca leva a uma troca de aminoacido na posi¢cdo 240 de uma arginina
(CGA) para um stop codon (TGA). Neste mesmo estudo foram também realizados
testes moleculares para dois individuos nao relacionados entre si ou com a familia
anteriormente descrita, que apresentavam aniridia parcial bilateral e aniridia
bilateral e catarata congénita respectivamente, porém nao foram identificadas
mutacBes nestes individuos que pudessem ser relacionadas a estes fendtipos
(Franca, 2009).

1.3. Mutacdes ou delecbes no gene mestre do desenvolvimento, o

PAX6, sdo as principais causas genéticas da aniridia

A morfogénese dos olhos, tanto em humanos quanto nos outros
vertebrados, e também em invertebrados, envolve uma cascata molecular
genética conservada evolutivamente. Nesta cascata existem inUmeras interagfes
entre genes do desenvolvimento de maneira altamente organizada durante o

periodo embrionario a fim de formar as estruturas oculares, sensitivas ou
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funcionais (Balczarek et al., 1997; Chi & Epstein, 2002). Entre estes genes, 0
gene Paired box 6 (PAX6) tem um papel fundamental. O gene PAX6 € integrante
da familia de genes PAX (Paired box genes), com grande importancia na
codificacdo de fatores de transcricdo essenciais ho desenvolvimento de 6rgaos e
tecidos. Inicialmente identificados em Drosophila (Pax meso), foram encontrados
também ort6logos em diversos outros animais. Esta familia de genes caracteriza-
se por compartilhar um dominio conservado, chamado de dominio paired que
apresenta 128 aminoacidos (aa), com propriedades de ligacdo a uma regiao
promotora do DNA alvo (Epstein et al.,, 1994; Balczarek et al.,, 1997; Chi &
Epstein, 2002). As funcbBes desta familia estdo relacionadas a proliferacéo,
especificacdo, migracdo e sobrevivéncia celular, particularmente durante o
periodo embrionéario (Robson et al., 2006).

Nos mamiferos e nos peixes foram encontrados nove genes PAX,
agrupados em quatro grupos (Breitling & Gerber, 2000; Hetzer-Egger et al., 2000;
Miller et al., 2000). A classificacdo nos grupos tem como base a presenca ou
auséncia de trés outras sequéncias conservadas: um homeodominio (HD), um

octapeptideo (OP) e um homeodominio paired-type tail (PHT) (Figura 2).

Grupo Gene Paired Domain Octapepitideo Homeobox Palred-type Lolallzagdo Cromossdmica
homeodomain tall Rato Homem

PAX1 PD OP 2 20p11
I
PAX9 PD OP 12 14q12-q13
PAX2 PD OP HD 19 10q25
11 | s PD OP HD " .
PAXS PD OP HD N 2q12-q14
PAX3 PD (0]3) HD PH 1 2q35
III
PAX7 PD OP HD PH 4 1p36
v

Figura 2. Esquema de classificacdo das subfamilias PAX (Adaptado de Balczarek
et al., 1997; Breitling & Gerber, 2000).
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Além de ser expresso durante o desenvolvimento dos olhos, o gene PAX6 &
expresso também em outras estruturas, como o péancreas (Walther & Gruss,
1991; Simpson & Price, 2002). O gene PAX®6, junto com o PAX4, faz parte do
grupo IV e apresenta dois elementos de ligacdo ao DNA: o dominio paired e 0
homeodominio. Assim como o PAX6, o gene PAX4 também é essencial para o
desenvolvimento do pancreas, e ambos parecem também serem necessarios
para a diferenciac@o das células pancreéticas. A proteina PAX4 € importante para
a diferenciacdo das células beta, enquanto que a proteina PAX6 é necessaria
para a maturacdo das ilhotas alfa.

O gene PAX6 possui ainda funcéo diferenciada no desenvolvimento do SNC
(Sistema nervoso central), nas células do sistema olfativo e na diferenciacdo das
células formadoras dos olhos. Muitos estudos sugerem que na formacgéo de todos
os olhos complexos, ha o compartilhamento de uma cascata do desenvolvimento,
visto que mutagdes no gene PAX6 interrompem o desenvolvimento de olhos tanto
em mamiferos quanto em insetos. Além disto, PAX6 clonados de diversos animais
podem ativar ectopicamente a diferenciacgdo de células e iniciar o
desenvolvimento de olhos, tanto em Drosophila (Quiring et al., 1994) quanto em
sapos (Chow et al., 1999). Humanos com muta¢des no gene PAX6, assim como
camundongos nocaute para este gene, compartiiham malformacdes no sistema
nervoso, olfativo e defeitos no desenvolvimento dos olhos (Xu et al., 1999;
Kleinjan et al., 2006; Laakso, 2009; Suga et al., 2010).

Nos seres humanos, o PAX6 esta localizado na regidao do braco curto do
cromossomo 11 (11pl3; chrl1:31806340-31839509; GRCh37/hgl9), e foram
identificados, pelo menos, 30 possiveis transcritos. O transcrito classico é
composto por 14 éxons, possui 1763 pares de bases e codifica um fator de
transcricao de 436 aminoacidos
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG00000
007372;r=11:31806340-31839509). Mutacbes no gene ou delecbes e
microdele¢bes nesta regido cromoss6mica provocam uma grande variedade de

malformaces hereditarias oculares, dentre as quais as ja citadas aniridia e a
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hipoplasia foveal provavelmente séo as mais frequentes. Na figura 3 podem ser

observados os esquemas do cDNA do PAX6 e sua proteina.

