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RESUMO

O desenvolvimento dos olhos em humanos tem inicio na quarta semana de
vida embrionaria. Neste periodo uma grande série de sinalizadores estéao
envolvidos. Varias anomalias oculares decorrem de alteragcbes nos genes
envolvidos neste periodo, como a aniridia e a catarata. A aniridia congénita (AC) é
uma anomalia rara caracterizada por diversos graus de hipoplasia de iris e afeta
aproximadamente 1:40,000 a 1:100,000 nascidos vivos. Diversas anormalidades
oculares estruturais e/ou funcionais podem estar associadas, entre estas, a
catarata. Cerca de 90% das mutacdes que levam ao fenétipo da aniridia ocorrem
no gene PAX6, o gene mestre do desenvolvimento dos olhos. Apesar de bem
estabelecida a relacdo entre o PAX6 e a aniridia, variacdes fenotipicas inter- e intra-
familial em individuos que compartilham a mesma mutacéo no PAX6 é amplamente
relatada na literatura. Este trabalho teve por objetivo investigar variacées no gene
PAX6, e potenciais genes modificadores envolvidos nas variacbes fenotipicas

observadas nos individuos afetados por AC.

No primeiro artigo, relatamos um individuo com AC total associada a catarata
e glaucoma, onde detectamos uma mutac¢do ainda ndo descrita no dominio de
transativacdo do gene PAX6 (c.955 958dupGACA). Devido ao fato que esta
mutacdo ndo afeta os dominios de ligacdo ao DNA da proteina PAX6, sugerimos

gue esta alteracédo apresenta um efeito dominante-negativo.

No segundo artigo, tentamos identificar genes modificadores candidatos
utilizando uma abordagem in silico com buscas nos bancos curados de genes e
fendtipos, revisao de literatura e ferramentas de bioinforméatica para avaliacdes de
expressdo e redes preditas de proteinas. Avaliamos genes relacionados a
expressao da catarata, uma vez que esta anomalia é frequentemente associada a
AC e identificamos 5 potenciais genes modificadores: GJA3, GJA8, MIP, CRYAA e
CRYBB3. Estes genes estdo envolvidos em processos de transporte de metabélitos
entre as células como o GJA3, GJA8 e o MIP e componentes estruturais como o

CRYAA e 0 CRYBB3. Ambos grupos possuem grande importancia na manutencao
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da transparéncia do cristalino e mutacdes nestes genes também j& foram
relacionadas a outras anormalidades associadas a AC, como microcOrnea,
microftalmia e glaucoma. Sugerimos que variagdes nestes genes sao candidatas a
serem investigadas em sua influéncia na expressividade fenotipica dos individuos

com AC por mutacdes no PAX6

No terceiro artigo, investigamos um polimorfismo no gene TP53 (rs1042522),
e outro em seu principal regulador, o MDM2 (rs2279744) em individuos com AC,
com e sem catarata associada. J& foi sugerido na literatura o potencial papel de
genes da via da apoptose durante o desenvolvimento do cristalino. As frequéncias
genotipicas e alélicas do polimorfismo no TP53 entre individuos afetados por AC
sem catarata (n = 12; CC: 0; CG: 66.7%; GG: 33.3%; C: 33.3% e G: 66.6%) e
individuos afetados por AC e catarata (n = 17; CC: 23.5%; CG: 41.2% e GG: 35.3%;
C: 44.1% e G: 55.9%) n&o foram diferentes (p = 0,22 e p = 1). O mesmo foi
observado em relagcdo ao polimorfismo no MDM2, onde nenhuma diferenca foi
encontrada entre as frequéncias genotipicas e alélicas do grupo afetado por AC
sem catarata (n = 12; TT: 16.7%; TG: 50% e GG: 33.3%; T: 41,7% e G: 58,3%) e
do grupo afetado por AC e catarata (n = 17; TT: 41.2%; TG: 35.3% e GG: 23.5%;
T:. 55.9% e G: 44.1%; p = 0,453 e p = 0,350). Entretanto nossas conclusdes séo

limitadas devido ao nosso pequeno nimero amostral.

Em concluséo, os dados apresentados neste trabalho confirmam a grande
complexidade molecular da AC e a importancia da investigacdo de fatores
modificadores de fenoétipo, a fim de auxiliar o0 manejo e em pesquisas futuras no
desenvolvimento de drogas e terapias que possam reverter os prejuizos clinicos,

ou inibir a progresséo destes, nos individuos afetados.
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ABSTRACT

Human eye development begins in the fourth week of the embryonic life. At
this time a wide range of signals are involved. Several ocular anomalies result from
changes in the genes involved in this period, such as aniridia and cataract.
Congenital aniridia (CA) is a rare anomaly characterized by varying degrees of iris
hypoplasia and affects approximately 1:40,000 to 1:100,000 live births. Several
structural and/or functional ocular abnormalities may be associated, among them,
the cataract. About 90% of the mutations that lead to the aniridia phenotype occur
in the PAX6 gene, the master gene for eye development. Although well-established
the relationship between PAX6 and aniridia, inter- and intra-familial phenotypic
variations in individuals sharing the same mutation in PAX6 is widely reported in the
literature. In this work, we aimed to investigate variations in the PAX6 gene, and
potential modifying genes involved in the phenotypic variations observed in
individuals affected by CA.

In the first article, we report an individual with total CA associated with cataract
and glaucoma, where we detected a mutation not yet described in the PAX6 gene
transactivation domain (c.955 958dupGACA). Since this mutation does not affect
the DNA binding domains of the PAX6 protein, we suggest that this change has a
dominant-negative effect.

In the second article, we attempted to identify candidate modifying genes using
an in silico approach with researches in cured banks of genes and phenotypes,
literature review and bioinformatics tools for expression evaluations and predicted
protein networks. We evaluated genes related to cataract expression, since this
anomaly is frequently associated with CA and we identified five potential modifier
genes: GJA3, GJA8, MIP, CRYAA, and CRYBB3. These genes are involved in the
transport of metabolites between cells such as GJA3, GJA8 and MIP and structural
components such as CRYAA and CRYBB3. Both groups have great importance in
the maintenance of crystalline transparency and mutations in these genes have also
been related to other abnormalities associated with CA, such as microcornea,

microphthalmia and glaucoma. We suggest that variations in these genes are
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candidates to be investigated for their influence on the phenotypic expressivity of
CA individuals by mutations in PAX6.

In the third article, we investigated a polymorphism in the TP53 gene
(rs1042522), and another in its main regulator, MDM2 (rs2279744) in individuals
with CA, with and without associated cataract. The potential role of genes in the
apoptosis pathway during lens development has been suggested in the literature.
The genotype and allelic frequencies of the polymorphism within TP53 between
affected individual by CA without cataract (n = 12; CC: 0; CG: 66.7%; GG: 33.3%;
C: 33.3% and G: 66.6%) and affected individuals by CA and cataract (n = 17; CC:
23.5%; CG: 41.2% and GG: 35.3%; C: 44.1% and G: 55.9%) were not different (p =
0,22 and p = 1). The same was observed regarding the polymorphism in MDM2,
where no difference was found between the genotypic and allelic frequencies of the
group affected by CA without cataract (n =12; TT: 16.7%; TG: 50% and GG: 33.3%;
T:41,7% and G: 58,3%) and affected group by CA and cataract (n = 17; TT: 41.2%;
TG: 35.3% and GG: 23.5%; T: 55.9% and G: 44.1%; p = 0,453 and p = 0,350).

However, our conclusions are limited because of our small sample size.

In conclusion, the data presented in this thesis confirm the great molecular
complexity of CA and the importance of investigating phenotype-modifying factors,
in order to assist the management and in future research on the development of
drugs and therapies that may reverse clinical losses, or inhibit the progression of

these in the affected individuals.
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1. INTRODUCAO

1.1. Desenvolvimento do olho
1.1.1 Desenvolvimento geral

Os olhos apresentam uma grande complexidade na sua maquinaria e deste
modo seu desenvolvimento precisa ser bem orquestrado (Graw, 2010; Gehring,
2014; Cvekl & Callaerts, 2017), durante este periodo varios eventos ocorrem e uma
série de sinalizadores estdo envolvidos, tais como PAX6 (Paired Box 6), os FGFs
(Fibroblast Growth Factors), vias de sinalizacdo WNT (Wnt Family Member) e
sinalizacdo mediada por BMP (Bone Morphogenetic Protein) (Graw, 2010; Li et al.,
2015; Blake & Ziman, 2014; Stenkamp, 2015). Além dos sinalizadores citados
acima, outros fatores de transcricdo, proteinas estruturais, de membrana e de
citoesqueleto estdo presentes na cascata molecular envolvida durante este periodo
(Graw, 2010; Cvekl & Callaerts, 2017). O desenvolvimento dos olhos nos seres
humanos inicia por volta da quarta semana de vida embrionaria, onde quatro fontes
dardo origem a diversas estruturas dos olhos: o neuroectoderma do prosencéfalo,
que dara origem a retina, camadas posteriores da iris e do nervo Optico; o
ectoderma da superficie da cabeca, que formara o cristalino e o epitélio da cornea,;
0 mesoderma entre as duas camadas anteriores, que ira originar as tunicas fibrosas
e vasculares dos olhos; e as células da crista neural, que irdo formar o coroide, a

esclera e o endotélio da cérnea (Tabela 1) (Moore & Persaud, 2008; Dudek, 2014).
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Tabela 1. Estrutura dos olhos embrionarias e seus derivados no adulto (Adaptado
de Dudek, 2014).

Estrutura embrionéria Derivado adulto

Diencéfalo

Célice 6ptico (neuroectoderma) Retina, epitélio da iris, musculo do esfincter da
pupila e dilatator da iris, epitélio do corpo ciliar

Haste 6ptica (neuroectoderma) Nervo éptico, quiasma Optico, trato optico

Ectoderma da superficie Cristalino, epitélio anterior da cérnea,

conjuntiva palpebral e bulbar
Mesoderma Esclera, coroide, estroma da iris, estroma do

corpo ciliar, musculo ciliar, substancia prépria da
cérnea, endotélio corneano, corpo vitreo, artéria
central e veia da retina, musculos extraoculares

As primeiras estruturas observadas séo os sulcos épticos que aparecem nas
pregas neurais (Figura 1A e 1B), quando estas se unem para formar o prosenceéfalo,
0s sulcos oOpticos evaginam a partir da parede do diencéfalo para formar as
vesiculas opticas, continuas ao prosencéfalo (Moore & Persaud, 2008; Dudek,
2014). As vesiculas Opticas neste momento entram em contato com o ectoderma
da superficie da cabeca, e induz este a formacéo do placoide do cristalino que ira
se invaginar e se aprofundar no ectoderma da superficie para dar origem a fosseta
do cristalino, este € o primeiro e um importante passo para o desenvolvimento do
cristalino (Moore & Persaud, 2008; Graw, 2009; 2010). As bordas da fosseta entéo
se fundem e deste modo levam a formacdo das vesiculas do cristalino esféricas,
perdendo em seguida sua conexdo com o ectoderma (Moore & Persaud, 2008;
Graw, 2010; Stenkamp, 2015).

Concomitantemente, as vesiculas opticas se invaginam para formar os calices
opticos com parede dupla, esta etapa é crucial para a formacgéo da iris e do corpo
ciliar (Figura 1D, 1F e 1H) (Moore & Persaud, 2008; Graw, 2010; Stenkamp, 2015).
O gene PAX6 é predominantemente expresso no calice optico e no placoide do
cristalino (Blake & Ziman, 2014; Dudek, 2014) e possui papel essencial para o
desenvolvimento das estruturas e tecidos subsequentes. Outro fator de transcricéo
importante na transicdo da vesicula Optica para o calice optico € o LHX2 (Lim

17



Homeobox Protein 2), este gene atua através da regulacao de proteinas da via de
sinalizacdo BMP, como BMP4 e BMP7 (Yun et al., 2009; Graw, 2010).
Posteriormente as bordas dos calices Opticos comegam a circundar o cristalino em
formacdo. A partir deste momento as vesiculas do cristalino perdem suas conexdes
com o ectoderma da superficie e se direcionam para a cavidade do célice 6ptico
(Figura 1E) (Moore & Persaud, 2008). Além do PAX6 e LHX2, outros genes
reguladores sdo cruciais durante o desenvolvimento das vesiculas 6pticas, tais
como: RAX (Retina And Anterior Neural Fold Homeobox), OTX2 (Orthodenticle
Homeobox 2), SIX6 (SIX Homeobox 6), SIX3 (SIX Homeobox 3) e SHH (Sonic
Hedgehog) (Graw, 2010; Alves et al., 2013).