5a
i PB LNK HB PST CT um
- Rppp——-
4 5 6 7 8 9 10 1 12 13

C-terminal PST domain
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o 3'\

(/ﬁ\/ﬁ S T
’f?t ol

Paired domain Homeodomain

Figura 3. PAX6 cDNA (acima) e sua proteina (abaixo). As linhas verticais indicam
os limites entre os éxons. O PAX6 possui 10 éxons constitutivos, 4-13, e um éxon
com splice alternativo, 5a. PB, paired box (vermelho); LNK, regido de ligacao;
HB, homeobox (amarelo); PST, dominio rico em prolina, serina e treonina; CT,
regido C-terminal (verde). A representacdo gréafica da proteina PAX6 mostra os
diferentes dominios da proteina traduzida. O dominio paired (vermelho) e o
homeodominio (amarelo) sdo mostrados em contato com o DNA (Retirado de
Hanson, 2003).

Hanson et al. (1993), que descreveram quatro diferentes mutacdes no gene
PAX6, tanto em casos esporadicos quanto em familiares, jA sugeriam que
mutacdes neste gene seriam a principal causa para o fenétipo aniridia. As
mutacOes estdo distribuidas ao longo de todo o gene e a grande maioria sao
mutacdes sem sentido, de mudanca de fase de leitura, ou erros durante o splicing
gue causam o truncamento da proteina PAX6, ocorrendo como consequéncia
uma haploinsuficiéncia. Portanto, na grande maioria dos casos, a aniridia ocorre
devido a diminuicdo da dosagem do gene PAXG6. Distintas mutacdes estdo

associadas a variabilidade fenotipica, incluindo a presenca de outras

malformacgdes oculares. No catdlogo OMIM estéo listados 26 alelos variantes do
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gene PAX6 que causam malformacOes oculares: 13 associados somente a
aniridia, e 13 implicados em outras malformagbes, com ou sem aniridia. O banco
de dados interativo LOVD-PAX®,
(http://lsdb.hgu.mrc.ac.uk/home.php?select_db=PAX6), possui 592 registros de
alteracdes do PAX6 humano, das quais 357 sdo variantes unicas, identificadas

em uma familia ou em um caso esporadico.

Mutacdes de sentido trocado no PAX6 em humanos ja foram também
associadas a fenoétipos comportamentais e do desenvolvimento neuroldgico.
Foram identificados individuos com mutacdes no PAX6 que apresentam aniridia e
também déficit cognitivo (Malandrini et al., 2001; Ticho et al., 2006; Graziano et
al., 2007). Ressonancia magnética (RM) em pacientes com aniridia e sem déficits
intelectuais 6bvios foi capaz de mostrar desde anormalidades cerebrais sutis até

falta de comissura anterior e da glandula pineal (Mitchell et al., 2003).

E possivel que algumas variantes do gene PAX6 apresentem fenotipos
especificos ou ainda que na mesma variante possam ser observados diversos
fendtipos. Porém o PAX6 pode ainda interagir com outros genes que contribuam
para a variabilidade de malformacdes oculares, revelando a complexa
heterogeneidade genética subjacente ao desenvolvimento ocular (Fantes et al.,
2003; Glaser et al., 1994; Hever et al., 2006; Valleix et al., 2006; Danno et al.,
2008; Voronina et al., 2004; Zhou et al., 2008, Franca, 2009).
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2.1. Justificativa

A aniridia € um disturbio congénito raro, que pode ser herdada de uma forma
autossémica dominante, com alta penetrancia e expressividade variavel. Entre os
problemas de salude pode-se destacar a perda parcial ou total da visdo. O estudo
de familias com muitos afetados tanto do ponto de vista clinico quanto molecular,
permite ndo apenas a identificacdo da mutacdo patogénica, mas também a
identificacdo de genes modificadores possivelmente envolvidos na manifestacéo
fenotipica desta condicdo. Esta abordagem também permite um maior
conhecimento sobre as vias de genes envolvidos no desenvolvimento ocular.

No Brasil poucas familias foram investigadas e o conhecimento sobre que
tipo de mutacdo ocorre no nosso meio pode ser importante para o

aconselhamento genético.

2.2. Objetivos

2.2.1. Objetivo geral

Investigar uma familia com aniridia congénita residente na cidade de Agua

Branca (Alagoas-Brasil).

2.2.2. Objetivos especificos

v Caracterizar a manifestacao clinica do fenétipo de aniridia e anormalidades
associadas;

v Construir heredograma detalhado para avaliacdo do modo de heranca—
penetrancia e expressividade;

v ldentificar a mutacao patogénica responsavel pelo fenétipo de aniridia
nesta familia;

v' Oferecer aconselhamento genético para os interessados e orientacao
qguanto a possibilidades de tratamento e cuidados dentro do sistema de

salde brasileiro.
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CAPITULO 3

OCULAR AND CRANIOFACIAL PHENOTYPES IN A LARGE BRAZILIAN
FAMILY WITH CONGENITAL ANIRIDIA
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Congenital aniridia is a rare genetic disorder characterized by varying
degrees of iris hypoplasia that are associated with additional ocular
abnormalities. More than 90% of the causal mutations identified are found
in the PAX6 gene, a transcription factor of critical importance in the
process of neurogenesis and ocular development. Here, we investigate
clinical, molecular, and craniofacial features of a large Brazilian family
with congenital aniridia. Among the 56 eyes evaluated, phenotype variation
encompassed bilateral total aniridia to mild iris defects with extensive
variation between eyes of the same individual. PAX6 molecular screening
indicated a heterozygous splice mutation (c.141 + 1G>A). Thus, we
hypothesize that this splicing event may cause variation in the expression
of the wild-type transcript, which may lead to the observed variation in
phenotype. Affected individuals were more brachycephalic, even though
their face height and cephalic circumference were not significantly
different when compared to those of non-affected relatives. From this, we
infer that the head shape of affected subjects may also be a result of the
PAX6 splice-site mutation. Our data summarize the clinical variability
associated with the ocular phenotype in a large family with aniridia, and
help shed light on the role of PAX6 in neurocranial development.
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Congenital aniridia (OMIM #106210) is a rare
condition associated with a wide range of clinical
manifestations. Although it is usually diagnosed in
early infancy, the disease ultimately leads to vision loss
during adulthood. While the name ‘aniridia’ indicates
defects in the iris, ocular abnormalities associated with
this disease encompass multiple ocular structures and
tissues, with complete or partial hypoplasia of the iris,
corneal opacification, cataract, lens ectopia, glaucoma,
and macular and optic nerve hypoplasia characterizing
the disease. Refractive errors, strabismus, and ptosis
may also be present in the affected eye. Clinical
expression is highly variable within and between
families, but there appears to be little difference
between the eyes of a single patient (1-4).

Approximately two thirds of all congenital aniridia
cases have been linked to an inherited autosomal dom-
inant trait that demonstrates near complete penetrance
and lacks any known ethnic, geographic, or gender
bias. In the remaining one third of cases, the disease
occurs as a sporadic disorder, and is frequently asso-
ciated with Wilms tumor as part of the Wilms tumor—
Aniridia—Genital anomalies—Retardation (WAGR) 11p
microdeletion syndrome (1-4).

Despite the wide phenotype variability, more than
90% of the mutations leading to congenital aniridia are
found in the paired box gene 6 (PAX6) locus, located
on chromosome 11p13 (chr11:31806340-31839509;
GRCh37/hg19). PAX6, like all PAX family members, is
a transcription factor known to play key roles in many
aspects of embryonic development and organogenesis,
including neurogenesis and ocular development (3, 5).
The OMIM catalog use as examples 26 alleles for the
PAX6 gene (OMIM *607108; accessed on October 17,
2013): 13 are solely associated with aniridia, whereas
the remaining 13 are also linked to other malformations
that occur with or without aniridia. The interactive
database Lovd-PAX6 presents 592 documented vari-
ations of the human PAX6 gene. Notably, 56 of the
PAX6 variants have unknown molecular mechanisms
(http://www.lovd.nl/3.0/home, accessed on October 17,
2013). Most of causal mutations create codon shift that
yields a premature stop codon, leading to truncated,
non-functional PAX6 protein. Loss of PAX6 function
results in altered downstream gene regulation and
subsequent changes in cell signaling, which, in most
cases, leads to morphological abnormalities.

The aim of this study was to investigate the clinical
features in a large Brazilian family with congenital
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aniridia and to identify the genetic factors associated
with the disease phenotype.

Materials and methods
Subject recruitment and clinical examination

We investigated a family of 163 individuals across a
five-generation pedigree, residing in a rural area North-
east of Brazil (Agua Branca, Alagoas — 09°15'39"S;
37°56'10"W), including 53 subjects presenting phe-
notypes similar to that of congenital aniridia. Clinical
data and biological samples were obtained for 60
family members (31 affected and 29 non-affected).
Clinical diagnosis of aniridia was made after a com-
plete ophthalmological examination was performed by
four ophthalmologists. Examinations included corneal
inspection, measurement of visual acuity, intraocular
pressure with applanation tonometry (mmHg), refrac-
tion, slit-lamp examination, and dilated fundoscopy.
Careful physical examination was also performed by
two dysmorphologists. The use of human subjects in
this study was approved by the Federal University
of Rio Grande do Sul Ethics Committee (Protocol
# 195.023). Informed consent was obtained from all
participants or their guardians.

Craniofacial measurement

Four craniofacial absolute/linear measures — head
length (g-op), head breadth (eu-eu), facial length (n-gn)
and head circumference — were obtained using sliding
and spreading calipers. In order to minimize error, the
anthropometric measurements were obtained according
to international standards and by the same researcher.
The cephalic index (CI=eu-eu x 100/g-op) was calcu-
lated based on these absolute measurements. Individuals
under 12 years of age were excluded from this analysis.

Molecular tests

DNA was extracted using a standard volume of
2.0ml Oragene DNA/saliva mixed samples. DNA
from seven individuals (5 affected and 2 unaffected)
was amplified by polymerase chain reaction (PCR)
using primers specific for 18 regions (6, 7), which
covered the entire coding and adjacent PAX6 gene
regions (7527 bp). The amplified products were purified
following the Exonuclease I and Alkaline Phosphatase
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Fig. 1. Family pedigree with 53 identified members diagnosed with aniridia in five generations of the family. Five affected individuals with
molecular screening and two unaffected individuals with molecular screening.

(Amersham Bisciences — GE Healthcare, Piscataway,
NJ) protocols. Both DNA strands were sequenced
using an ABI 3730/3730x Sequence Analyzer (Life
Technologies, Carlsbad, CA). Any putative mutations
identified were re-amplified and re-sequenced for
confirmation.

Sequence data analysis

DNA sequences and chromatograms were aligned
and their quality and accuracy were checked using
the CoDONCODE ALIGNER software (http://www.codon
code.com/). All statistical analysis (ANOVA test, bar and
regression graphics representing mean indices values)
was carried out using XLSTAT software.

Results
Pedigree analysis

The pedigree analysis is concordant with dominant
inheritance having complete penetrance (Fig. 1). The
ratio of affected to normal subjects in segregating sib-
ships was 0.52/0.48, similar to the expected segregation
ratio of 0.5/0.5.