Ao longo das vesiculas Opticas, que crescem para o interior do mesénquima
adjacente expandindo suas extremidades, as hastes épticas sdo formadas a partir
da constricdo sofrida nas conexdes entre as vesiculas Opticas e o prosencéfalo
(Figura 1C) (Moore & Persaud, 2008; Dudek, 2014). Outro membro da familia PAX,
0 PAX2 (Paired Box 2) é expresso principalmente nas hastes épticas (Blake &
Ziman, 2014; Dudek, 2014). Nestas estruturas podemos observar também a
expressdo de SHH (Sonic Hedgehog), VAX1 (Ventral Anterior Homeobox 1) e
HESX1 (HESX Homeobox 1) (Graw, 2010; Alves et al., 2013).

As fissuras retinianas sdo sulcos que se formam na superficie ventral dos
calices oOpticos e ao longo das hastes opticas (Figura 1G). No interior das fissuras
retinianas encontra-se 0 mesénquima vascular que dard origem aos vasos
sanguineos hialoides, a artéria hialoide e a veia hialoide. A artéria hialoide supre a
camada interna do calice Optico, a vesicula do cristalino e o mesénquima do calice
optico. A veia hialoide por sua vez recolhe o sangue dessas estruturas. No
momento que as bordas das fissuras retinianas se fundem, os vasos hialoides
passam a fazer parte do nervo éptico, as partes distais se degeneram e as partes
proximais irdo persistir como a artéria e veia centrais da retina (Moore & Persaud,
2008; Dudek, 2014).

Como mencionado nas etapas do desenvolvimento dos olhos descritas

anteriormente, o gene PAX6 possui papel essencial para a morfogénese de varios
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tecidos e estruturas, como a iris e o cristalino, porém sua expressédo também é
mantida ao longo da vida na cérnea, epitélio da lente e retina (Hever et al., 2006;
Blake & Ziman, 2014; Deml et al., 2015). Este gene, portanto, além da sua grande
importancia para o desenvolvimento dos olhos também é necesséario para a

manutenc¢ao destas estruturas na vida adulta (Zhang et al., 2001).

Alteracbes nos genes envolvidos na morfogénese ocular podem levar a
diversas malformacdes, entre as anomalias que podem acometer o globo ocular de
modo geral, destacamos a anoftalmia decorrente da auséncia de formacao das
vesiculas Opticas; a microftalmia, quando se observa um globo ocular pequeno,
geralmente assimétrica com prejuizo para as estruturas do globo ocular; e a
nanoftalmia, onde ocorre uma diminui¢cdo do globo ocular, porém sem alteracéo
das estruturas deste (Alves et al., 2013; Deml et al., 2015).

Vela hiaiddo na
ligsura retnana




Figura 1. Desenhos ilustrando os estagios iniciais do desenvolvimento do olho. A.
Vista dorsal da extremidade cefélica de um embrido de cerca de 22 dias, mostrando
0s sulcos opticos, a primeira indicacdo do desenvolvimento dos olhos. B. Corte
transversal de uma prega neural, mostrando o sulco 6ptico. C. Desenho
esquematico do prosencéfalo de um embrido de cerca de 28 dias, mostrando suas
camadas de revestimento de mesénquima e o ectoderma da superficie. D, F e H.
Cortes esquematicos do olho em desenvolvimento ilustrando estagios sucessivos
do desenvolvimento do célice 6ptico e da vesicula do cristalino. E. Vista lateral do
encéfalo de um embrido de cerca de 32 dias, mostrando o aspecto externo do célice
optico. G. Corte transversal da haste Optica, mostrando a fissura retiniana e seu
conteudo, onde as bordas da fissura retiniana estdo se aproximando, completando
o célice optico e englobando a artéria e veia centrais da retina na haste e no calice
optico (Retirado de Moore & Persaud, 2008).

1.1.2. Desenvolvimento da iris

A iris se desenvolve a partir das bordas dos calices Opticos que crescem
recobrindo de modo parcial o cristalino (Figura 2A, 2B, 2C e 2D). O epitélio da iris
representa as duas camadas que compde o calice 6ptico e permanecem delgadas
neste local, continuas com o epitélio das duas camadas do corpo ciliar e com o
epitélio pigmentar da retina. O estroma da iris tem origem a partir das células da
crista neural que irdo migrar para a iris, enquanto que o neuroectoderma do calice
optico ird formar os musculos dilatores e o esfincter da pupila. As vias de
sinalizacdo WNT e BMP possuem importante papel para o correto desenvolvimento
da iris, j& foi demonstrado em modelos animais que a perda de funcéo destas vias
inibe a formacao correta da iris e do corpo ciliar (Zhao et al., 2002; Cho & Cepko,
2006; Dias da Silva et al., 2007; Graw, 2010).

A iris em sua maioria das vezes é azul ou cinza nos individuos recém-
nascidos, adquirindo cor conforme a pigmentacdo que ocorre durante os 6 a 10

primeiros meses. Os cromatoforos, células que contém o pigmento, irdo determinar
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a cor da iris de acordo com sua concentracao e distribuicdo no tecido conjuntivo
frouxo vascular. No caso do pigmento melanina estar restrito ao epitélio na
superficie posterior da iris, os olhos serdo azuis, porém, quando a melanina esta
também presente no estroma, os olhos serdo castanhos (Moore & Persaud, 2008;
Dudek, 2014). Além das vias de sinalizagdo mencionadas, outros genes,
principalmente fatores de transcri¢cao, estao envolvidos na morfogénese de tecidos
oculares, entre eles destacamos o PITX2 (Paired Like Homeodomain 2), PITX3
(Paired Like Homeodomain 3), FOXC1 (Forkhead Box C1), FOXC2 (Forkhead Box
C2), CYP1B1 (Cytochrome P450 Family 1 Subfamily B Member 1) e PAX6 (Paired
Box 6) (Alves et al.,, 2013). MutacBes neste ultimo podem levar as principais
anomalias que acometem a iris, como a aniridia que corresponde a auséncia da iris
de forma total ou parcial; e o coloboma de iris que se caracteriza por uma hipoplasia

de iris que se assemelha a uma “fechadura” (Alves et al.,2013; Lim et al., 2017).

1.1.3. Desenvolvimento do cristalino

A vesicula do cristalino dara origem ao cristalino (Figura 2A, 2B, 2C e 2D), a
parede anterior da vesicula se tornara o epitélio subcapsular do cristalino e a parede
posterior formara as fibras primarias do cristalino, na medida que essas ultimas
crescem, elas obliteram toda a cavidade da vesicula. A zona equatorial, como é
conhecida a borda do cristalino, posteriormente dara origem as fibras secundarias
do cristalino, posicionando-se aos lados externos das fibras primarias. As fibras
secundarias continuam a ser formadas durante a vida adulta e o cristalino por sua
vez aumenta de tamanho, enquanto que as fibras primarias precisam ser mantidas
saudaveis por toda a vida (Moore & Persaud, 2008). As fibras do cristalino sao
preenchidas por proteinas do citoesqueleto chamadas de filensinas e a, B e 7-
cristalinas, que sé@o responsaveis por manter a conformacéo e a transparéncia das
lentes (Graw, 2009; Dudek, 2014).

Durante o seu desenvolvimento, o cristalino é suprido pela artéria hialoide,

porém no periodo fetal a parte distal da artéria degenera, e o local onde esta se
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encontrava corresponde ao canal hialoide. Apds este evento, o cristalino se torna
uma estrutura avascular e a sua nutricdo dependera da difuséo a partir do humor
aguoso na camara anterior do olho e do humor vitreo, as proteinas de transporte
COmo as conexinas e as aquaporinas possuem papel essencial nesta funcéo e
também para a manutencgéo da transparéncia do cristalino (Graw, 2009; Shiels &
Hejtmancik, 2011; Deng & Yuan, 2014; Schey et al., 2014). A tunica vascular do
cristalino € formada por um mesénquima vascular que envolve o cristalino durante
0 seu desenvolvimento, a membrana pupilar, por sua vez, corresponde a parte
anterior desta cdpsula. Ao longo do periodo fetal a tanica vascular do cristalino e a
membrana pupilar se degeneram, porém, a cpsula do cristalino se mantém. O
corpo vitreo se forma no interior do célice optico, ele é composto pelo humor vitreo
primario que deriva das células mesenquimais originarias da crista neural e do

humor vitreo secundario que envolve o anterior (Moore & Persaud, 2008).

Alguns estudos sugerem que o desenvolvimento da iris depende de uma
correta formacdo do cristalino, estes estudos demonstraram que a ablacdo do
cristalino interfere na morfogénese adequada da iris, corpo ciliar e cérnea
(Harrington et al.,, 1991; Beebe & Coats, 2000; Graw, 2010). Para que a
morfogénese do cristalino ocorra corretamente, serd necessaria a expressao
harmonizada de genes como: SIX3 (SIX Homeobox 3), PAX6 (Paired Box 6),
FOXE3 (Forkhead Box E3), PITX3 (Paired Like Homeodomain 3) e PROX1
(Prospero Homeobox 1) (Alves et al., 2013). Em relacdo as anomalias do cristalino,
a catarata congénita, onde se observa uma opacidade do cristalino, pode ser
decorrente de mutacdes em uma grande heterogeneidade de genes, além dos
fatores de transcricdo, como os citados anteriormente, esta anomalia também pode
estar associada a alteracbes em proteinas das familias das cristalinas, das
conexinas e das aquaporinas. Outras anomalias importantes também s&o
observadas no cristalino, como a microesferofacia que € uma diminuicdo do
diametro e do formato arredondado do cristalino; a lenticone, que corresponde a
alteracdo na curvatura da parte central da face anterior ou posterior do cristalino; a

afacia congénita que € a nao formacéo do cristalino e a luxagdo ou subluxacao de
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cristalino, que se trata de uma ectopia do cristalino (Shiels & Hejtmancik, 2011;
Alves et al., 2013).

Epélio pigmentar da retina
em deservoivimento

Figura 2. Desenhos esquematicos de cortes sagitais do olho, mostrando estagios
sucessivos do desenvolvimento do cristalino, da retina, da iris e da cornea. A. Com
5 semanas. B. Com 6 semanas. C. Com 20 semanas. D. Recém-nascido. Observe
que as camadas do calice 6ptico se fundem para formar o epitélio pigmentar da
retina e a retina neural, e que estes se estendem anteriormente como o epitélio
duplo do corpo ciliar e da iris. A retina e o nervo Optico sdo formados a partir do
calice Optico e da haste 6ptica (prolongamento do encéfalo). Ao nascimento, o olho
tem cerca de trés quartos do tamanho adulto. A maior parte do crescimento ocorre
durante o primeiro ano. Apos a puberdade, o crescimento do olho é desprezivel
(Retirado de Moore & Persaud, 2008).
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1.2. Aniridia congénita

A aniridia congénita (AC) (OMIM #106210) € um distarbio raro, caracterizado
por hipoplasia de iris que pode ser clinicamente detectada ao nascimento.
Geralmente € associada a varias anormalidades estruturais e/ou funcionais, tais
como opacificacdo da cérnea, formacao de tecido fibrovascular ou granuloso na
cornea (Pannus), catarata, subluxacéo de cristalino, glaucoma, erros de refracéo,
hipoplasia da fovea, hipoplasia do nervo oOptico, hipoplasia macular, auséncia de
reflexo macular, nistagmo, estrabismo, fotofobia, ptose, entre outras. Entre os
prejuizos visuais para os individuos afetados por AC, o maior deles é a perda de
visao progressiva (Nelson et al., 1984; Kokotas & Petersen, 2010; Hingorani et al.,
2012; Schanilec & Biernacki, 2014; Bobilev et al., 2016; Lim et al., 2017). Devido a
frequente ocorréncia de outras anormalidades oculares associadas, 0 termo
“aniridia” vem sendo discutido e considerado inapropriado. O termo correto,
portanto, seria Sindrome da Aniridia, que englobaria todas as formas de aniridia
(Lim et al., 2017).