Clinical characteristics

Of the living family members affected with congenital
aniridia, we were able to perform clinical examina-
tion of 31, ranging from 2 to 72 years of age, 58% of
whom were male. Among the 56 eyes (26 right eyes and
30 left eyes) evaluated, the following phenotypes were
observed: bilateral total aniridia (38 subjects), unilat-
eral total aniridia (4 subjects), bilateral partial aniridia
(4 subjects), unilateral partial aniridia (4 subjects),
bilateral misshapen pupils (4 subjects), and unilateral
misshapen pupils (2 subjects) (Table 1). Further, nys-
tagmus, cataract, photophobia, strabismus, and corneal
changes (opacity, neovascularization, and microcornea)
were the most prevalent associated problems (Fig. 2).
Intraocular pressure in the aniridia-affected eyes ranged
from 7 to 32 mmHg. Other minor facial defects, includ-
ing synophrys, low set ears, epicanthus, and clin-
odactyly, were observed in 21 subjects (70%). Two
subjects presented motor delay and learning disabilities.

Craniofacial analysis

Affected individuals have significantly higher CI
(85.93, SD 44.8) compared to their normal relatives

(82.46, SD £5.12) (p=0.014), often presenting a more
brachycephalic head shape. In contrast, there was no
significant difference in face height or cephalic circum-
ference between affected and non-affected relatives.

PAX6E molecular screening

All five of the affected individuals sequenced for
PAX6 (IV-12, IV-31, IV-34, V-1, and V-58) presented
a heterozygous G>A change in the first nucleotide
following exon position 141 (c.141 4+ 1G>A). The two
normal individuals tested from this family did not show
the mutation (V-6 and V-11).

Discussion

The clinical findings presented here corroborate what
has been presented in literature regarding the broad
spectrum of the ocular phenotype and the extent of
intrafamilial and individual variability (1, 2, 4, 8). In the
family studied for this investigation, different degrees of
iris hypoplasia (from total aniridia to misshapen pupil)
were observed within family members and between
the eyes of an affected individual, with the analyzed
affected individuals presenting severe, progressive loss
of vision. Additionally, motor delay and learning
disability were verified in two subjects, both of whom
suffered from perinatal and postnatal injury, according
to their clinical history. Other anatomic sites did not
show significant malformation, and the minor defects
identified did not follow a consistent pattern. Therefore,
we postulate that these insignificant abnormalities are
not part of the spectrum of aniridia in this family, and
will not be discussed further in this study.

Many PAX6 mutations have been linked to aniridia
pathogenesis. In the Brazilian family studied, we
found that all five of the affected patients analyzed
carried a G>A mutation in the first nucleotide of
intron 5 (nucleotide 141+ 1) that was not present in
the healthy control samples. This particular mutation
(c.141 +1G>A) was first described by Wang et al.
(9) in two related Chinese individuals. They indicate
that this mutation likely leads to disruption of one
of the splice sites present in exon 5, which contains
part of the paired domain, altering the strength of
the donor splice site. PAX6 mutations in splice sites,
caused by a point mutation, were present in 9% of
the records in the PAX6 Allelic Variant Database
(http://1sdb.hgu.mrc.ac.uk/home.php?select db = PAX6,
accessed on October 17, 2013), and the phenotype
related to these mutations varied from complete absence
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Fig. 2. Clinical features of affected subjects. (a) Subject V-2 left eye = total aniridia, cataract, and corneal opacity and vascularization; (b) Subject
V-2 right eye = full corneal opacity; (¢) Subject V-24 left eye =total aniridia and star-shaped cataract; (d) Subject V-24 right eye = total aniridia
and full cataract; (e) Subject V-74 right eye = partial aniridia; (f) Subject V-13 right eye = misshapen pupil; (g) Subject III-5 left eye = total aniridia,
full cataract, corneal vascularization, and subluxed lenses; (h) Subject III-5 right eye = Phthisis bulbi.

of the iris to mild iris defects. Splice site mutations
modify or terminate mRNA processing and maturation,
and can result in the complete skipping of one or more
exons, retention of introns, pseudo-exons, or activation
of cryptic splice sites within an exon or an intron.
These splice-site mutations may or may not completely
abolish expression of the wild-type PAX6 transcript,
which may lead to variation in the morphological
phenotype (10—13).

In addition to congenital anomalies, clinical progres-
sion of the disorder involves gradual loss of vision
combined with a variety of early-onset age-related ocu-
lar diseases, which were detected in the majority of the
affected subjects in this family. This susceptibility to
early-onset eye diseases can be attributed to the anti-
apoptotic and multipotent switch functions PAX6 plays
in adult tissues (14), whereby the malfunction of PAX6
prevents proper cellular maintenance and regeneration
in many ocular tissues.

PAX6 is a pleiotropic gene that functions in mul-
tiple tissues during development. Homozygous muta-
tions in the human PAX6 gene result in an absence
of nasal bones and defects in parietal bones, in addi-
tion to aniridia and other ocular abnormalities (15).
Further, previous work in the field identified a sub-
ject with a compound heterozygous PAX6 mutation
that presented with severe bilateral microphthalmia and
extreme microcephaly (16). Jami et al. (17) found that

pax6 was expressed exclusively in the calvaria and
long bone tissues during mouse development. These
results indicate that PAX6 might play a central role in
stimulating the differentiation of mature osteoblasts to
osteocytes in calvaria bones. Furthermore, this function
is likely accomplished through the inhibition of canon-
ical WNT signaling as PAX6 stimulates the expression
of Sclerostin (SOST), a WNT pathway inhibitor, by
binding to its promoter.

Considering this, our findings regarding the shape of
the neurocranium, particularly the marked differences
in CI and prominent brachycephalic head shape, may
be associated with the severity of the ocular phenotype
presented by these individuals. The affected individuals
showed half of the correlation (RZ=0.0522) between
face height and CI that their non-affected relatives
did (R?=0.1069). These results seem to be consistent
with the role of PAX6 in the spatial expression of
neurocranial osteocytes, but not facial osteocytes, found
in other studies (17). Together, this evidence suggests
that the more brachycephalic head shape observed in
affected individuals may be a result of the PAX6 splice-
site mutation.

In conclusion, this clinical study reports a large
Brazilian family with congenital aniridia, summarizing
the clinical variability of ocular phenotypes, related to a
particular PAX6 mutation (c.141 + 1G>A). Moreover,
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we have shed light on the role of PAX6 in the develop-
ment of the neurocranium. Further research on genetic
and environmental factors is needed to better under-
stand the intricate developmental pathways involved in
the phenotypic spectrum of congenital aniridia.
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CAPITULO 4
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No artigo apresentado no capitulo anterior descrevemos os resultados do
estudo que teve como objetivo investigar uma grande familia diagnosticada com
aniridia congénita, residente no sertdo de Alagoas. Entre aqueles individuos
afetados observamos uma grande variabilidade fenotipica, desde a aniridia total
até a malformacdo da pupila, outras alteracbes oculares também foram
identificadas, concordando com casos ja descritos na literatura (Lopez-Garcia et
al., 2006; Brauner et al., 2008; Kokotas & Petersen, 2010; Park et al., 2010). A
mesma mutacao (c.141+1G>A) foi identificada nos cinco individuos afetados

testados inicialmente, ndo sendo observada nos dois controles.

Para complementar este estudo foi feito o sequenciamento do éxon 5 e
regides adjacentes para a deteccdo da possivel mutacdo causal nos produtos de
amplificagdo da amostra dos outros 26 afetados e nos 27 controles restantes. A
mesma mutacédo foi identificada em todos os individuos afetados e ausente em
nao-afetados. Com os dados moleculares obtidos e a analise do heredograma
concluimos que o padrdo de heranca desta caracteristica na familia é
autossébmico dominante, com provavel penetrancia completa e expressividade
variavel. Em 1961 Grove e colaboradores estudaram uma familia canadense com
77 individuos afetados, através de cinco geracfes, descendentes de uma unica
mulher também afetada, nascida em 1824 (Grove et al., 1961), identificando

heranca autoss6mica dominante e penetrancia completa.

A mutacao identificada em todos os individuos afetados desta familia € uma
mudanca de G>A no primeiro nucleotideo do intron 5 (c.141+1G>A). Esta
mutacdo foi primeiro descrita por Wang et al. (2006) e segundo o0s autores
provavelmente leva a uma alteracdo no donor splice site do éxon 5, que contém o
paired domain. Um estudo através de ensaios de transfec¢do tem mostrado um
mecanismo dominante-negativo quando foram co-expressas proteinas PAX6
normais e proteinas PAX6 com a regido C-terminal parcialmente truncada. As
proteinas mutantes que perderam o dominio de ativacdo (PST) e que ainda
conservaram os dominios de ligacdo (PD e HD) mantiveram a capacidade de
ligacdo ao DNA, mas perderam a capacidade de ativar a transcrigdo, agindo como

repressores (Singh et al., 1998). Mutagcdes na regido C-terminal e que
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preservaram o paired domain e o homeodomain ja foram associadas ao fenétipo
com aniridia total, enquanto que mutacdes com perda do homeodomain e com ou
sem perda do paired domain ja foram por sua vez relacionadas ao fenotipo de
individuos com aniridia parcial (Vincent et al., 2002; Atchaneeyasakul et al.,
2006).

A expressividade variavel encontrada nos sujeitos afetados desta familia
pode ocorrer em consequéncia do tipo de mutacdo encontrada e pelo fato de o
gene PAX6 possuir diversas isoformas, sendo duas mais estudadas, a forma
can0nica, uma proteina de 422 aminoacidos, e uma segunda proteina derivada de
um splice alternativo que possui uma pequena insercédo (+ éxon 5a) no paired
domain. Uma mutacdo associada a aniridia congénita e catarata que afeta o
acceptor splice site do intron 5 poderia levar a uma perturbacdo no splice
alternativo do éxon b5a, resultando em uma taxa desbalanceada dos dois
transcritos. Taxas reduzidas dos transcritos poderiam estar associadas a
fendtipos menos graves, maior variabilidade fenotipica ou ainda fendtipos

relacionados a aniridia (Glaser et al., 1994; Prosser & Heyningen, 1998).

Os individuos afetados possuem maior indice cefalico (Cl) quando
comparados aos seus parentes normais e apresentam uma maior frequéncia de
braquicefalia. Podemos sugerir que este fenétipo pode ocorrer como
consequéncia da mutacdo c.141+1G>A ja que o gene PAX6 tem um efeito
pleiotrépico, e camundongos nocauteados para este gene geralmente tem além
de malformacdes oculares, malformacdes craniofaciais (Xu et al., 1999; Kleinjan
et al., 2006; Laakso, 2009, Suga et al., 2010). Além disso, Jami et al. (2013)
encontraram evidéncias de que PAX6 é expresso somente na calvaria durante o
desenvolvimento do cranio em camundongos. Estes autores sugeriram que 0O
gene PAX6 pode ter um papel central no estimulo para a diferenciacdo e
maturacdo de osteoblastos através da inibicdo da sinalizacdo candnica da rota de
sinalizacdo Whnt.