Esta anomalia afeta aproximadamente 1:40,000 a 1:100,000 entre os
nascidos vivos sem influéncia conhecida de cor ou raga (Shaw et al., 1960; Chang
et al., 2015; Lim et al., 2017). Em torno de 2/3 dos casos ocorrem por heranga
autossémica dominante com alta penetrancia e expressividade variavel, enquanto
gue o 1/3 restante sao casos esporadicos por mutacdo de novo (Shaw et al., 1960;
Hingorani et al., 2012; Schanilec & Biernack, 2014). Em 85% dos casos a AC ocorre
como uma Sindrome da Aniridia (AC com ou sem achados sistémicos), em 10 a
13%, como parte da Sindrome WAGR, e nos 2% a 15% restantes como parte de
outras sindromes raras (Kokotas & Petersen, 2010; Vasilyeva et al., 2017).

A WAGR (OMIM #194072 - Tumor de Wilms (nefroblastoma), aniridia,
alteracdes geniturinarias e “retardo mental”), foi descrita pela primeira vez por Miller
e colaboradores (1964), as primeiras observacdes foram a aniridia, a hipermetrofia
(crescimento anormal de um lado do corpo, ou partes dele) e o tumor de Wilms.
Posteriormente foram também identificados o déficit cognitivo e genitalia ambigua.

Essa sindrome é devido a uma delecdo de genes contiguos na regiao 11p, que
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inclui os genes PAX6 e WT1 (Wilms Tumor 1) (11pl3; chrll: 31,000,000-
36,400,000; GRCh38hg38) (Riccardi et al., 1978; Fischbach et al., 2005; Bobilev et
al., 2016; Vasilyeva et al., 2017).

A Sindrome de Gillespie (OMIM #206700) foi relatada por Mirkinson &
Mirkinson (1975) em um estudo de caso de uma familia com aniridia, catarata,
glaucoma e auséncia de rotula. Além disto os pacientes com esta sindrome podem
apresentar, além da hipoplasia congénita da iris, hipoplasia cerebelar progressiva,
ataxia e variavel déficit cognitivo, normalmente leve. A Anomalia de Peters (OMIM
#604229) por sua vez, é identificada como uma série de defeitos no sistema visual,
tais como, leucoma central da cérnea, auséncia do estroma posterior da cérnea, e

um grau variavel de defeitos de iris, que podem ou néo estar associados a aniridia.

Cerca de 90% das mutacdes que causam AC ocorrem no gene PAX6
(chr11:31784392-31817961; GRCh38hg38) (Hingorani et al., 2012; Ensembl,
2017). Este gene, composto por 14 éxons (sendo 11 deles codificantes, parte do 4
ao 13), codifica um fator de transcricdo importante no desenvolvimento dos olhos,
estruturas olfatérias, sistema nervoso central e pancreas. O PAX6 € bastante
conservado evolutivamente e mutacdes que ocorram em diversas regides deste
gene podem levar a graves consequéncias. A maioria dos casos apresenta
mutacdes em heterozigose. Ja foram descritos casos raros de heterozigotos
compostos com fenétipos graves e/ou incompativeis com a sobrevivéncia neonatal,
onde o fendtipo decorrente de mutacdes presentes nos dois alelos leva o individuo
ao Obito em poucos dias (Glaser et al., 1994; Redeker et al., 2008; Schmidt-Sidor
et al., 2009; Solomon et al., 2010). Ha descrito apenas um caso de um individuo
heterozigoto composto sobrevivente. Um individuo do sexo masculino com 4 anos
de idade, além de apresentar mutacgdes distintas em cada alelo do PAX6 (¢c.112C>T
de heranca paterna e ¢.718C>T de heranca materna) também foi diagnosticado
com trissomia do 21. A crianga apresentava hipopituitarismo, diabetes mellitus e

anormalidades cerebrais e oftalmolégicas (Solomon et al., 2010).
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1.2.1. Aniridia no Brasil

N&o ha muitos relatos de casos de AC no Brasil. Llerena Jr. e colaboradores
(2000) investigaram um individuo do sexo feminino, filha de casal néo
consanguineo, diagnosticada com glaucoma e aniridia bilateral, sem evidéncias de
déficit cognitivo, nem dismorfia adicional e exames de ultrassom sem
anormalidades abdominais. A paciente apresentava uma aparente translocacao
balanceada de novo [t(11;13)(p13;933)] com uma microdelecdo envolvendo a
regido que envolve os genes relacionados a Sindrome WAGR, detectada por
estudo de FISH (Fluorescence in situ hybridization). Outro caso, relatado por
Andrade e colaboradores (2008), foi de um individuo do sexo masculino, filho de
casal ndo consanguineo, apresentando aniridia, déficit cognitivo e motor, historia
de ambiguidade genital e dismorfias menores, apresentando uma delecédo de novo
no braco curto do cromossomo 11 [46,XY,del(11p)] detectada por carittipo e

confirmando o diagndstico de Sindrome de WAGR.

Em outro estudo foi relatada uma familia com diagnéstico de AC bilateral em
duas geracdes, mée, dois filhos e uma filha. No estudo molecular foi identificada
uma alteracdo C>T na posi¢do g.28892 no éxon 9 do gene PAX6 (p.R240X). Esta
mudanca leva a uma troca de aminoacido na posicdo 240 de uma arginina (CGA)
para um stop codon (TGA). Ainda neste estudo foram identificados dois casos de
individuos néo relacionados entre eles e com a familia citada anteriormente, que
apresentavam AC parcial bilateral e AC bilateral e catarata congénita
respectivamente, sem mutagées no PAX6 que pudessem ser relacionadas aos
fendtipos observados (Franca, 2009). Nosso grupo (Fernandes-Lima et al., 2014)
investigou uma familia residente no Sertdo de Alagoas com 163 individuos de 5
geracbes, onde 53 individuos apresentavam fendtipos compativeis com AC.
Avaliacao clinica foi realizada para 31 individuos afetados constatando uma ampla
variacao fenotipica. A analise molecular identificou mudancga heterozigotica de G>A
no primeiro nucleotideo do intron 5 (c.141+1G>A) ja descrita anteriormente por
Wang e colaboradores (2006) que sugerem que esta mutacdo leva a uma

“perturbacao” no donor splice site do éxon 5 que contém o Paired Domain (PD).
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1.2.2. Variabilidade fenotipica

Apesar da bem estabelecida associacdo da AC com mutacdes no PAX6, ainda
nado é possivel estabelecer claramente a relacdo genotipo-fenétipo. Algumas
mutacdes foram encontradas associadas a ampla variabilidade de fendtipos inter-
familial bem como intra-familial. No momento, a causa da heterogeneidade
fenotipica intra-familial ndo é conhecida (Kokotas & Petersen, 2010; Vasilyeva et
al., 2017). Chang e colaboradores (2015) relataram em duas geracdes de uma
familia, probando (sexo masculino), pai e irma mais velha, uma nova delecdo em
heterozigose no donor splice site do éxon 8 (c.357+1delG), identificada por método
de Sanger. O probando apresentava AC total e glaucoma bilaterais. A irma mais
velha do probando apresentava fendtipo similar, com AC total, glaucoma e
opacificagdo da coOrnea bilaterais, enquanto que o pai de ambos apresentava
fendtipo mais leve com corectopia, opacificagdo da cérnea, microcornea, catarata

e diminuicdo da acuidade visual desde a adolescéncia.

No estudo de Dubey e colaboradores (2015) trinta probandos e parentes ndo
afetados foram avaliados. Os achados clinicos revelaram heterogeneidade
fenotipica entre individuos com a mesma mutacédo ou mutacdes diferentes. Nem a
localizacdo nem a natureza da mutacgéo foram correlacionadas com a variabilidade
fenotipica observada. Nos 19 pacientes com diferentes mutacées no PAX6 todos
apresentaram nistagmo e 18 hipoplasia foveal. Foi ainda observada grande
heterogeneidade fenotipica em catarata (13/19), glaucoma (9/19), ceratopatia
(10/19), microcornea (2/19), ptose (2/19), subluxacdo de cristalino (2/19), e
anomalia de nervo oOptico (1/19). Em uma das familias estudadas pelo grupo, foi
identificada a mutacéo c.764A>G, onde o probando apresentou AC total, porém sua
mae e seu filho tinham AC parcial. Outra familia com a mutagéo c.7_10dupAACA,
o probando teve AC total, microcérnea bilateral e anomalias esqueléticas, as quais

nao foram detectadas em seu pai que apresentava AC parcial, catarata e glaucoma.

Podemos ainda exemplificar a ampla variabilidade fenotipica em familias com
AC citando o trabalho de Liu e colaboradores (2015), onde eles estudaram trés

geracdes de uma familia totalizando 9 individuos (cinco afetados e 4 nao afetados).
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Os afetados (probando do sexo feminino, mae, irma mais velha, filho e sobrinho)
apresentaram a mutacdo c¢.796delG no éxon 10, que leva a um premature
termination codon (PTC) no Homeo Domain (HD). Todos os afetados apresentaram
AC e fotofobia. Dois individuos afetados ndo apresentaram catarata, observada nos
outros trés afetados, devido ao fato de ainda serem criancgas (filho e sobrinho da
probando), e ndo foi descartada a possibilidade de manifestacdo tardia da anomalia
nestes individuos. Um individuo da familia ndo apresentou nistagmo (filho da
probando). Os membros ndo afetados ndo apresentavam nenhuma outra

anormalidade ocular.

Em um estudo com 12 individuos pertencentes a cinco familias e 16 individuos
com AC esporadica, foram observadas sete mutac6es nonsense localizadas nos
éxons 5 a 11 do gene PAX6, duas frameshifts (insercdes), quatro alteracfes de
splicing e duas missense. Anomalias cromossdmicas envolvendo a regido 11p13
foram detectadas em quatro dos 16 individuos sem histéria familiar. Quanto aos
fendtipos observados, a auséncia total de iris foi verificada em 50 olhos (89%), iris
parcialmente ausente em quatro olhos (7%) e aparéncia préximo do normal em dois
olhos (4%). Hipoplasia da févea foi observada em 54 olhos (96%), catarata em 50
olhos (89%), glaucoma em 12 olhos (21%), opacificacdo da cérnea em dez olhos
(18%), e hipoplasia de nervo 6ptico em dois olhos (4%). Um caso interessante neste
estudo refere-se um individuo do sexo masculino que apresentou duas mutacoes:
uma mutacdo nonsense no éxon 5 (c.79C>T) e um erro de splicing no intron 6
(IVS6+1G>A). Estas mutacBes ndo foram encontradas nos pais ou irmaos deste
individuo (Yokoi et al., 2016). Como j& mencionado anteriormente, mutagfes nos
dois alelos s&o incompativeis com a vida ou levam a fenoétipos extremamente
graves (Glaser et al., 1994; Redeker et al., 2008; Schmidt-Sidor et al., 2009;
Solomon et al., 2009), portanto como este individuo apresenta apenas AC, acredita-
se que este individuo carregue ambas as mutac6es no mesmo alelo (Yokoi et al.,
2016).

No estudo de Vasilyeva e colaboradores (2017) em uma coorte com 117
individuos, dos quais 110 individuos apresentavam AC e sete a Sindrome de

WAGR, pertencentes a 91 familias nao relacionadas, a apresentacao clinica, entre
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0s 110 individuos com AC variou de completa auséncia bilateral da iris em 83 casos
(75.5%) até AC parcial, coloboma atipico, sutil hipoplasia estromal ou ectopia uveal
nos 27 casos restantes (24.5%). A maioria (98%) dos pacientes demonstraram
anormalidades oculares adicionais. Defeitos ndo oculares foram observados em
45% dos 110 pacientes ndo WAGR incluindo no sistema nervoso central (SNC). Na
maioria dos casos familiais deste estudo (13/18) a apresentacdo fenotipica variou

significantemente entre os afetados.

Cao e colaboradores (2014) apresentaram um caso de par de gémeos do sexo
masculino e seu pai com a mesma mutacdo (c.888insA) no éxon 10 do PAX6 e
fendtipos distintos. Os gémeos apresentaram AC e nistagmo, enquanto o pai foi
afetado por AC, nistagmo e catarata. Outro caso interessante envolvendo gémeos
foi relatado por Brémond-Gignac e colaboradores (2005), onde gémeas
monozigoticas com a mesma delecéo envolvendo a regido do PAX6 e WT1 levando
ao fendtipo de Sindrome WAGR, caracteristico deste tipo de delecdo, ambas com
AC bilateral e catarata, porém uma delas com um fenétipo de catarata mais leve e

em contrapartida com déficit cognitivo mais "grave" do que sua irma.