Outra alternativa para a participacdo do gene PAX6 durante o

desenvolvimento craniofacial seria via interacdo MSX-PAX. Os genes MSH
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Homeobox (MSX1 e MSX2) tém um importante papel nas estruturas craniofaciais,
camundongos nocauteados para ambos os genes exibem defeitos na ossificacédo
das suturas calvarias (Alappat et al., 2003; Ogawa et al., 2005; Fleischmannova et
al., 2008; Finnerty et al., 2009). MSX e PAX interagem e s&o simultaneamente
expressos em varios tecidos durante o desenvolvimento. PAX6/MSX1/MSX2 séo
expressos juntos nos eventos iniciais da morfogénese craniofacial e do tubo
neural/somitos, além dos olhos (Foerst-Potts & Sadler, 1997). Existe evidéncia de
uma relacédo funcional entre PAXs e MSXs, com interacdes em dois niveis, 0s
fatores de transcricdo PAXs ligam-se diretamente ao promotor dos genes MSXs,
e proteinas PAXs/MSXs podem formar complexos heterodiméricos (Bang et al.,
1999; Ogawa et al., 2005, 2006).

Por meio da andlise do heredograma foi possivel identificar a existéncia de
um individuo afetado fruto de uma unido consanguinea entre primos de primeiro
grau, ambos também afetados. Na literatura ja foram descritos raros casos de
possiveis homozigotos. Um casamento entre primos de segundo grau resultou em
seis gestacodes, a primeira uma menina com aniridia bilateral, falecida com 11
meses com suspeita de meningite, trés meninos que faleceram com menos de 24
horas por dificuldade respiratoria, porém sem relato a respeito dos olhos, um
aborto espontaneo apds trés meses de gestacdo e um feto morto removido por
meio de uma histerectomia, sem a realizacdo de exames para identificacdo de
possiveis defeitos congénitos ou a causa da morte (Grove et al.,, 1961). Outro
estudo relata um possivel caso de homozigoto (heterozigoto composto) entre
individuos ndo aparentados que resultou em uma menina natimorta com 37
semanas de gestagdo. Foi observada a auséncia de olhos, fissura palpebral,
0SS0S nasais, pequena cavidade nasal entre outros achados clinicos. Nao foram
detectadas anormalidades nos sistemas digestorio, cardiovascular e respiratorio
(Hodgson & Saunders, 1980).

Em um terceiro estudo, uma menina, nascida de parto cesareo com 43
semanas, apresentava microcefalia, atresia coanal e anoftalmia com fusdo das
palpebras, malformacbes cerebrais entre outros achados clinicos. Foram

realizados testes moleculares nos pais e na crianca para identificacdo da
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mutacgdo. No pai foi encontrada uma mutag&o no éxon 12 e na mde uma mutacao
no éxon 6, ambas sdo resultantes da substituicdo de um Unico par de bases
gerando um stop codon e aparecem em heterozigose, a crian¢ca herdou as duas
mutacgdes, sendo portanto um heterozigoto composto (Glaser et al., 1994).

O fendtipo apresentado pela presenca de mutacdes nos dois alelos PAX6 é
muito grave, e na literatura esta descrito um Unico caso em que um individuo
sobreviveu: um menino de 4 anos, diagnosticado também com trissomia do 21,
que herdou do pai uma mutacdo missense no paired domain (c.112C>T) e da
mae uma mutacdo nonsense no homeodomain (c.718C>T). Esta crianca
apresentava hipopituitarismo, diabetes mellitus e anormalidades cerebrais e
oftalmoldgicas. Este € um raro caso de sobrevida neonatal de um heterozigoto
composto para o PAX6 (Solomon et al., 2009). Por esta razdo acreditamos que o
individuo, filho de dois afetados consanguineos, identificado na familia de Agua
Branca ndo seja um homozigoto, porém sera necessaria a analise molecular para

confirmacédo do gendtipo.

Os individuos afetados aparentemente apresentam um fitness reprodutivo
maior quando comparados aos seus parentes ndo-afetados, o que ndo seria
esperado considerando que a mutacdo € patogénica. Fazendo uma comparacao
entre 0s nucleos familiares com individuos afetados e nudcleos familiares com
individuos nado-afetados na geracao IV, foi mostrada que a taxa de fecundidade
nos individuos afetados foi 32% mais alta e eles tiveram uma média de 4,66 filhos
enquanto seus parentes nao-afetados tiveram em média 3,98 filhos. Foram
identificadas tendéncias similares na familia canadense, porém o gene para
aniridia provavelmente nao contribui, sozinho, para o aumento na fertilidade
(Grove et al., 1961).

A familia deste estudo habita o municipio de Agua Branca no Estado de
Alagoas, esta cidade se localiza no sertdo, uma regido semiarida do Nordeste do
Brasil. Esta éarea é uma das areas mais vulnerveis socialmente e
ambientalmente do pais, com um indice Gini de 0,40 e uma incidéncia de pobreza

de 57,62%. Condicdes sanitarias inadequadas afetam 37,9% dos domicilios. O
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valor do indice Gini para o Estado de Alagoas é de 0,47, valor proximo ao
calculado para todo o pais (0,50), porém ainda possui uma maior incidéncia de
pobreza (59,54%) na regido Nordeste (IBGE, 2010).