Diversos sdo os relatos de variabilidade fenotipica inter- e intra-familial
relacionados a AC e mutagdes no PAX6 (Chien et al., 2009; Jin et al., 2012; Park
et al., 2012; Chograni et al., 2014; Lee et al., 2014; He et al., 2015; Primignani et
al., 2016; Miao et al., 2017; Pérez-Sol6rzano et al., 2017; Zhang et al., 2017). As
razdes para a variabilidade de fendtipos entre individuos com a mesma mutacao
sao desconhecidas (Park et al., 2012; Chang et al., 2015). Devido a AC ser um
distarbio raro e possuir expressao variavel, as correlacdes genotipo-fenétipo néo
sdo consistentes em pacientes com esta sindrome (Neethirajan et al., 2009;
Weisschuh et al., 2012; Chang et al., 2015). Em poucas familias, a variabilidade
fenotipica pode ser explicada pelo mosaicismo nos pais mais levemente afetados.
Alguns estudos relatam a taxa do mosaicismo tdo alta quanto 17.5% entre os
aparentemente casos de novo para diferentes disturbios. A aniridia ndo € excecéo
(Crolla & van Heyningen, 2002; Qin et al., 2016; Vasilyeva et al., 2017). Outra
possivel explicacéo esta relacionada ao mecanismo pelo qual as variantes no PAX6

levam a AC. Apesar do conceito da haploinsuficiéncia ser o mais amplamente
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apoiado, os niveis de dosagem da PAX6 residual podem variar dependendo do tipo
da mutacéo, e talvez contribuindo desta forma para a variacao fenotipica observada
(Hingorani et al., 2012; Vasilyeva et al., 2017).

1.3. Gene mestre do desenvolvimento: PAX6

O desenvolvimento dos olhos ao longo das espécies envolve uma conservada
cascata molecular, onde podem ser observadas inUmeras interacdes entre genes
do desenvolvimento que se organizam de maneira altamente primorosa durante o
desenvolvimento embrionério para a composicao estrutural e funcional dos olhos.
Os olhos dos vertebrados sdo 6rgdos muito complexos e mutagdes nos genes
“chave” podem levar a graves disturbios congénitos. Entre os genes envolvidos, o
PAX6 tem um papel especial, sendo este considerado o gene mestre do
desenvolvimento dos olhos. Este gene pertence a uma familia conhecida como
Familia PAX (Paired Box Genes) (Graw, 2010; Gehring, 2014; Li et al., 2015; Cvekl
& Callaerts, 2017).

Esta familia de genes codifica fatores de transcricdo com um dominio de
ligacdo ao DNA altamente conservado denominado Paired, podendo ser
considerados os principais reguladores da expressao génica. Existem nove genes
PAX conhecidos em mamiferos, e a conservacdo evolutiva do PD tem sido
identificada através das filogenias desde os insetos, até os anfibios e passaros
(Blake & Ziman, 2014; Paixdo-Cortes et al., 2015; Cvekl & Callaerts, 2017) (Figura
3).
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Figura 3. Conservacao do dominio Paired em membros da familia PAX ao longo

das espécies (Retirado de Paixao-Cortes et al., 2015).

Nos vertebrados superiores, as proteinas PAX sdo subclassificadas em
grupos de acordo com a inclusdo de um dominio de ligacdo ao DNA, o dominio
Homeo e/ou uma regido de octapeptideo, que serve como um motivo de ligacéo de
proteinas co-fatoras para uma potente inibicdo da transcricAo de genes
downstream (Eberhard et al., 2000; Blake & Ziman 2014), todas as proteinas PAX
incluem um dominio de transativacéo na regido C-terminal rico em prolina, serina e
treonina (PST) (Figura 4) (Underhill, 2012; Blake & Ziman, 2014; Paixao-Cortes et
al., 2015).
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Figura 4. Subclassificacdo dos fatores de transcricdo PAX de acordo com a
estrutura da proteina. Todas as proteinas PAX contém um dominio de transativacao
(PST) e um dominio de ligacdao ao DNA conhecido como Paired Domain (PD). O
PD consiste em dois subdominios, o PAl e 0 RED, cada um dos quais € composto
por trés hélices em um motivo helix-turn-helix. Alguns membros da familia PAX
também contém um dominio adicional de ligacdo ao DNA chamado Homeo Domain

(HD) e/ou uma regido de octapeptideo (Adaptado de Blake & Ziman, 2014)

Ja é conhecido que todos os genes PAX, com excecdo do PAX4 e PAX9,
produzem transcritos de RNA alternativos. A diversidade funcional das proteinas
PAX in vivo é provavelmente devido a habilidade em produzir isoformas por meio
de splicing alternativos que diferem em estrutura e consequentemente na atividade
de ligacdo ao DNA de seus dominios Paired e Homeo (Underhill, 2012; Blake &
Ziman, 2014). Os primeiros estudos descobriram que as familias de genes
reguladores estdo relacionadas principalmente a compartimentalizacdo e

padronizacdo do corpo durante o desenvolvimento dos organismos. Nos estudos
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mais recentes, foi descoberto o papel da Familia PAX no inicio da especificagdo do
destino celular e subsequentemente da morfogénese de vérios tecidos e 6rgaos
(Robson & Eccles, 2006; Blake & Ziman, 2014).

Estudos em animais junto com andlises genéticas em humanos, revelaram
importantes papéis para os genes PAX no desenvolvimento de varios 6rgaos e
tecidos (Tabela 2). Para entender como os fatores de transcricdo PAX regulam
padrées de expressdo génica e controlam o desenvolvimento celular € essencial
determinar os mecanismos pelos quais as proteinas PAX operam, embora isto
ainda permaneca como um grande desafio. O PAX6 € um dos membros mais

amplamente estudados da Familia PAX (Blake & Ziman, 2014).

Tabela 2. Principais tecidos e 6rgdos que os membros da familia PAX estdo

envolvidos no desenvolvimento (Blake & Ziman, 2014).

Orgéos e tecidos

Membros da familia PAX

Timo PAX1; PAX7
Vertebra PAX1
Orelha PAX2; PAX8
Rim PAX2
Sistema Nervoso Central PAX2; PAX5; PAX8; PAX6; PAX3;
PAX7
Vasculatura do coragéo; Sistema Nervoso PAX3; PAX7
Entérico, Melanécitos e Células de Schwann
Pancreas PAX4; PAX6
Linfocitos B PAX5
Olhos PAX6
Musculo Esquelético PAX3; PAX7
Tireoide PAX8
Dentes PAXT7; PAX9
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O Pax6 foi inicialmente descoberto de forma independente através do
screening de bibliotecas de expressdo usando diversas sondas Paired Box em
embribes de camundongos, e com posterior clonagem do cDNA completo e
mapeamento detalhado dos dominios de expressdo do Pax6 por meio de
hibridizacéo in situ nos embrides de camundongos (Walther et al., 1991; Whalter &
Gruss, 1991). Posteriormente utilizando abordagem similar, o Pax6 foi clonado a
partir de Zebrafish (Krauss et al., 1991). Embora a Familia PAX tenha sido
inicialmente identificada em Drosophila (Pax meso), a clonagem do gene eyeless
foi descrita apds a descoberta dos genes Pax6 nos vertebrados (Quiring et al.,
1994). Halder e colaboradores (1995) demonstraram ainda que a superexpressao
em regides especificas de eyeless e Pax6 de camundongos poderia induzir a
formacdo de olho ectdpico em varias partes do corpo das moscas das frutas

(Drosophila), incluindo antena, pernas e asas.

Homologos do Pax6 foram subsequentemente identificados e caracterizados
em varios invertebrados incluindo C. elegans (Chisholm & Horvitz, 1995; Zhang &
Emmons, 1995), lula (Tomarev et al., 1997; Hartmann et al., 2003), planaria
(Callaerts et al., 1999), poliquetos (Arendt et al., 2002), e uma familia Paired Box
em agua-viva (Miller et al., 2000; Kozmik et al., 2003; Suga et al., 2010). Os Pax6
homologos foram ainda identificados nos vertebrados inferiores incluindo os
tunicados (Glardon et al., 1997) e cefalocordados (Glardon et al., 1998).

O PAX®6 esta localizado no braco curto do cromossomo 11 na regido 11p3, é
um gene composto por 14 éxons (sendo 11 deles codificantes, parte do 4 ao 13),
que codifica um fator de transcricéo considerado o mestre do desenvolvimento dos
olhos. Este gene produz duas proteinas principais, codificadas pelos promotores
PO e P1. PO produz uma isoforma candnica - PAX6(5) - com 422 aminoacidos e P1,
por sua vez, codifica uma isoforma resultante de uma splicing alternativo -
PAX6(5a) -, onde ocorre a insercao de 14 aminoacidos (aa) no PD, e devido a esta
insercao as duas isoformas possuem sitios de ligacdo ao DNA distintos (Figura 5).
O PD é composto por dois subdominios o PAI e o RED, a insercdo destes 14 aa
ocorre no subdominio PAI (Xu et al., 1999; Cvekl & Callaerts, 2017). A isoforma

PAX6(5) pode-se ligar ao DNA pelos dois subdominios, a isoforma PAX6(5a) liga-
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se ao DNA principalmente por meio do subdominio RED. Uma das principais
funcBes da proteina PAX6(5a) é durante o desenvolvimento, principalmente nos
olhos, porém ambas as proteinas estdo envolvidas no desenvolvimento normal
dessas estruturas. A menor ou maior expressao de um transcrito ou outro leva a
defeitos especificos nos olhos. A isoforma can6nica tem sido também associada a
proliferacdo e diferenciagdo neuronal, enquanto a isoforma 5a tem apresentado
importante funcéo apenas na proliferacdo neuronal (Mascarenhas et al., 2009; Jami
et al., 2013) (Figura 5A e 5B).

(A)
PAX6 Gene

Untranslated Exons Paired Domain  Linker Homeo Pro Ser Thr C-Terminal
Domain Region

(B)
PAX6 Isoforms

Isoform 5 (422aa) PD LNK HD PST CT

Isoform 5a (436aa) PD LNK HD PST cT

Figura 5. A. Esquema do gene PAX6. Os blocos representam os éxons. O PAX6
possui 10 éxons constitutivos, 4-13, e um éxon com splicing alternativo, 5a. Paired
Domain (PD - azul), dominio de ligacdo ao DNA,; Linker (LNK), regido de ligacao
entre o Paired Domain e Homeo Domain; Homeo domain (HD - rosa), dominio de
ligagdo ao DNA; PST, dominio de transativacdo rico em prolina, serina e treonina;
CT, regido C-terminal (laranja). B. Esquema representando as duas isoformas
principais do PAX6. PAX6(5): Isoforma canbnica (422aa); PAX6(5a): Isoforma
alternativa (436aa). PD (azul), dominio de ligagdo ao DNA; LNK, regido de ligacdo

entre o PD e HD; HD (rosa), dominio de ligacdo ao DNA; PST, dominio de
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transativacdo rico em prolina, serina e treonina; CT, regido C-terminal (laranja)
(Desenho e concepgéo de Thayne Woycinck Kowalski e Zuleide Silva Fernandes

Lima).