As condi¢cdes sociais da maior parte da familia sdo precarias. Muitas
criancas nao frequentam a escola, pois ndo possuem visao adequada suficiente
para acompanhar a rotina escolar, além do fato de ndo existir na regidao escolas e
profissionais capacitados. Alguns jovens ainda possuem visdo suficiente para a
realizacdo de alguns trabalhos, mas a exemplo de outros individuos da familia, a
visdo é perdida progressivamente, ocorrendo em seguida o abandono da
ocupacdo. Ha ainda relatos de casos de alcoolismo e individuos ainda muito
jovens com perda quase total da visdo impedindo-os de trabalhar ou estudar e
vivendo exclusivamente, ou quase, de auxilios governamentais, assim como
muitos outros integrantes da familia. E possivel que estas condigdes afetem a
saude como um todo e a gravidade da aniridia nesta familia. Dados muito
similares foram observados na familia descrita por Grove et al. (1961), que vive
em uma area subdesenvolvida da regido oriental do Canada. Infelizmente ndo ha
na literatura estudos mais recentes documentados envolvendo grandes familias
com varias geracfes de afetados, o que ndo nos permite ho momento avaliar o

significado biologico destes resultados.

Dois individuos apresentaram atraso no desenvolvimento e déficit de
aprendizagem, porém ambos possuem histérico de interferéncias de fatores
ambientais pré e pés-natais. De modo geral existe uma forte correspondéncia
entre os padroes de defeitos congénitos no sistema nervoso central (SNC) e a
distribuicdo dos transcritos do PAX6, onde sdo expressos altos niveis da proteina
PAX6 durante o desenvolvimento e estdo ausentes ou fortemente reduzidos tanto
em humanos quanto em camundongos com mutacées no PAX6. E provavel que o
sistema de desenvolvimento do SNC seja sensivel a diminuicdo na dosagem da
proteina PAX6 e pode estar sujeito a uma atenuacao ao longo de uma cadeia de
propagacéao (Glaser et al., 1994; Stoykova & Gruss, 1994).
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Importante salientar que é possivel que fatores ambientais estejam
relacionados as questdes aqui discutidas, porém ainda buscamos por potenciais
fatores genéticos que poderiam contribuir para o alto nivel de variabilidade nos

individuos afetados desta familia, focando nas mutacdes no gene PAX6.

Nossas visitas a cidade de Agua Branca para investigacdo da familia
causaram um impacto consideravel, mobilizando autoridades do setor publico e
chamando a atencdo da populacdo para esta caracteristica rara. Esperamos
deste modo que além do conhecimento cientifico proporcionado por este estudo,
a familia possa ser cada vez mais beneficiada, recebendo a atencdo adequada
para uma melhor qualidade de vida. Uma equipe multidisciplinar vem sendo
edificada ao longo do estudo, abrangendo a area clinica, oftalmolégica, genética e

social, dando-nos suporte para compreender os varios achados nesta familia.
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FIGURA 1 DO ARTIGO “OCULAR AND CRANIOFACIAL PHENOTYPES IN A LARGE BRAZILIAN FAMILY WITH
CONGENITAL ANIRIDIA” AMPLIADA
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Figure 1. Family pedigree with 53 identified members diagnosed with aniridia in five generations of the family. 5 affected

individuals with molecular screening; 2 unaffected individuals with molecular screening.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Adulto)

Projeto: Avaliagdo clinica e genética em familias com aniridia congénita

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estamos estudando fatores genéticos que podem estar relacionados a um defeito
de nascencga da iris que se chama aniridia, e que pode levar a cegueira. Para isso, vamos
analisar historias das familias com aniridia, onde séo importantes informagdes tanto dos
afetados, como dos seus familiares sem aniridia. Precisaremos realizar uma entrevista
com perguntas sobre a histéria da sua familia, fazer um exame clinico e oftalmolégico em
vocé e seus filhos (se tiver), coletar amostras de saliva sua e de seus filhos e realizar
fotografias do seu rosto e de seus filhos. Além disso, se vocé autorizar, iremos consultar
seus registros médicos e de seus filhos em hospitais ou postos de saude para obter
informagdes complementares.

Gostariamos de pedir a sua autorizagcdo para realizar estes procedimentos.
Algumas pessoas podem preferir participar de apenas uma etapa da pesquisa e ndo de
outras, sem que isso seja um impedimento. O material coletado sera utilizado Unica e
exclusivamente para fins do projeto de pesquisa, isto €, para a pesquisa de fatores
envolvidos na aniridia, sendo garantido o sigilo das informacg8es obtidas. As analises dos
fatores genéticos serdo feitas no Departamento de Genética na Universidade Federal do
Rio Grande do Sul.

A coleta de saliva € um procedimento indolor e sera realizada por pessoal
devidamente treinado utilizando um recipiente descartavel e individual. O contato da boca

€ com a parte esterilizada do recipiente, portanto nao ha risco de contaminacao.



Vocé tera direito ao acesso aos resultados da investigagdo genética. Se tiver
interesse, vamos |he entregar estes resultados através de uma consulta médica que se
chama aconselhamento genético. Nesta consulta explicaremos 0 que estes resultados
significam para sua saude e de seus filhos. Poderemos lhe explicar também quais s&o as
chances que vocé tem de ter filhos com aniridia e que tipos de tratamento sdo disponiveis

para melhorar a sua saude.

Os pesquisadores responsaveis pelo projeto sdo os médicos geneticistas, Profa.
Lavinia Schuler-Faccini, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (51 3308-9826) e
a Profa. Isabella Monlleo (82 3202-3774) e o Prof. Reinaldo Luna (82 3315-6711) que
poder&o ser contatados em caso de dividas, assim como o Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (51 3308-3629).

Ao participar deste projeto vocé tem o direito de receber resposta a qualquer pergunta ou
esclarecimento a qualquer davida a cerca da pesquisa. Também tem liberdade de nao

participar do estudo ou de mudar de ideia mesmo depois de ter concordado.