Além da sua grande importancia durante o desenvolvimento dos olhos, o
PAX6 também apresenta papel essencial nos primeiros estagios do
desenvolvimento do pancreas, intestino, estruturas nasais, glandula pituitaria e
sistema nervoso central (SNC) (Simpson & Price, 2002; Blake & Ziman, 2014;
Manuel et al., 2015). O PAX6 coordena a especificacdo do neuroectoderma durante
o inicio do desenvolvimento do SNC, que ocorre na segunda semana apés a
concepcdo nos humanos. Existe evidéncia de que ele reprime genes de
pluripoténcia, tais como OCT4 (Octamer-Binding Protein 4), NANOG (Nanog
Homeobox) e MYC (MY C Proto-Oncogene, BHLH Transcription Factor), para iniciar
a diferenciacdo, no entanto isto ndo é suficiente. A isoforma PAX6(5) liga-se para
induzir genes downstream LHX2 (LIM Homeobox Protein 2), SIX3 (Six Homeobox
3), FGF8 (Fibroblast Growth Factor 8) e WNT5B (Wnt Family Member 5B),
enquanto a isoforma PAX6(5a) potencializa o efeito indutivo da PAX6(5) através da
co-repressao dos genes de pluripoténcia (Zhang et al., 2010; Blake & Ziman, 2014).
A proliferacdo neurogénica e a diferenciacdo no coOrtex cerebral também séo
controladas pelo PAX6 que mantém o equilibrio entre a auto renovacao das células-
tronco neurais (divisdo celular simétrica) e a neurogénese (divisdo celular
assimétrica que produz um neurdnio e um progenitor neurogénico) (Sansom et al.,
2009; Asami et al., 2011; Blake & Ziman, 2014). O mecanismo pelo qual o PAX6
exerce estas funcdes € através das distintas propriedades dos subdominios do PD,
o PAl e o RED. Através de estudos com camundongos, demonstrou-se que
diferentes genes alvo downstream foram preferencialmente ligados em um ou outro
subdominio. O subdominio PAI tem o papel de diminuir as mitoses celulares,
enguanto o subdominio RED tem o efeito oposto. Concluiu-se, portanto, que a co-
ativacdo tanto de genes proliferativos quanto de genes anti-proliferativos agem de
maneira fina para ajustar a progresséao do ciclo celular (Walcher et al., 2013; Blake
& Ziman, 2014).

36



Uma mutacdo missense no PAX6 (136C>G) foi identificada em uma paciente
diagnosticada com autismo. Esta mutacéo leva a troca do aminoécido Leucina por
uma Valina na posicao 46, que é extremante conservado desde as moscas até 0s
humanos. Esta mutacdo nao foi relatada anteriormente nem em pacientes com
autismo ou ndo-autistas. A paciente ndo era filha de pais consanguineos e herdou
a mutacdo do pai. Quanto ao fendtipo ocular a paciente apresentava visao
prejudicada, fotofobia e ptose palpebral, sem outras anormalidades tais como
aniridia (Maekawa et al., 2009).

Os modelos animais, como ja mencionado, demonstraram sua grande
importancia ao longo das décadas ao evidenciar o PAX6 como o gene mestre do
desenvolvimento dos olhos (Cvekl & Callaerts, 2017), porém sua descoberta nédo
limitou os modelos animais a esta fungéo. Eles tém mostrado sua importancia em
estudos que avaliam caracteristicas clinicas e possiveis tratamentos. Nakayama e
colaboradores (2015) demonstraram que mutacdes em Xenopus levam a fenétipos
similares observados nos humanos, além de AC, também foram observadas
catarata e anomalias da cornea. Este mostrou-se um excelente modelo para o
melhor entendimento das deficiéncias iniciais durante o desenvolvimento devido as
mutacOes no Pax6. Takamiya e colaboradores (2015) por sua vez apresentaram
Zebrafish mutantes para o Pax6 como um 6timo modelo para estudos. Os animais
mutantes apresentaram defeitos tais como hipoplasia de iris e anomalias da cérnea

e do cristalino.

Os camundongos por sua grande similaridade com os humanos sdo 0s mais
vastamente utilizados, os estudos com esses modelos animais foram os pioneiros
na descoberta do Pax6 (Walther et al., 1991; Whalter & Gruss 1991). A maioria dos
trabalhos em genética relacionados a AC decorrem de estudos com esses modelos,
frequentemente realizado em um camundongo mutante, Small eye (Sey) (Ramaesh
et al., 2003; 2006; Ihnatko et al., 2016). A AC em humanos e os camundongos Sey
sdo similares com relacdo ao gendtipo e fendtipo. Estes camundongos
compartilham muitas caracteristicas oculares da AC humana e tém sido
amplamente aceitos como modelos animais para tais estudos (lhnatko et al., 2016).

Além disto tém sido utilizados para o teste de drogas a fim de desenvolver
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tratamentos para individuos afetados com AC. Considerando que a maioria das
mutacdes que levam a AC séo "nonsense” e de que a haploinsuficiéncia seria o
principal mecanismo pelo qual essas mutacdes levariam ao fenotipo em questéo, a
manipulacdo da dosagem da Pax6 poderia limitar o progresso e danos ao
desenvolvimento dos olhos (Gregory-Evans et al., 2014). Foi, portanto, avaliada a
efichAcia de um composto conhecido como Ataluren. Foram testadas aplicacdes
topicas e sisttmicas em camundongos pés-natal Pax6Sey*- (Gly194X). Eles
observaram que as aplicacbes topicas foram mais eficazes e que além de
suspender a progressado da condicdo, também foi capaz de reverter deficiéncias na
retina, no cristalino e na cérnea, demonstrando que o desenvolvimento dos tecidos
controlados pela expressdo de Pax6 ainda é sensivel a manipulacdo apés o
nascimento (Gregory-Evans et al., 2014; Wang et al., 2017).

1.3.1. PAX6 e Aniridia

O PAXE6 foi identificado como gene candidato para o fenétipo conhecido como
AC, por meio de clonagem em 1991 por Ton e colaboradores. Uma das hipéteses
€ que a haploinsuficiéncia seja o mecanismo pelo qual o fenétipo de AC esteja
associado as mutacfes no PAX6, devido a diminuicdo de dosagem deste gene
(Prosser & Van Heyningen, 1998). Outra possivel causa seria um mecanismo
dominante-negativo, onde proteinas mutantes e normais competiriam pelo sitio de
ativacdo no DNA, havendo preferéncia de ligacdo das proteinas mutantes, assim
estas se ligariam ao sitio, mas ndo ativariam a transcricdo dos genes alvos e
impediriam fisicamente a ligacdo das proteinas normais e a ativagéo correta dos
genes (Singh et al., 1998). Proteinas PAX6 que mantém os dominios de ligacdo PD
e HD apresentam a regiao C-terminal com alteracdes, e tem sido associadas a
fendtipo de AC total, enquanto que proteinas com mutacdes no HD, com ou sem
alteracdes no PD, foram relacionadas com hipoplasia parcial da iris (Vincent et al.,
2003; Atchaneeyasakul et al., 2006).
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A maioria das mutacdes intragénicas do PAX6 resultam na introducéo de um
PTC, ou em extensfes C-terminais ou em substituicdes de amino&cidos (Hingorani
et al., 2009; 2012). O PTC introduzido na ORF (open reading frame) é devido a
diferentes mecanismos, incluindo mutacdes nonsense, splicing e frameshift, que
juntas totalizam 72 a 77% de todas as mutacdes associadas a anomalia (Tzoulaki
et al., 2005; Chang et al., 2015). A AC estad predominantemente associada a
mutacbes nonsense, acima de 3/4 dos casos sdo devido a mutagcdes com
introducéo de um PTC, enquanto que mais de 2/3 das muta¢cées missense estao
associadas principalmente a uma variedade de fenétipos “ndo-aniridia” tais como
defeitos de nervo Optico, queratite, microfitalmia ou hipoplasia da févea (Azuma et
al., 2003; Tzoulaki et al., 2005; Lee et al., 2008; Hingorani et al., 2009; 2012; Chang
et al., 2015; Liu et al., 2015; Vasilyeva et al., 2017; LOVD, 2017). Estas mutacdes
missense podem alterar o grau e a especificidade de ligacdo ao DNA e a regulacao
da transcricdo pela proteina PAX6 em uma extensdo variavel, o que leva a
heterogeneidade fenotipica (Azuma et al., 2003; Tzoulaki et al., 2005; Dubey et al.,
2015). J4& as mutacBes de splicing também parecem resultar em uma ampla
variabilidade de fenétipos (Vincent et al., 2004; Lee et al., 2008; Lee & Colby, 2013;
Chang et al., 2015; Vasilyeva et al., 2017).

As mutacles identificadas que levam a fendtipos dentro do espectro da
aniridia estdo distribuidas por todo o gene PAX6. Aproximadamente 50% destas
ocorrem no PD (Neethirajan et al., 2003; 2004; Nallathambi et al., 2006; Dubey et
al., 2015). O HD do PAX6 tem o menor numero de variantes descritas em relacdo
as outras regides (Deml et al., 2015; LOVD, 2017). Um nimero menor de mutacdes
€ identificado no dominio PST (152 aa) apesar do seu comprimento comparado ao
relativamente menor PD (128 aa) (LOVD, 2017). O PD é sugerido como um hotspot
mutacional (Dubey et al., 2015). De acordo com o banco de dados curado LOVD
(2017), das 472 variantes Unicas descritas, 193 (40.9%) estao localizadas no PD,
no PST sao verificadas 87 (18.4%) variantes, 43 (9.1%) variantes sao observadas
no HD, e por fim 41 (8.7%) ocorrem na regido LNK. As 108 (22.9%) variantes
restantes estao localizadas em outras regides do gene ou correspondem a grandes

delecdes.
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Cerca de 10 a 20% dos casos de AC néo estdo associados a mutacdes no
gene PAX6 (Lim et al., 2012; Ansari et al., 2016). Apesar de uma noc¢ao prévia de
que casos de AC sem nenhuma mutacdo detectavel no PAX6 apresentariam
fendtipos mais leves, ja foram realizados estudos que apresentaram resultados
discordantes, onde houve grande variacao de fendtipos, desde os mais leves até
0S mais graves, em paciente com e sem mutacdes neste gene (Deml et al., 2015;
Dubey et al., 2015; Ansari et al.,, 2016; Yokoi et al., 2016). Também foram
identificadas variacdes de fenoétipos dentro de uma mesma familia segregando uma
Gnica mutacdo (Fernandes-Lima et al., 2014). Provavelmente a ndo identificacao
de mutacBes no PAX6 em alguns casos de aniridia deve-se ao fato que algumas
regides deste gene nao sao rotineiramente sequenciadas, como as regides 5’ e 3’
nao traduzidas e os introns, que podem conter elementos cis- e trans-reguladores

gue podem modular a expressédo do gene (Lim et al., 2012).

1.4. Genes modificadores

Na literatura, como ja mencionado nas secdes anteriores, € de conhecimento
geral a grande variabilidade fenotipica observada entre os casos relatados de AC,
mesmo entre aqueles pertencentes a uma mesma familia que carregam a mesma
mutacdo ao longo das geracdes (Chien et al., 2009; Jin et al., 2012; Park et al.,
2012; Chograni et al., 2014; Dubey et al., 2015; Primignani et al., 2016). Este
fenbmeno também é observado em outros distdrbios, 0os mais impressionantes
exemplos sao vindos de estudos com gémeos nao idénticos em que pacientes que
crescem compartilhando o mesmo ambiente e portam a mesma mutacéo causal,
porém mostram fendtipos distintos, provavelmente por conta de determinantes
genéticos que agem como modificadores (Walia et al. 2008; Kousi & Katsanis,
2015). Diante disto, torna-se dificil a correlacdo gendtipo-fenotipo acurada o que
nos leva a questionar quais outros fatores poderiam estar envolvidos e contribuindo
para a variabilidade observada na AC. Neste momento entram em cena os “genes
modificadores”, estes genes tém essa denominacgao por possuirem a capacidade

40



de interferir e influenciar na expressividade fenotipica de outros genes em um ou

mais loci (Futuyma, 1998).

Embora seja notavel o progresso na identificacdo das mutacfdes causais de
diversos disturbios genéticos, como ocorre na relacdo AC e PAX6, o entendimento
do efeito do background genético de cada individuo na expressividade fenotipica
nao tem acompanhado este ritmo, possivelmente devido aos desafios das
metodologias utilizadas para identificar estes genes modificadores. No entanto, o
conhecimento dos genes e mutagdes que causam determinadas condi¢cdes tem um
modesto impacto na habilidade de predicdo do prognéstico com relagdo aos
aspectos da expressividade do disturbio, tais como a idade de inicio, a taxa de
progressao, a gravidade e a manifestacao de outras morbidades (Kousi & Katsanis,
2015). As evidéncias clinicas e genéticas sugerem, que mesmo para os disturbios
classicamente monogénicos, a visdo que a expressividade do fendtipo é
exclusivamente propriedade de uma mutacdo dominante ou recessiva em um locus
anico pode ser uma simplificacdo excessiva do fendmeno bioldgico (Dipple &
McCabe, 2000; Badano & Katsanis, 2002; Schaffer, 2013; Kousi & Katsanis, 2015).
O conceito de genes modificadores ndo € novo (Haldane, 1941), porém poucos sdo
os esfor¢cos para compreender a arquitetura genética, causalidade e expressividade
variavel de alguns distarbios, como exemplo, na Doenca de Hirschsprung, na
Distrofia Muscular de Duchenne e na Fibrose Cistica (Wallace & Anderson, 2011;
Kousi & Katsanis, 2015; Vo & McNally, 2015; Trouvé et al., 2017).

1.4.1. Propriedades dos genes modificadores

Além de esclarecer e explicar, ainda que em parte, a complexa variabilidade
de determinadas condi¢cbes, os genes modificadores podem ainda ser utilizados
como marcadores e auxiliar a classificagdo de determinados disturbios. Os
fenbmenos descritos pelos termos epistasia, heranga oligogénica, ou ainda
interacdo/modificacdo genética, sdo todos sindbnimos de um mesmo processo, ou

seja, o efeito de um gene/alelo no resultado fenotipico de um segundo gene/locus.
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Uma maneira de definir este fenbmeno genético consiste em estabelecer se o locus
primério é necessério e suficiente para causar a doenca (Kousi & Katsanis, 2015).
Em caso positivo, entdo a presenca do alelo em um segundo locus/gene pode
exercer o papel de modificador na expressividade fenotipica, que pode ser definido
por taxas de progressédo da doenca, a gravidade do fenotipo ou na manifestacao
de endofendtipos que necessitam de interacdes genéticas; se ndo, entdo o
requerimento de um alelo em um segundo gene para manifestar o disturbio define
um caso de heranca digénica ou oligogénica (Hamilton & Benjamin, 2012; Kousi &
Katsanis, 2015).

Um gene modificador pode exercer seu efeito no fendtipo estabelecido pela
mutagcdo no locus primério de diversas maneiras. Dependendo da natureza do
modificador esta interacdo pode resultar em penetrancia reduzida de um especifico
endofendtipo(s) e ou disturbio; em variavel expressividade resultando ou em um
exacerbado fendtipo (inicio mais cedo e progressao mais rapida da doenca); ou em
uma apresentacdo clinica mais leve (idade de inicio mais tardia, progressao
atenuada da doenca e auséncia/protecao de especificos endofenétipos). Ha ainda
os modificadores que potencializam a manifestacdo de especificos endofenétipos
resultando no que podera ser descrito como novas formas do disturbio (Hamilton &
Benjamin, 2012; Kousi & Katsanis, 2015).

Algumas propriedades devem ser levadas em consideragéo para a avaliacdo

de potenciais modificadores, como veremos nos tépicos a seguir:

e Heterogeneidade alélica: A natureza da mutacéo pode levar a fenétipos
distintos, como os exemplos citados relacionados a aniridia, onde
mutacdes nonsense podem levar a fenotipos mais graves, enquanto
que mutacdes missense, podem determinar fendtipos mais leves
(Azuma et al., 2003; Tzoulaki et al., 2005; Lee et al, 2008; Lee & Colby,
2013; Hingorani et al., 2009; 2012; Chang et al., 2015; Liu et al., 2015;
Vasileya et al., 2017).

e Mudltiplas interacdes e interacdes gene/alelo especificas: O efeito dos
genes modificadores na penetrancia e/ou expressividade fenotipica
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pode variar a partir da modificagdo de um modelo monogénico, em que
um modificador pode ser considerado para a maioria da variabilidade
observada, ou um modelo mais complexo onde mais do que um
determinante genético interage com o locus primario do disturbio (Kousi
& Katsanis, 2015). Estudos abordando AC e potenciais modificadores,
para 0 nosso conhecimento, ndo foram ainda relatados, apesar de ser
reconhecida a sua importancia (Primignani et al., 2016).

Modificadores localizados no mesmo locus/regido do gene causal da
condicdo: Genes modificadores em posi¢ao cis com o gene causal do
distirbio podem ser considerados como variantes alvos e serem
transmitidos em desequilibrio de ligacdo com a mutacdo causal. Os
fatores de transcricao, e outros genes relacionados a regulagcéao, podem
ser utilizados como exemplo (Hamilton & Benjamin, 2012; Kousi &
Katsanis, 2015).

Frequéncia das variantes modificadoras na populagdo geral:
Assumindo que um alelo modificador sozinho néo é suficiente para
levar ao distarbio, este pode ser relativamente comum na populacéo
geral, dificultando a distincdo entre as variantes importantes para a
determinacao do fendtipo versus as variantes benignas. No segundo
patamar, existem alelos de frequéncia intermediaria na populacdo
geral. E por fim as variantes raras que sao enriquecidas em individuos
afetados quando comparados aos individuos controles. Embora seja
mais facil estabelecer a importancia de variantes raras para a
causalidade do distarbio ou a sua predisposicdo, 0 mesmo nao é
verdadeiro para as variantes comuns que sao super-representadas na
populacao controle. No contexto de genes modificadores, a questao
nao é 0 quao comum ou rara a variante €, mas como elas trabalham
juntas e qual é o seu efeito cumulativo na expressividade e penetrancia
do disturbio (Gibson, 2012; Kousi & Katsanis, 2015).
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1.4.2. Desafios e estratégias para a identificacdo de potenciais genes

modificadores

Além das limitacbes metodoldgicas, existem desafios adicionais a serem
considerados para a identificagao de potenciais modificadores. A disponibilidade da
avaliacdo clinica acurada com caracterizacdo detalhada do fenétipo é um desses
desafios. Muitos estudos apresentam casos caracterizados apenas de forma
qualitativa para a presenca/auséncia da caracteristica. Por sua vez os efeitos dos
fatores ndo genéticos representam o maior aspecto confundidor (Kousi & Katsanis,
2015).

Em relacao as estratégias para identificacdo de genes modificadores, diversas
técnicas e abordagens podem ser utilizadas (Figura 6), preferencialmente
combinando vérias linhas de investigacado a fim de oferecer mais acuracia aos
achados finais, como ja utilizado em alguns estudos prévios (Wallace & Anderson,
2011; Vo & McNally, 2015; Trouvé et al., 2017). Algumas das estratégias utilizadas
sdo: analise de ligacdo, estudos de associacdo de locus candidato, abordagem de
gene candidato, candidatos baseados em sistemas, andlise de transcriptoma,
analise de dados de exoma completo e modificadores em linhagens de
camundongos induzidos por mutacdo (Hamilton & Benjamin, 2012; Kousi &
Katsanis, 2015; Vo & McNally, 2015).
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Figura 6. Exemplos de estratégias para a identificacao de genes modificadores. A.
Analise de ligacdo, como membros afetados de uma familia manifestando
endofendtipos especificos ou gravidade variavel do disturbio. Através da avaliacdo
do conjunto da amostra para o endofenétipo ou caracteristica de interesse, o loci
modificador candidato pode ser mapeado. O snapshot do cromomosso 9 no painel
A é original do UCSC browser (http://genome.ucsc.edu/). B. Estudos de associacao
comparando coortes de pacientes com (cinza) ou sem (branco) um modificador da
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gravidade/expressividade do disturbio, para obter um sinal para o locus/posicao que
abriga o(s) alelo(s) modificador(es). C. A abordagem de gene candidato avalia se
0S genes aos quais os produtos operam dentro de uma mesma via podem exercer
um efeito modificador um ao outro. O exemplo ilustrado € proveniente da
observacdo onde mutacdes em PRPH2 (Peripherin 2) e ABCA4 (ATP Binding
Cassette Subfamily A Member 4) podem agravar o fenotipo de degeneracao da
retina quando combinados com a mutacao causal do distarbio em ROML1 (Retinal
Outer Segment Membrane Protein 1). D. A hipétese baseada em sistema € avaliada
a probabilidade de genes especificos interagirem fisicamente ou manifestar similar
perfil de expressdao modificadas em controles versus individuos afetados para
construir uma rede genética que resulta na patogénese do disturbio. Tais como as
redes de interacdo entre genes que causam 0 mesmo ou similares disturbios. E.
Na analise de transcriptoma, os graficos de heatmaps comparam modificacées na
expressao ao nivel dos genes entre individuos afetados e saudaveis. F. Utilizacédo
de linhagens de camundongos induzidos por mutacédo para mapear modificadores
em um background genético mais simplificado (Retirado de Kousi & Katsanis,
2015).

O conhecimento da mutacdo causal nem sempre estd acoplado a um
prognéstico acurado. Apesar dos numerosos relatos apoiando a presenca e
importancia dos genes modificadores, este campo nao tem progredido téo
rapidamente comparado a identificacdo das muta¢cdes causais dos disturbios. Uma
das razfes para esta diferenca € a nossa limitacdo em reconhecer interacdes entre
alelos e variantes (Eichler et al. 2010; Kousi & Katsanis, 2015; Primignani et al.,
2016). Apesar dos avancos nas tecnologias de sequenciamento, o numero de
estudos para a identificacdo de genes modificadores permanece pequeno até o
momento devido a muitas razdes tais como os limitados tamanhos da populagao
afetada, a heterogeneidade genética, a baixa frequéncia no qual uma particular
combinacdo de alelos estd presente na populacdo, e descricbes clinicas
incompletas (Flint & Mackay, 2009; Kousi & Katsanis, 2015) Os modelos animais
por sua vez tém fornecido uma poderosa ferramenta para a identificacdo de genes

modificadores (Hamilton & Benjamin, 2012; Kousi & Katsanis, 2015).
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A identificacdo dos genes modificadores podera levar a uma compreensao
mais aprofundada das vias biologicas afetadas e processos celulares. Entender a
base do disturbio de uma forma mais acurada nos possibilita o desenvolvimento de
novas drogas e terapias mais eficientes, melhorar o progndstico e diagnéstico
genético para as familias e até mesmo prevenir a manifestacdo do disturbio ou
caracteristicas especificas, através de um manejo clinico personalizado de acordo
com as peculiaridades de cada individuo (Kousi & Katsanis, 2015; Vo & McNally,
2015).

Diante dos casos vastamente variaveis de AC, e considerando ser um
distarbio que ndo possui cura até o presente momento, o manejo adequado dos
individuos afetados a fim de possibilitar uma melhor qualidade de vida ao amenizar
as diversas manifestacdes associadas, ou parte delas, a investigagao de potenciais
modificadores pode nos auxiliar nesta conduta. Genes envolvidos no
desenvolvimento e manutencao dos olhos, assim como aqueles envolvidos em vias
de sinalizacdo, apoptose e modificacfes pds-traducionais (Graw, 2010) séo fortes

candidatos para um ponto de partida para estes estudos.
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2.  JUSTIFICATIVA

A aniridia congénita (AC) é uma anomalia rara que pode estar associada a
diversas anormalidades oculares estruturais e/ou funcionais. A perda de visao
progressiva € um dos maiores prejuizos. Embora ndo exista cura para esta
anomalia, é possivel o tratamento de algumas das anormalidades associadas, tais
como a catarata e o glaucoma, a fim de amenizar os efeitos e proporcionar bem-
estar fisico e psicolégico, melhorando a qualidade de vida dos individuos afetados.
A AC é herdada como heranca autossémica dominante em 2/3 dos casos, o 1/3
restante corresponde a casos que ocorrem por mutacao “de novo”. Nos casos
familiais € observada alta penetrancia porém expressividade variavel. Apesar de
ser possivel o diagndstico clinico apos exame oftalmolégico, o diagnostico
molecular nos permite definir se o caso se trata de AC isolada ou se € uma
manifestacdo dentro do espectro de sindromes as quais ela pode estar associada.
Um exemplo, € a WAGR, que neste caso € necessario um acompanhamento
adequado do individuo para a verificacdo da presenca do Tumor de Wilms. Uma
vez determinado o diagnéstico de AC isolada, um novo desafio é lancado: o que ha

por traz da biologia de fenétipos tdo complexos e variaveis?

Embora aproximadamente 90% dos casos de AC seja devido a mutacdes no
PAX®6, a relacdo entre o tipo da mutacao e o fenétipo observado ainda ndo € bem
determinada. Alguns estudos sugerem que a natureza da mutacdo (missense ou
nonsense, por exemplo) ou ainda que a regido no qual ocorre a mutacéo (Paired
Domain, Homeo Domain ou Regido PST) podem definir a gravidade do fenétipo,
porém na literatura sdo observados muitos relatos de individuos de uma mesma
familia que compartilham a mesma mutacdo e o mesmo background ambiental e
apresentam fendtipos distintos. Nesta tese, além de corroborar com os estudos
previamente descritos na literatura no ambito da correlacdo gendtipo-fenoétipo, nos
também pretendemos demonstrar possiveis genes modificadores que além de
ampliar o conhecimento em relacdo ao mecanismo envolvido nesta condicao,
também possibilite e incentive pesquisas futuras por tratamentos e terapias

apropriadas para os individuos afetados.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Investigar caracteristicas moleculares em familias brasileiras com aniridia
congeénita.

3.2. Objetivos especificos

e Relacionar os fenoétipos de aniridia congénita com possiveis mutacdes no
gene PAXG;

e Investigar o impacto das mutacfes identificadas neste trabalho e nas
descritas na literatura, sobre a estrutura da proteina PAX6;

e Analisar possiveis interacbes entre o PAX6 e genes relacionados ao
desenvolvimento;

e Estudar potencial influéncia de genes modificadores na variabilidade

fenotipica na aniridia congénita.
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7. DISCUSSAO

Apesar de bem estabelecida a etiologia genética da aniridia congénita (AC)
para a maioria dos casos, 0 entendimento completo da relacédo gendtipo-fenétipo
ainda ndo esta completamente estabelecido. Sabe-se que 90% dos casos de AC
sao devido a mutacBes no gene PAX6 (Paired Box 6) (Hingorani et al., 2012). O
banco curado LOVD (2017) lista 472 variantes Unicas. Este gene € bem conservado
evolutivamente e, portanto, variantes em diversas regides do gene podem levar a

anomalias oculares, como a AC.

Um dos objetivos desta tese foi contribuir para o melhor entendimento da
relacdo gendtipo-fenotipo, PAX6-aniridia. No Capitulo IV, descrevemos uma nova
mutacao identificada no dominio de transativagao rico em prolina, serina e treonina
(PST) da proteina PAX6 (c.955 958dupGACA) em um individuo afetado por AC
com outras anomalias associadas. A mutagcédo, segundo preditores funcionais in
silico, introduz um erro na matriz de leitura na posicao 334, resultando em um cédon
de término prematuro (PTC) na posi¢cdo 355, mantendo os dominios de ligacao
Paired Domain (PD) e Homeo Domain (HD). Alguns estudos tém proposto que
proteinas PAX6 que mantém os dominios de ligacdo PD e HD intactos, porém
apresentam alteracdes no PST e regido C-terminal, estdo associadas a fenotipos
com AC total, enquanto que proteinas com muta¢cdes no HD, com ou sem
alteracdes no PD, estéo relacionadas com hipoplasia parcial da iris (Vincent et al.,
2003; Atchaneeyasakul et al., 2006).

Outra discussdo € quanto a natureza das mutacdes e se esta poderia
determinar a gravidade do fendtipo, neste caso, mutagdes nonsense determinariam
fenétipos mais graves, enquanto mutagdes missense, poderiam levar a fenotipos
mais leves. As variantes missense podem resultar nos mais variaveis fenétipos, no
banco de dados LOVD (2017) estdo descritas 67 variantes missense, cerca da
metade causa AC em uma forma mais leve, enquanto a segunda metade resulta
em hipoplasia da iris, catarata, hipoplasia foveal, adeséo iridocorneal, coloboma do

nervo oOptico e corioretinal, vitreo priméario hiperplastico persistente, glaucoma,
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opacificagdo corneal, esclerocornea, anoftalmia e microftalmia e Anomalia de
Peters (Deml et al., 2015; Ihnatko et al., 2016).

Porém a maioria das altera¢cdes no gene PAX6 que levam a AC séo causadas
por mutacdes que introduzem um PTC na open reading frame (ORF) deste gene.
Os mMRNAS contendo PTCs séo degradados por uma via de decaimento nonsense
(NMD) (Chang et al., 2007), resultando em perda de funcdo de uma cépia do PAX6,
este tipo de mutacao tipicamente determina um fenétipo mais grave (Tzoulaki et al.,
2005; Wen, 2008; Dubey et al., 2015; Bobilev et al., 2016; lhnatko et al., 2016). Na
literatura, 0 mecanismo mais aceito pelo qual mutacdes no PAX6 levam a AC, é o
da haploinsuficiéncia. O gene neste caso, possuiria uma reducdo pela metade do
seu produto devido a perda de funcdo de uma copia, e portanto, os mMRNAS
transcritos a partir de uma Unica cépia funcional sdo incapazes de produzir
adequados niveis da proteina PAX6, que neste caso ficariam abaixo da dose critica
requerida para iniciar a transcricdo de seus genes alvos downstream, o que
prejudicaria o desenvolvimento do olho normal (Cvekl et al., 1994; Singh et al.,
1998; Kokotas & Petersen, 2010; Hingorani et al., 2012; Dubey et al., 2015).

Entretanto, outro mecanismo tem sido discutido, o efeito dominante-negativo.
Singh e colaboradores (1998) ja demonstraram em ensaios funcionais que
proteinas PAX6 cujas muta¢cdes ocorrem no PST, e desde que mantenham o PD e
o HD intactos, podem competir pelos sitios alvos de ligagdo com as proteinas PAX6
normais e, consequentemente, reprimir a atividade destas. No entanto, as
mutacdes missense, que perderam a habilidade de ligacdo através do PD, nao
reprimiram a atividade das proteinas normais. Na presenca da PAX6 mutante, as
proteinas PAX6 normais apresentam uma ligacdo mais fraca ao DNA, enquanto as
proteinas mutantes mostram uma afinidade 3 a 5 vezes maior na ligacdo ao DNA,
e desta forma, podem reduzir a atividade da PAX6 normal mesmo em quantidades
subestequiométricas. A alteracado no PST parece resultar em uma maior habilidade
de ligagdo da PAX6 mutante, levando ao efeito dominante-negativo. Nesta situagéo
a dose residual de PAX6 normal seria ainda mais prejudicada em relagdo ao
mecanismo da haploinsuficiéncia, uma vez que haveriam fatores impedindo o seu

correto funcionamento, neste caso, os fatores seriam as proteinas mutantes.
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Portanto, combinando os relatos da literatura e os achados clinicos e moleculares
no caso analisado neste trabalho, nés propusemos que 0 mecanismo que esta
atuando na proteina resultante da mutacao identificada e que poderia explicar,
mesmo que em parte, o fendtipo mais grave neste individuo, € o dominante-
negativo. Para corroborar esta hipétese sera necessario a realizagdo de estudos

funcionais, o que, por limitacdes de técnica, ainda nao foi possivel realizar.

A dificuldade em determinar a correlacdo genétipo-fendtipo nos individuos
com AC se deve a grande gama de mutacOes descritas nesta anomalia e sem um
padrdo especifico. Individuos que apresentam uma mesma mutacdo, ainda que
pertencentes a uma mesma familia, podem apresentar fenotipos variados como
visto em varios estudos anteriores (Brémond-Gignac et al., 2005; Chien et al., 2009;
Jin et al., 2012; Park et al., 2012; Cao et al., 2014; Chograni et al., 2014; Lee et al.,
2014; Chang et al., 2015; Dubey et al., 2015; He et al., 2015; Liu et al., 2015;
Primignani et al., 2016; Yokoi et al., 2016; Miao et al., 2017; Pérez-Sol6érzano et al.,
2017; Vasilyeva et al.; 2017; Zhang et al., 2017) e na familia que estudamos

anteriormente (Fernandes-Lima et al., 2014).

A busca no Capitulo V nos levou a cinco genes como potenciais
modificadores. Dois pertencentes a familia das cristalinas, CRYAA (Crystallin Alpha
A) e CRYBB3 (Crystallin Beta B3); uma aquaporina, MIP (Major Intrinsic Protein Of
Lens Fiber); e dois pertencentes a familia das conexinas GJA3 (Gap Junction
Protein Alpha 3) e GJA8 (Gap Junction Protein Alpha 8). Aproximadamente metade
dos casos de CC apresentam mutac¢des nos genes da familia das cristalinas. Esta
familia de genes codifica proteinas estruturais que sdo importantes para a
manutengao da transparéncia do cristalino. Em torno de 15% das mutagdes que
levam a CC ocorrem em genes da familia das conexinas. As proteinas produzidas
por estes genes possuem importante papel no transporte de metabdlitos entre as
células, uma vez que o cristalino é uma estrutura avascular. Cerca de 10% dos
casos apresentam mutacdoes em fatores de transcricdo. Aproximadamente 5%
ocorre em genes de filamentos intermediarios ou aquaporinas, que também
possuem importante papel no transporte através das membranas. E por fim, cerca

de 10% dos casos de CC ocorrem em diversos outros genes e os outros 10%
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restantes ndo possuem um gene identificado (Graw, 2009; 2010; Shiels &
Hejtmancik, 2013; Deng & Yuan; 2014; Yu et al., 2014).

Os genes identificados em nosso estudo como potenciais modificadores ja
foram descritos como envolvidos com outras anormalidades oculares além da
catarata e alguns deles podem apresentar penetrancia incompleta. O gene CRYAA
ja foi relacionado a microcorrnea (Vanita et al., 2006; Khan et al., 2007; Hansen et
al., 2007; Sun et al., 2011), microftalmia (Brady et al., 1997; Litt et al., 1998) e
glaucoma (Huang et al., 2015) além da CC total (Santhiya et al., 2006). Richter e
colaboradores (2008) observaram microcornea e opacificacdo da cérnea nos casos
estudados. Vanita e colaboradores (2006) ainda sugerem que as a-A-cristalinas
estdo envolvidas no desenvolvimento do segmento anterior do olho, além do
cristalino. Uma mutacao no gene CRYBB3 foi identificada por Reis e colaboradores
(2013) como a causa de multiplos tipos de CC autossémica dominante segregando
em uma familia com penetrancia incompleta. O gene MIP por sua vez ja foi
relacionado a casos apresentando glaucoma (Verma et al., 2015), enquanto que
GJA3 apresentou penetrancia incompleta em uma familia com CC descrita por
Burdon e colaboradores (2004). Também j& foram observadas variacbes
fenotipicas inter- e intra-familial com relacdo a morfologia e a localizacdo da
opacificacdo do cristalino, em casos com mutacées no GJA3, 0 que sugere a
influéncia do background ambiental e de outros genes nesta variabilidade (Zhang
et al., 2012). Em relacdo ao gene GJA8 também foram descritos casos com
microcornea (Devi & Vijayalakshmi, 2006; Sun et al., 2011), microftalmia (Ma et al.,
2016; 2017) e glaucoma (Huang et al., 2015) como foi observado no gene CRYAA.
Foi ainda observado CC do tipo estrelada além de microcérnea em uma familia
relatada por Hansen e colaboradores (2007). He e colaboradores (2011) também
demonstraram penetrancia incompleta nos casos analisados em uma familia com
CC apresentando mutacdes em GJA8, como observado para os genes CRYBB3 e
GJA3.

As anormalidades descritas acima também ja foram observadas em
individuos afetados por AC com mutacdes no PAX6 descritos em estudos prévios,

incluindo o nosso (Fernandes-Lima et al., 2014; Chang et al., 2015; Dubey et al.,

110



2015; Yokoi et al., 2016). A analise de predicdo de rede de interacdo proteina-
proteina demonstrou que a PAX6 interage com MIP através de dois intermediarios,
a ubiquitina ITCH (Itchy E3 Ubiquitin Protein Ligase) e a proteina kinase PRKACA
(Protein Kinase CAMP-Activated Catalytic Subunit Alpha). MIP por sua vez interage
com GJA3 e GJA8. CRYAA e CRYBB3 ndo mostraram evidéncia de interacao
direta com a PAX6. Apesar disto, de acordo com a literatura, o PAX6 ativa genes
codificantes de proteinas de citoesqueleto, estruturais e de membrana durante o
desenvolvimento dos olhos (Graw, 2010), familias onde os genes propostos neste
estudo estao incluidos. Estudos a fim de identificar genes modificadores na AC nao

foram ainda descritos na literatura.

Mutacdes no gene PRPH2 (Peripherin 2) estdo descritas na literatura como
associadas a degeneracdo na retina, porém é observada uma variabilidade
fenotipica entre os casos. Utilizando a abordagem de genes modificadores, estudos
tém demonstrado a funcdo do gene ROM1 (Retinal Outer Segment Membrane
Protein 1) e ABCA4 (ATP Binding Cassette Subfamily A Member 4) como potenciais
modificadores de fenétipos na heranca complexa da degeneracado da retina, onde
podem ser observados Retinite Pigmentosa (RP), degeneracdo macular e Fundus
Flavimaculatus (Weleber et al., 1993; Kajiwara et al. 1994; Rivolta et al. 2002;
Poloschek et al. 2010). O gene ROM1 foi o primeiro destes a ser identificado como
modificador, Kajiwara e colaboradores (1994) investigaram trés familias que
apresentavam fendétipos distintos, todas possuiam uma mutacao em heterozigose
em PRPH2 (p.L185P). Apenas nos membros da familia que apresentaram
mutacdes em PRPH2 e em ROML1 (p.114fsX) desenvolveram RP. Enquanto os
individuos que foram heterozigotos para apenas uma dessas mutacfes, nao
desenvolveram RP (Kajiwara et al. 1994; Rivolta et al. 2002). Posteriormente a
funcdo do ROM1 como modificador foi corroborada por um estudo que investigou
15 membros de uma familia, onde aqueles que apresentavam mutacdo em PRPH2
(p-R172W) combinada com alteragdo em ROM1 (p.R229H) demonstravam um
fendtipo mais grave, com perda de funcdo das células Rod mas né&o das células
Cone da retina. Ainda neste estudo, um subgrupo de pacientes com uma mutacao
em um terceiro gene, o ABCA4 (p.V2050L), combinada com as mutacles

observadas em PRPH2 e ROM1, o fenotipo foi ainda mais grave, com avancada
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degeneracdo macular, nictalopia e grave perda das fungBes das células Rod e
Cone (Poloschek et al. 2010).

E importante ressaltar que andlises moleculares nos genes propostos em
individuos com AC, assim como foram realizadas nos estudos relacionados a
degeneracdo da retina, sdo necessarias para corroborar nossa hipotese de que
CRYAA, CRYBB3, MIP, GJA3 e GJA8 séao potencias genes modificadores para a
variabilidade fenotipica inter- e intra-familial observada na AC. Este tipo de estudo
pode contribuir para um melhor manejo das caracteristicas clinicas de cada

paciente direcionando-os para um tratamento personalizado.

No capitulo VI nosso grupo avaliou os polimorfismos rs1042522 do TP53
(Tumor Protein P53) e rs2279744 do MDM2 (MDM2 Proto-Oncogene) para 29
individuos afetados por AC (17 destes apresentando CC além da AC) pertencentes
a familia previamente investigada por nosso grupo e mencionada anteriormente
(Fernandes-Lima et al., 2014). Observamos através de analises in silico de predicao
de redes de interacdo proteina-proteina (dados ndo apresentados nesta tese) que
o0 TP53 se posiciona como um intermediario entre 0 PAX6 e 0s genes modificadores

propostos no capitulo V.

Embora as frequéncias alélicas e genotipicas tenham sido distintas entre os
dois grupos, nao foi encontrada associagao positiva entre as variantes analisadas
e a ocorréncia de CC nos individuos afetados pela AC. Porém, € importante
ressaltar que o0 nosso numero amostral € limitado para obter resultados estatisticos
significantes. Alguns estudos evidenciaram o potencial papel de genes de apoptose
como o TP53 e seu principal regulador, o MDM2, durante o desenvolvimento do
olho e do cristalino, observado em ensaios in vivo em camundongos e galinhas
(Geatrell et al., 2009; Liu et al., 2012; Vuong et al., 2012; Hu et al., 2014). Zhang e
colaboradores (2014) demonstraram ainda que a delecdo de MDM2 em embrides
de camundongos leva a uma ativacdo anormal de TP53 resultando em defeitos no
desenvolvimento do cristalino. O gene TP53 também ja foi previamente identificado
como regulando diretamente o gene CRYAA (Ji et al., 2013).
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Esta tese teve por objetivo contribuir com os estudos que buscam
compreender a ampla variacdo fenotipica observada na AC e a sua correlacéo
genadtipo-fendtipo. Apesar de ser uma anomalia rara, a AC merece atencao
especial, devido aos prejuizos funcionais e sociais que ela traz aos individuos
afetados. Em decorréncia da perda visual progressiva, que pode ser iniciada ainda
na infancia, estes individuos sao impostos a limitacdes de acesso a educacao e
profissionalizacdo. Porém € importante ressaltar que embora ndo exista cura para
a AC até o momento, algumas das anormalidades que estédo associadas podem ser
tratadas, tais como a CC e o glaucoma. O bem-estar de cada individuo afetado
dependera de como essa condicdo e 0s prejuizos fisicos e psicolégicos que a
acompanham serdo tratados caso a caso. O conjunto de dados deste trabalho, visa,
portanto, melhorar a compreensao dos aspectos peculiares da AC assim como
promover o manejo adequado dos individuos afetados por esta anomalia bem como
de seus familiares ndo afetados, proporcionando a estes tratamento e
aconselhamento genético apropriados. Em uma visdo mais otimista e ambiciosa, o
entendimento dos fatores genéticos envolvidos na biologia da AC além do PAXS,
podem auxiliar pesquisas futuras no campo do desenvolvimento de drogas e
terapias a fim de reverter os prejuizos clinicos, ou no minimo, bloquear a

progresséo destes, nos individuos afetados.
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CAPITULO VIII - PERSPECTIVAS
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8. PERSPECTIVAS

Esta tese apresentou a importancia dos estudos moleculares em humanos

afetados pela AC, porém ainda h& muito a ser feito.

1. Realizar ensaios funcionais da mutagéo encontrada no gene PAX6 a fim
de demonstrar o impacto destas sobre a proteina no artigo descrito no
Capitulo V.

2. Avaliar outros casos de individuos afetados por AC, incluindo pesquisa de
mutacbes no gene candidato PAX6 e em outros genes descritos na
literatura ja previamente relacionados com a anomalia, bem como ensaios
funcionais quando possivel.

3. Realizar testes moleculares dos possiveis genes modificadores propostos
no Capitulo V nos individuos da familia descrita por nosso grupo.

4. Testar estes genes em outros individuos portadores de AC com e sem CC
e controles.

5. Ampliar os testes para os polimorfismos dos genes TP53 e MDM2 em

outros casos de AC com e sem CC.
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10. RECURSOS ONLINE
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Branca, Alagoas. Num segundo momento amostras de saliva serdo coletadas para que a investigagdo em
nivel de DNA possa ser realizada. Os autores pretendem identificar a(s) mutagdo (6es) envolvida(s) na
patologia que acomete os pacientes de Agua Branca, e deste modo, contribuir para o diagnéstico e
aconselhamento genético dos envolvidos. Além disso, o estudo também pretende gerar conhecimento sobre
as rotas de genes envolvidos no desenvolvimento ocular.

Visto este ser um projeto conectado a outros, vale lembrar que os pacientes que participardo do presente
estudo serdo acompanhados por uma equipe multidisciplinar, incluindo médicos oftalmologistas, de modo
gue entre os objetivos da proposta estd 0 acompanhamento e tratamento dos afetados e familiares.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Adequadamente apresentados ap6s cumprimento das diligéncias.

Comentarios e Consideragcoes sobre a Pesquisa:

Projeto apresenta relevancia cientifica e social, sendo que a presente versdo atendeu as diligéncias
solicitadas pelo CEP-UFRGS.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Adequado.

Recomendacoes:

Aprovar.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Atendido todos as diligéncias.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Projeto apresenta relevancia cientifica e social, sendo que a presente versdo atendeu as diligéncias
solicitadas pelo CEP-UFRGS.

Encaminha-se
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Assinador por:
MARIA DA GRACA CORSO DA MOTTA
(Coordenador)
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11.2. ANEXO Il — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Adulto)

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Adulto)

Projeto: Avaliacdo 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
nasceng¢a da iris que se chama aniridia, e que pode levar a cegueira. Para isso, vamos
analisar histérias das familias com aniridia, onde sdo 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 salude para obter

informagdes complementares.

Gostariamos de pedir a sua autorizagdo para realizar estes procedimentos.
Algumas pessoas podem preferir participar de apenas uma etapa da pesquisa e nao 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 a confidencialidade das informagdes obtidas. As
analises dos fatores genéticos sera feita 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
é com a parte esterilizada do recipiente, portanto o risco de contaminagéo e desconforto
com a coleta € minimo. O presente estudo apresenta outros riscos como quebra de
confidencialidade e privacidade. No entanto, ha garantias fornecidas pelo coordenador do

estudo de que estes danos serao evitados.
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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 o que estes resultados
significam para sua saude e de seus filhos. Poderemos Ihe explicar também quais sdo as
chances que vocé tem de ter filhos com aniridia e que tipos de tratamento sao 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 (561-3308-9826) e
a profa. Isabella Monlleo (82 3202-3774) e o prof. Reinaldo Luna (82 3315-6711) que
poderdo ser contatadas 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 duvida a cerca da pesquisa. Também tem
liberdade de nado participar do estudo ou de mudar de idéia mesmo depois de ter

concordado.

A. Consentimentos dados pelo participante com idade adulta legal

Coleta de dados familiares e de saude (entrevista)

O Concordo em fornecer informagdes sobre mim e minha familia, relacionadas ao

nascimento de pessoas com aniridia e outros dados de saude.

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

U Concordo em ser examinado por médicos geneticistas e oftalmologistas.

U Nao concordo em ser examinado por médicos geneticistas e oftalmologistas.

Coleta de material biolégico (saliva)
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U Concordo em fornecer amostra de saliva para exiragdo de DNA para analise de fatores

genéticos envolvidos com aniridia.

U Nao concordo em fornecer amostra de saliva para extragdo de DNA para analise de

fatores genéticos envolvidos com aniridia.

Coleta de fotografias

U Autorizo a realizagéo de fotografias de meu rosto

U Nao autorizo a realizagao de fotografias de meu rosto
Autorizagado para acesso de informagoes de prontuarios

U Autorizo a consulta de dados dos meus prontuarios médicos.

U Nao autorizo a consulta de dados dos meus 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:

Assinatura ou impressao digital:

Testemunha no caso de participante nao alfabetizado:

Data:

Nome do pesquisador:

Assinatura: Data:
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11.3. ANEXO Ill = Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Crianca e
Adolescente)

Termo de Consentimento Livre E Esclarecido (Crianga 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 histérias das familias com aniridia, onde séo importantes informagoes 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 autorizagdo para realizar estes procedimentos.
Algumas pessoas podem preferir participar de apenas uma etapa da pesquisa e nao 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 informagdes obtidas. As analises dos
fatores genéticos sera feita 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
é com a parte esterilizada do recipiente, portanto o risco de contaminagao e desconforto
com a coleta € minimo. O presente estudo apresenta outros riscos como quebra de
confidencialidade e privacidade. No entanto, ha garantias fornecidas pelo coordenador do

estudo de que estes danos serao evitados.
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Vocé terd direito ao acesso aos resultados da investigagdo genética. Se tiver
interesse, vamos lhe entregar estes resultados através de uma consulta médica que se
chama aconselhamento genético. Nesta consulta explicaremos o que estes resultados
significam para sua saude e de seus filhos. Poderemos |lhe explicar também quais sao as
chances que vocé tem de ter filhos com aniridia e que tipos de tratamento sao 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
poderdo ser contatadas em caso de duvidas, 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 duvida a cerca da pesquisa. Também tem
liberdade de nao participar do estudo ou de mudar de idéia mesmo depois de ter

concordado.

B. Consentimentos dados pelos pais (ou tutor legal) pela crianga ou

adolescente

Coleta de dados familiares e de saude (entrevista)

U Concordo em fornecer informagdes de saude

U Nao concordo em fornecer informagdes de saude

Exame fisico e oftalmolégico

U Concordo que seja realizado examinado por médicos geneticistas e oftalmologistas.
U Nao concordo que seja realizado examinado por médicos geneticistas e oftalmol
Coleta de material biolégico (saliva)

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

genéticos envolvidos com aniridia.
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U Nao concordo para extragdo de DNA para analise de fatores genéticos envolvidos com

aniridia.

Autorizagao para acesso de informagdes de prontuarios
U Autorizo a consulta de dados dos prontuarios médicos.

O Nao 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 participagao. Declaro ainda que uma copia deste termo me foi fornecida.

Nome do participante:

Nome do responsavel legal:

Assinatura ou impressao digital:

Testemunha no caso de participante nao alfabetizado:

Data:

Nome do pesquisador:

Assinatura: Data:
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