A. Consentimentos dados pelo participante com idade adulta legal
Coleta de dados familiares e de saude (entrevista)

U Concordo em fornecer informacdes sobre mim e minha familia, relacionadas ao

nascimento de pessoas com aniridia e outros dados de salde.

U Nao concordo em fornecer informagdes sobre mim e minha familia, relacionadas ao

nascimento de pessoas com aniridia e outros dados de saude.
Exame fisico e oftalmolégico
Q Concordo em ser examinado por médicos geneticistas e oftalmologistas.

U N&o concordo em ser examinado por médicos geneticistas e oftalmologistas.



Coleta de material biolégico (saliva)

U Concordo em fornecer amostra de saliva para extracdo de DNA para analise de fatores

genéticos envolvidos com aniridia.

U N&o concordo em fornecer amostra de saliva para extracdo de DNA para analise de

fatores genéticos envolvidos com aniridia.

Coleta de fotografias

U Autorizo a realizacdo de fotografias de meu rosto.

U N&o autorizo a realizagdo de fotografias de meu rosto.
Autorizacdo para acesso de informacgdes de prontuérios

O Autorizo a consulta de dados dos meus prontuarios médicos.

O Nao autorizo a consulta de dados dos meus prontuérios médicos.

Declaro que li ou me foi lido este termo e que minhas duvidas foram esclarecidas antes
da concordancia na participacdo. Declaro ainda que uma copia deste termo me foi

fornecida.

Nome do participante:

Assinatura ou impresséao digital:

Testemunha no caso de participante ndo alfabetizado:

Data:

Nome do pesquisador:

Assinatura; Data:




Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Crianca e Adolescente)

Projeto: Avaliagdo clinica e genética em familias com aniridia congénita

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estamos estudando fatores genéticos que podem estar relacionados a um defeito
de nascenca da iris que se chama aniridia, e que pode levar a cegueira. Para isso, vamos
analisar histdrias das familias com aniridia, onde sdo importantes informacées tanto dos
afetados, como dos seus familiares sem aniridia. Precisaremos realizar uma entrevista
com perguntas sobre a historia da sua familia, fazer um exame clinico e oftalmolégico em
vocé e seus filhos (se tiver), coletar amostras de saliva sua e de seus filhos e realizar
fotografias do seu rosto e de seus filhos. Além disso, se vocé autorizar, iremos consultar
seus registros médicos e de seus filhos em hospitais ou postos de saude para obter

informagdes complementares.

Gostariamos de pedir a sua autorizacdo para realizar estes procedimentos.
Algumas pessoas podem preferir participar de apenas uma etapa da pesquisa e néo de
outras, sem que isso seja um impedimento. O material coletado sera utilizado Unica e
exclusivamente para fins do projeto de pesquisa, isto €, para a pesquisa de fatores
envolvidos na aniridia, sendo garantido o sigilo das informacgfes obtidas. As analises dos
fatores genéticos serdo feitas no Departamento de Genética na Universidade Federal do
Rio Grande do Sul.

A coleta de saliva € um procedimento indolor e sera realizada por pessoal
devidamente treinado utilizando um recipiente descartavel e individual. O contato da boca

€ com a parte esterilizada do recipiente, portanto nao ha risco de contaminacao.



Vocé tera direito ao acesso aos resultados da investigagdo genética. Se tiver
interesse, vamos |he entregar estes resultados através de uma consulta médica que se
chama aconselhamento genético. Nesta consulta explicaremos 0 que estes resultados
significam para sua saude e de seus filhos. Poderemos lhe explicar também quais s&o as
chances que vocé tem de ter filhos com aniridia e que tipos de tratamento sdo disponiveis

para melhorar a sua saude.

Os pesquisadores responsaveis pelo projeto sdo os médicos geneticistas, Profa.
Lavinia Schuler-Faccini, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (51 3308-9826) e
a Profa. Isabella Monlleo (82 3202-3774) e o Prof. Reinaldo Luna (82 3315-6711) que
poder&o ser contatados em caso de dividas, assim como o Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (51 3308-3629).

Ao participar deste projeto vocé tem o direito de receber resposta a qualquer
pergunta ou esclarecimento a qualquer davida a cerca da pesquisa. Também tem
liberdade de n&o participar do estudo ou de mudar de ideia mesmo depois de ter
concordado.

B. Consentimentos dados pelos pais (ou tutor legal) da crianca ou
adolescente

Coleta de dados familiares e de saude (entrevista)

Q Concordo em fornecer informacgdes de saude.

U N&o concordo em fornecer informacgdes de salde.

Exame fisico e oftalmolégico

O Concordo que seja realizado examinado por médicos geneticistas e oftalmologistas.

O Nao concordo que seja realizado examinado por médicos geneticistas e

oftalmologistas.



Coleta de material biolégico (saliva)

U Concordo em fornecer amostra de saliva para extracdo de DNA para analise de fatores

genéticos envolvidos com aniridia.

U N&o concordo para extracdo de DNA para analise de fatores genéticos envolvidos com

aniridia.
Autorizacdo para acesso de informacdes de prontuarios
O Autorizo a consulta de dados dos prontuarios médicos.

U N&o autorizo a consulta de dados dos prontuarios médicos.

Declaro que li ou me foi lido este termo e que minhas duvidas foram esclarecidas antes
da concordancia na participagdo. Declaro ainda que uma copia deste termo me foi
fornecida.

Nome do participante:

Nome do responsével legal:

Assinatura ou impresséo digital:

Testemunha no caso de participante ndo alfabetizado:

Data:

Nome do pesquisador:

Assinatura; Data:






