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A Sindrome de Axenfeld-Rieger ¢ uma entidade clinica rara, de transmissio autossOmica
dominante e grande variabilidade clinica, podendo chegar & penetrincia incompleta.
Manifesta-se clinicamente por malformacdes do segmento anterior do olho acompanhada
ou ndo de malformagdes extra-oculares, das quais as mais comuns s3o alteragSes dos 0ssos
craniofaciais e dos dentes e faléncia de involugio da pele peri-umbilical. O principal fator
de morbidade da sindrome € a associagio com glaucoma de desenvolvimento, presente em
aproximadamente 50% dos individuos afetados. Dois genes, PITX2, localizado no
cromossomo 4q25, e FOXCI, no cromossomo 6 p25, estdo associados & Sindrome de
Axenfeld-Rieger. Recentemente, identificou-se o gene GJAI associado a Sindrome de
Displasia Oculodentodigital, a qual compartilha aspectos clinicos com a Sindrome de
Axenfeld-Rieger tais como malformacdes do segmento anterior ocular, glaucoma e
alteragbes Osseas ¢ dentarias, tornando-se, assim também, mais um gene candidato para a
Sindrome de Axenfeld-Rieger. O objetivo deste estudo foi avaliar a freqiiéncia e os tipos de
mutacOes nos genes PITX2, FOXCI e GJAIl em pacientes portadores da Sindrome de
Axenfeld-Rieger associada a glaucoma, além de correlacionar possiveis alteragdes
moleculares com aspectos clinicos dos pacientes. Para tanto, foram examinados oito
individuos (casos-indice) acometidos pela sindrome associada a glaucoma, assim como
seus familiares. Apos avaliagio oftalmologica e sistémica, foram coletados Sml de sangue
periférico para extragio de DNA gendmico, o qual foi amplificado por reagio em cadeia de
polimerase utilizando-se pares de iniciadores especificos para as regides codificadoras e
limites intron/exon dos genes PITX2, FOXCI e GJAI, procedendo-se com o
seqilenciamento automatico para o rastreamento de mutagbes. Nio foram encontradas
mutagBes no gene PITX2. No gene FOXCI foram encontradas uma insergio
(1359-1360insGGC), uma delegio (718-719delCT) e uma mutagio de ponto do tipo sem
sentido (Trp152STOP) entre as familias estudadas. O paciente portador da delegio no gene
FOXCI era um caso isolado e apresentava apenas alteragdes oculares da sindrome. As
outras duas mutagdes ocorreram em pacientes com manifestagdes oculares e sistémicas da
doenga, estando a insercdo presente em um caso isolado e a mutagio sem sentido em seis
individuos da mesma familia com padrio de transmissio autossdmico dominante. O
rastreamento de muta¢bes no gene GJA7 evidenciou uma mutagio de ponto do tipo sentido

trocado (Ala253Val) em trés individuos da mesma familia, sendo que um deles era
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clinicamente normal e dois sintoméaticos que apresentavam concomitantemente a mutagdo
Trp152STOP no gene FOXC!. Esta é a primeira descricio de uma mutagio no gene GJA7
em pacientes inequivocamente portadores da Sindrome de Axenfeld-Rieger. As freqiiéncias
de mutagOes observadas nos genes PITX2, FOXCI e GJAI em oito familias brasileiras com
Sindrome de Axenfeld-Rieger e glaucoma de desenvolvimento associado foram de 0%,
37,5% e 12,5%, respectivamente, sendo esta Gltima em combinagdo com a mutagio
Trpl52STOP no gene FOXCI. Apesar da amostragem reduzida, observou-se uma
tendéncia a maior agressividade do glaucoma em pacientes portadores de mutagio somente
no gene FOXC! do que nos individuos portadores de mutagio concomitante no gene
FOXCI e no gene (GJAI, sugerindo um possivel efeito protefor da mutagéo Ala253Val no
gene GJAI nesta familia. Qutros estudos sdo necessarios, contudo, para definir a fungfo do

gene GJA ] na etiopatogénese da Sindrome de Axenfeld-Rieger.

Palavras-chave: genética humana, mutagio, glaucoma
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Axenfeld-Rieger Syndrome (ARS) is a rare disorder, usually transmitted in an autosomal
dominant pattern characterized by anterior segment dysgenesis and often associated with
developmental glaucoma. In addition to the ocular changes observed in ARS, syndromic
features can also occur, such as facial bone defects, teeth anomalies and peri-umbilical skin
involution. Two transcription factor genes, PITX2 on chromosome 4q25 and FOXCI on
chromosome 6p25, have been associated with the ARS phenotype through mutational
events. Recently, the GJA7 gene (connexin 43), associated with oculodentodigital dysplasia
(ODDD) syndrome, which presents some similarities with ARS, was identified. The ODDD
syndrome is characterized by malformations that involve the face, eyes, teeth and bones.
The ocular abnormalities include microphthalmos and anterior segment dysgenesis that
may lead to glaucoma as well. The main purpose of this study was to evaluate FOXC/,
PITX2 and GJAI genes mutations in Brazilian patients with ARS. Eight unrelated patients
affected by ARS (all of them with glaucoma and 5 without systemic malformations) and
their families were ophthalmologically evaluated and had their blood collected for DNA
extraction purposes. The coding regions and intron/exon boundaries of these genes were
completely evaluated through direct sequencing. Among the 8 patients, 3 (37,5%) presented
with different structural alterations in the FOXC/ gene. A deletion in heterozygosis of two
bases downstream the forkhead domain was observed in a patient with no systemic
malformations (718-719delCT). An insertion of three bases, also downstream the forkhead
domain, was identified in a patient with systemic malformation (1359-1360insGGC). A
new nonsense mutation (Trp152STOP) was identified in the forkhead domain of the
FOXCI gene in another patient with ARS and systemic alterations as well. One patient
harbored the mutation Ala253Val in the GJA! gene (12,5%). No mutations were identified
in the PITX2 gene among these individuals. Patients who carried the GJA/ (Ala253Val)
and FOXCI (Trp1528TOP) mutations (from the same family) developed less severe
glaucoma compared with family members presenting FOXCI (Trp152STOP) mutation
alone. Three new structural alterations of the FOXC/ gene and one new mutation in the
GJAI gene were described in Brazilian patients with ARS and the frequency of mutations
in the PITX2, FOXCI and GJAI genes in this study were 0%, 37,5% and 12,5%,
respectively. Despite the small number of patients, we found a slight trend to more severe

glaucoma in patients with FOXC/ mutations compared to those without them, except in the
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two patients with FOXC/I and GJAI associated mutations, suggesting an attenuation effect
of GJAI gene mutation (Ala253Val). However, other studies are necessary to define the
exact role of G.J417 in ARS.

Key-words: human genetics, mutation, glaucoma
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1 - INTRODUCAO




1.1 - Histérico

O primerro relato de alteragBes oculares compativeis com o amplo espectro de
manifestagBes que atualmente compdem a Sindrome de Axenfeld-Rieger data de 1883,
quando VOSSIUS' descreveu o caso de uma crianga com auséncia parcial de tecido iriano

em um olho e ectopia pupilar com atrofia do estroma iriano no olho contralateral.

Em 1920, AXENFELD? chamou de “embryotoxon cornea posterius” a uma
linha branca na superficie posterior da cornea periférica, que distava aproximadamente
1 mm do limbo e a qual se aderiam feixes de tecido iriano que atravessavam o dngulo da
cimara anterior. Nesta descri¢io inicial, AXENFELD observou também a presen¢a de

hipoplasia leve do estroma iriano e de um coloboma parcial da iris.

Em 1934, no Encontro da Sociedade de Oftalmologia de Viena, RIEGER®
descreveu dois pacientes com hipoplasia de iris associada a achados oculares inespecificos,
como a presenga, em um deles, de um tecido anormal no angulo iridocorneano e o aumento
da pressio ocular. No mesmo ano, ROSSANO? descreveu o caso de um pai e filho com
fenotipos semelhantes que, além das alteragBes oculares, apresentavam também alteracdes

faciais compativets com hipoplasia dos ossos maxilares.

Em 1935, RIEGER’ descreveu seus achados detalhadamente e, relatando o caso
de uma familia (mie e dois filhos) com hipoplasia do estroma anterior da iris associada a
pupilas ectopicas e irregulares, postulou que estas alteragdes eram devidas a uma inibigio
do desenvolvimento embrionario durante o segundo més de gestagio, sendo transmitidas
como heranga dominante. A este fendtipo RIEGER denominou “dysgenesis mesodermalis

corneae et iridis” .

' VOSSIUS, A. apud, ALWARD, W. L. M. Axenfeld-Rieger svndrome in the age of molecular genctics. Am J
Ophthalmel, 130:107-15, 2000

? AXENFELD, T. H. apud, ALWARD, W. L. M. Axenfeld-Rieger syndrome in the age of molecular genetics. Am J
Ophthaltmel, 130: 107-5, 20060.

* RIEGER, H. apud, ALWARD, W. L. M. Axenfeid-Rieger syndrome in the age of molecular genetics. Am J
Ophthalmol, 130: 107-15, 2000

* ROSSANO, R. apud, ALWARD, W. L. M. Axenfeld-Rieger syndrome in the age of molecular genetics. Am J
Ophthalmel, 130: 107-15, 2000.

° RIEGER, H. apud, ALWARD, W. L. M. Axenfeld-Rieger syndrome in the age of molecular genetics. Am J
Ophthalmel, 130: 107-15, 2000.
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MATHIS®, em 1936, observou que os pacientes descritos por RIEGER
apresentavam redugiio no ndmero de dentes e hipotetizou que estas altera¢tes eram devidas
a uma inibigdo do desenvolvimento durante a sexta ou sétima semanas gestacionais, 0 que
correspondia a0 periodo em que RIEGER acreditava ocorrerem as alteragdes oculares. As
observag:ées‘ de MATHIS foram corroboradas por RIEGER em 1941, que observou a
presenca de alteragbes nos ossos faciais dos seus pacientes além das alteragOes dentanas

previamente descritas.

1.2 - Definicio

As diversas denominagdes que a sindrome recebeu no passado baseavam-se nos
possiveis mecanismos embriologicos que levavam 4 sua manifestagio clinica
(SHIELDS, 1983). Termos como “disgenesia mesodérmica da comea e iris” (AXENFELD,
1920%) e “sindrome de clivagem da cémara anterior” (REESE e ELLSWORTH, 1966)
foram amplamente empregados, mas o avango no conhecimento da embriologia humana
mostrou que estas nomenclaturas ndo eram apropriadas, pois as alteragbes nas estruturas

oculares sdo originadas de defeitos nas células da crista neural (SHIELDS, 1983).

A procura por uma terminologia mais adequada, que classificasse as alteragdes
de acordo com as suas caracteristicas clinicas, levou a formulagio de trés grupos distintos:
“Anomalia de Axenfeld”, “Anomalia de Rieger” e “Sindrome de Rieger”
(SHIELDS, 1983). Na Anomalia de Axenfeld, as alteragdes estavam restritas & periferia da
cornea e ao angulo iridocorneano. Quando as alteragdes da periferia da cornea e do dngulo
somavam-se alteracbes irianas, denominava-se Anomalia de Rieger. Finalmente, 2

Sindrome de Rieger compreendia a presenga de todas estas alteracdes oculares associadas a

® MATHIS, H. Apud, ALWARD, W. L. M. Axenfeld-Rieger syndrome in the age of molecular genetics. Am J
Ophthalmol, 130: 107-15, 2000.

7 RIEGER, H. apud, ALWARD, W. L. M. Axenfeld-Rieger syndrome in the age of molecudar genpetics. Am J
Ophthalmeol, 130: 107-15, 2000.

¥ AXENFELD, T. H. apud, ALWARD, W. L. M. Axenfeld-Rieger syndrome in the age of molecular genetics. Am J
Ophthalmel, 130: 107-5, 2000.
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alteracGes sistémicas. Além destes grupos, outras entidades clinicas consideradas distintas,
fazem diagnostico diferencial com os fendtipos de Axenfeld-Rieger. Dentre estas entidades
destacam-se a hipoplasia de iris, a anomalia da iridogoniodisgenesia, a sindrome da
iridogoniodisgenesia e a iridogoniodisplasia familiar associada a glaucoma

(ALWARD, 2000), cujas caracteristicas clinicas encontram-se na Tabela L.

Tabela I - Caracteristicas clinicas das entidades que envolvem os fenétipos de

Axenfeld-Rieger e moléstias relacionadas

Malfermacioes Anomalia Anomalia Sindrome Hipoplasia Sindrome de Iridogoniodisplasia
de Axenfeld  de Rieger de Rieger de iris iridogoniodisgenesia  familiar associadaa
glancoma
Linha de Schwalbe X X X
espessada e
anteriorizada
Adesdes X X X X X
iridocorneanas
periféricas
Hipoplasia de iris X X X X X
Policoria X X
Corectopia X X
AlteragBes sistémicas X X

Contudo, a diferenciagdo clinica entre estes grupos nem sempre era possivel, ou
pela sutileza das alteragbes irianas, ou pela ocorréncia de sobreposigbes nas manifestacdes
clinicas entre anomalia e sindrome (SHIELDS, 1983). A sobreposicio dos fenétipos com
conseqiiente dificuldade de elaboragio de um diagndstico clinico preciso levou a
suposigOes de que o espectro de alterages oculares e sistémicas tratava-se, na realidade, de
um distarbio Gnico do desenvolvimento embrionario (REESE e ELLSWORTH, 1966;
ALKEMADE, 1969; WARING et al, 1975).

Em 1983, através de estudos de correlaciio clinico-patologica, SHIELDS propds
que as diferentes categorias fossem agrupadas sob a nomenclatura tnica de “Sindrome de

Axenfeld-Rieger”. SHIELDS observou que, apesar de pertencerem a categorias clinicas
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distintas, os pacientes estudados possuiam alteragdes anatomo-patologicas oculares
semelhantes. Além disso, algumas caracteristicas epidemioldgicas eram comuns a estes
pacientes, como bilateralidade das alteragdes oculares, alta incidéncia de glaucoma
associado, presenga de histéria familiar com heranga autossdmica dominante, associagdo a
alteragBes sistémicas e auséncia de predilecdo sexual. A institui¢do de uma nomenclatura
{inica manteve referéncia as categorias clinicas antigas, mas simplificou o diagnostico e
permitiu que o paciente pudesse ser avaliado de forma mais sistematica na busca de

alteracSes sistémicas associadas as oculares (SHIELDS, 1983).

1.3 - Caracteristicas Clinicas
1.3.1 - Manifestagdes oculares

As estruturas oculares envolvidas na Sindrome de Axenfeld-Rieger sdo a

cornea, o dngulo iridocorneano e a iris.

1.3.1.1 -Comea

A linha de Schwalbe ¢é a estrutura da cornea comprometida na sindrome. Esta
linha representa a zona de transicfo entre o endotélio corneano e o endotélio do trabeculado
e é originalmente formada pela inser¢3o obliqua da malha uveal na parede anterior do suico
escleral (SPENCER et al, 1968).

Em pacientes com Sindrome de Axenfeld-Rieger, a linha de Schwalbe
encontra-se espessada e anteriorizada, podendo estender-se por toda a circunferéncia
posterior da cornea (SHIELDS, 1983). Quando muito anteriorizada, pode ser observada ao
exame externo como uma linha branca na regifio posterior da cornea, proximo ao limbo,

condig¢io inicialmente chamada por AXENFELD de embriotoxon postenior [Figura 1.
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Figara 1 - Embriotdxon posterior caracterizado pela linha de Schwalbe espessada e
anteriorizada (detalhe) vista & biomicroscopia (adaptado de HONKANEN
et al, 2003).

Estudos de histoquimica e microscopia revelaram que a linha de Schwalbe
anormalmente espessada ¢ composta por coligeno denso e substincia basal, ambos
recobertos por uma camada simples de células fusiformes com membrana basal que pode
estender-se tanto sobre o trabeculado anterior como se continuar com a membrana de
Descemet (SHIELDS, 1983). Em alguns casos, a linha de Schwalbe anormal pode estar
separada da cornea por uma fina membrana (WOLTER et al, 1967).

O achado isolado desta linha de Schwalbe anormal pode representar uma forma
frustra da sindrome, pois nio aumenta o risco de glaucoma secundério e ndo esta associada
a alteragdes sistémicas (SHIELDS et al, 1985). Além disso, a linha de Schwalbe espessada
e anteriorizada pode estar presente em até 15% da populagdo geral, ndo sendo considerada,
portanto, uma alterac3o patognoménica da sindrome (SHIELDS et al, 1985).

A cornea ndio apresenta outras alteragdes caracteristicas da sindrome, podendo
ocasionalmente apresentar mudancas no tamanho, na forma e na transparéncia
(AWAN, 1977; DARK e KIRKHAM, 1968). O endotélic corneano é normal, com a
presenca de células hexagonais de limites bem definidos, a excegfio de pacientes idosos ou

com pressdc ocular cronicamente elevada, em que alteragBes discretas na morfologia

celular so comuns (SHIELDS, 1983).
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1.3.1.2 - Angulo iridocorneano

As alteracdes observadas na regifio do ngulo da cAmara anterior, formado pela
juncgdo entre a cornea e a iris, sdo representadas por adesGes iridocormneanas periféricas e por
anormalidades ulira-estruturais na maiha trabecular.

As adesOes entre a iris periférica e a cOrnea, mais especificamente na altura da
linha de Schwalbe, sdo formadas por feixes de tecido de cor e textura semelhantes 2 iris
adjacente, podendo variar em nGmero ¢ extensfo (SHIELDS, 1983) [Figura 2]. Estas
adesbes periféricas podem se inserir anteriormente, posteriormente ou sobre a linha de
Schwalbe e, apesar de serem constituidas por um tecido semelhante ao do estroma iriano,
podem estar associadas a uma camada simples de células fusiformes com membrana basal
inconstante. Esta camada simples de células fusiformes, por vezes, € a inica constituinte da
ligaco periférica entre a comea ¢ a iris (SHIELDS, 1983).

Figura 2 - Vista gonioscOpica das adesdes iridocorneanas periféricas. 2A mostra adesdes
periféricas  grosseiras, de extensio vanével (cabegcas de seta)
{adaptado de HONKANEN et al, 2003); 2B evidencia adesBes periféricas

menos pronunciadas aderidas ao embriotoxon posterior (seta).

- O angulo da cAmara anterior encontra-se aberto por tras das adesdes
iridocorneanas periféricas e, portanto, o trabeculado € visivel. O espordo escleral, contudo,
apresenta-se geralmente encoberto em extensdo variavel, devido & inser¢o alta do estroma
da iris no tergo posterior do trabeculado (SHIELDS, 1983; SHIELDS et al, 1985). A
microscopia, a malha trabecular é composta por lamelas esireitas e compactadas nas suas

porgOes mais externas e o canal de Schlemm ¢ rudimentar e pode estar ausente
(SHIELDS, 1983).
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1.3.1.3 - inis

As altera¢Ses na iris se caracterizam tanto pelas adeses periféricas 4 cOmea
como por aress de atrofia no seu estroma. A atrofia estromal ocorre em intensidades
diferentes, podendo ocasionar a formagdo de solugbes de continuidade (pseudocoria) que
podem vir acompanhadas de deformacio e desvio da pupila (corectopia) e ectropio de Givea
(SHIELDS, 1983). O desvio da pupila orienta-se tipicamente em diregdo a uma adesdo
periférica proeminente, enquanto a area de atrofia situa-se na porg¢io iriana contralateral ao
da corectopia (SHIELDS, 1983) [Figura 3]. Recobrindo a superficie anterior da fris € o
dngulo iridocomeano, encontra-se, em alguns casos, uma camada simples de células
fusiformes com membrana basal. Esta camada celular é mais freqiiente nas regides da iris
para as quais a corectopia e o ecttOpio de fvea se direcionam
(SHIELDS, 1983; TROEBER e ROCHELS, 1980). Na regidc de atrofia de iris os vasos
sanguineos mostram uma grande quantidade de membrana basal e, quando examinados por

angiografia fluoresceinica, revelam defeitos focais de enchimento (SHIELDS, 1983).

As alteragbes do estroma iriano podem ter cardter progressivo, principalmente
nos primeiros anos de vida (CROSS e MAUMENEE, 1973), enquanto as adesdes
periféricas tendem a ser estéveis, podendo sofrer apenas um aumento na sua espessura com
o decorrer do tempo (SHIELDS, 1983).

Figura 3 - AlteragBes irianas caracteristicas da Sindrome de Axenfeld-Rieger,
observando-se extensa atrofia do estroma da iris acometendo sua espessura
total na regido temporal, associada a corectopia (desvic pupilar) em sentido
oposto, além de ectropio de fGvea na borda nasal da pupila
(adaptado de KANSKI, 1998).
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1.3.1.4 - Outras alteragdes oculares

Apesar de outras alteragdes oculares j& terem sido descritas em associagfio a
Sindrome de Axenfeld-Rieger, elas ndo ocomrem com freqiiéncia suficiente para serem
consideradas pertencentes ao espectro classico de manifestacSes. Destas, a mais comum é a
presenca de estrabismo (SHIELDS et al, 1985), além de outras menos fregiientes ainda
como derméides limbicos, catarata, descolamento de retina, degeneragio macuiar,
coloboma corforretiniano, hipoplasia de cordide e hipoplasia de nervo Optico
(SHIELDS, 1983; HENKIND e FRIEDMAN, 1971).

1.3.1.5 - Associagfio com glaucoma

A associagio entre Sindrome de Axenfeld-Rieger e glaucoma ocorre em
aproximadamente 50% dos casos (SHIELDS, 1983). O glaucoma pode-se tornar manifesto
durante a infincia ou, mais fregiientemente, durante a adolescéncia ou inicio da idade
adulta (SHIELDS, 1983). Aparentemente, o glaucoma ¢ mais freqiiente em pacientes com
defeitos no estroma iriano, mas a extensdo desses defeitos ndo apresenta relacio direta com
o aumento da pressfio ocular (SHIELDS et al, 1985). O principal fator de risco nesses
pacientes para o desenvolvimento de glaucoma é a inser¢fio alta da iris no trabeculado
posterior (SHIELDS, 1983). O glaucoma associado 3 sindrome costuma ser de dificil
controle, muito raramente apresenta regressio espentinea
(GREHN ¢ MACHENSEN, 1982) e geralmente resulta em graves alteracbes do disco
dptico e em defeitos no campo visual (SHIELDS et al, 1985).

1.3.2 - Manifesta¢Bes extra-oculares

As malformac¢des sistémicas mais comumente associadas 3 Sindrome de
Axenfeld-Rieger incluem aquelas que afetam os dentes e os ossos faciais, porém uma
grande variedade de outras alteragBes ja foi descrita numa freqiiéncia menor de casos
(SHIELDS et al, 1985).
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1.3.2.1 - Altera¢Bes dentarias

As alteracOes dentarias compreendem defeitos na forma e no nimero dos
dentes. Podem estar presentes como uma diminui¢do na coroa dentaria (microdontia),
diminui¢io do nimero e alargamento do espago entre os dentes (hipodontia) e diminui¢go
focal do nimero de dentes (oligodontia ou anodontia). Os dentes que mais frequentemente
estio ausentes sfo os prnmeros molares e o0s  incisivos  centrais
(CHOSAK e ROSENZWEIG, 1966; CROSS et al, 1979).

1.3.2.2 - Alteraces faciais

As alteragdes dos ossos faciais foram inicialmente descritas por RIEGER e se
caracterizam por hipoplasia dos ossos maxilares, com conseqiiente aplanamento da regido
média da face, retragio secundaria do labio superior e protrusdo do labio inferior, mais
evidentes se associados a alteragbes dentarias (SHIELDS et al, 1985). Outras alteragtes
faciais como hipertelorismo, telecanto e alargamento da base nasal foram igualmente
descritas em associa¢io a sindrome (De HAUWERE et al, 1973; WESLEY et al, 1978).

1.3.2.3 - Qutras alteracdes

A redundédncia de pele ao redor da cicatriz umbilical ¢ a presenca de
hipospadias s#io alieragbes observadas com certa freqiiéncia na sindrome
(JORGENSON et al, 1978, CROSS et al, 1979). AlteragBes na hipofise sdo menos
freqiientes, mas podem ser o achado mais grave, manifestando-se como sindrome da sela
farcica vazia (SHIELDS, 1983; KLEINMAN et al, 1981), como deficiéncia de hormonio de
crescimento e baixa estatura (FEINGOLD et al, 1969; SADEGHI-NEJAD e SENIOR,
1974) ou como cisto aracndide para-selar congénito (SHIELDS, 1983).

Diversas outras alteragbes sistémicas associadas ja foram descritas, como
albimismo oculocutdaneo (LUBIN, 1981), malformacdes cardiacas, surdez neurossensorial,

retardo  mental e manifestacdes neurologicas e  dermatologicas  diversas
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(ALKEMADE, 1969), mas por terem freqiiéncia esporadica, ndo compdem o quadro
clinico caracteristico da sindrome. Estas observagtes sugerem que pacientes portadores da
Sindrome de Axenfeld-Rieger estdo sujeitos a apresentar uma ampla variedade de
manifestacdes clinicas diferentemente daquelas que normalmente a caracterizam
(SHIELDS et al, 1985).

1.3.3 - Diagnostico

Embora o diagnoéstico clinico da sindrome possa ocomrer ao nascimento ou na
idade adulta, a maiona dos cascs € observada durante a infincia e adolescéncia pela
descoberta de alteracOes irianas, glaucoma, redugio visual ou mesmo pelo achado de
alteracOes sistémicas (SHIELDS et al, 1985). A presenca de historia familiar positiva
auxilia o diagnostico, pois, classicamente, o padrio de heranca é autossémico dominante,

mesmo sendo fregiientes os casos isolados (SHIELDS et al, 1985).

1.3.4 - Tratamento

Sob o aspecto oftalmoldgico, o tratamento do paciente com Sindrome de
Axenfeld-Rieger deve-se concentrar no controle do glaucoma, fator de grande morbidade
que geralmente se manifesta nas primeiras décadas de vida ou, mais raramente, na idade

avancada, e que pode levar a cegueira (SHIELDS, 1983).

1.3.4.1 - Tratamento clinico

O tratamento clinico baseia-se na redu¢io da produgio do humor aquoso
através de medicamentos 1Opicos ou sistémicos, com consequente diminuigdo da pressdo
intra-ocular (SHIELDS et al, 1985). No passado, miodticos como a pilocarpina eram
preconizados na tentativa de aumentar o fluxo de escoamento do humor aquoso, mas esta
terapia nfio ¢ mais recomendada, pois a inser¢io alta da ins pode causar um colapso da
malha trabecular secundaria ao espasmo da musculatura ciliar induzida por este tipo de
medicamento (SHIELDS et al, 1985).
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1.3.4.2 - Tratamento cirargico

Na mcapacidade de controle pressorico com tratamento clinico, deve-se optar
pelo tratamento cirrgico. A trabeculoplastia a laser € um método de tratamento de sucesso
limitado, ja que a presenga de adesGes iridocorneanas periféricas prejudica sua realizagdo,
assim como a inser¢do alta da ins aumenta as chances de se desenvolverem
goniossinéquias. Além disso, devido & imaturidade da malha trabecular, o aumento do
espacos entre as suas lamelas ndo proporciona melhora no fluxo de escoamento.
(SHIELDS et al, 1985).

A gomiotomia é prejudicada pelas adesdes iridocorneanas periféricas e pela
insercdo alta da iris e a trabeculotomia geralmente ndo alcanga éxito devido a imaturidade
ou auséncia do canal de Schlemm (LUNTZ, 1979).

Assim, o tratamento cirrgico ideal € a trabeculectomia, com o objetivo de criar

uma via de escoamento adicional 2o humor aquoso (SHIELDS et al, 1985).

1.4 - Mecanismos Fisiopatologicos

A hipotese de que a variedade de manifestacOes encontradas na Sindrome de
Axenfeld-Rieger deve-se a um defeito embrionario nas estruturas derivadas das células da

crista neural € consistente com a maioria dos achados clinicos (SHIELDS, 1983).

Durante a embriogénese ocular normal, a vesicula do cristalino micia sua
invaginagio a partir do placéide Optico ectodérmico na terceira semana gestacional e, ao se
desprender completamente do ectoderma superficial na sexta semana, esta envolvida por
uma massa de células neuroectodérmicas provenientes da crista neural que formam o disco
optico (SHIELDS, 1983). Estas células da crista neural sofrem trés ondas de migra¢io entre
o ectoderma superficial e a vesicula do cristalino, que originam, sequencialmente, o
endotélio comeano primordial, o estroma da cérnea e, finalmente, 2 membrana pupilar e o
estroma da iris (HAY, 1980; WULLE, 1972). E esta mesma linhagem de células que da
origem ac mesénquima da hipofise, dos ossos e cartilagens faciais e das papilas denténas
(JOHNSTON et al, 1973; EDWARDS e TORCZYNSKI, 1981).
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Na sétima semana gestacional, as células da crista neural que onginardo a
malha trabecular ja estdo localizadas na regiio do 4&ngulo indocomneano
(TRIPATHI et al, 1996), e no inicio do quinto més de gestagdo, encontram-se recobertas
pelo endotélio comeano primordial que se estende também sobre as estruturas
iridopupilare“s, criando uma cavidade fechada (HANSSON e JERNDAL, 1971). Esta
membrana endotelial continua vai desaparecendo da regidio pupilar em diregio ao dngulo
iridocorneano (WORST, 1966), tornando-se progressivamente menos espessa por volta do
sétimo més gestacional e fenestrada ao final da gestacio e durante as primeiras semanas de
vida pos-natal (HANSSON e JERNDAL, 1971).

Independentemente da reabsor¢do do endotélio comeano primordial, o
endotélio da malha trabecular comeca a soffer fenestragdio a partir da décima semana
gestacional (TRIPATHI et al, 1996), iniciando-se no lado da cédmara anterior e progredindo
em direciio ao canal de Schlemm (TAWARA e INOMATA, 1981). O canal de Schlemm,
por sua vez, € derivado do folheto mesodérmico, e torna-se vacuolado a partir do quinto
més gestacional (TRIPATHI et al, 1996).

No quinto més de gestac#o, a superficie anterior da iris insere-se na margem do
endotélio comeano, recobrindo as células que darfio origem & malha trabecular. A
progressiva diferenciagio das células endoteliais da comea e¢ do angulo inidocomeano
forma, na regidio de transigio entre a comnea e o tecido uveal, uma linha de demarcagdo que
originara a linha de Schwalbe (HANSSON ¢ JERNDAL, 1971} Com o decorrer da
gestacdo ocorre um reposicionamento posterior da iris em relag@o 4 cornea e esclera e, ao
nascimento, a inserg3o da iris encontra-se proxima do espordo escleral, continuando sua
migracio posterior durante os primeiros anos de vida
(TRIPATHI et al, 1996, ANDERSON, 1981).

O mecanismo fisiopatoldgico proposto por SHIELDS, em 1983, baseia-se no
retardo do desenvolvimento das estruturas oculares anteriores derivadas das células da
crista neural ao final do periodo gestacional, causando uma retencdo do endotélio corneano
primordial em regides da iris ¢ do &ngulo iridocorneano e impedindo a maturagéo das

estruturas responsaveis pelo escoamento do humor aquoso.
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SHIELDS (1983) propds que a membrana anormal observada sobre a iris e ©
dngulo da c@mara anterior representa resquicios do endotélio corneano primordial. Na
superficie anterior da iris, a contragio desta membrana residual ocasiona corectopia,
ectropio de Gvea, atrofia estromal e pseudocoria. No dngulo iridocorneano, a persisténcia
desta membrana durante o terceiro trimestre da gestagio pode causar tragfio na periferia da
iris, levando ac surgimento das adesdes caracteristicas. Apds o nascimento, partes desta
membrana podem desaparecer, mas as adesfes da iris com a cOmea permanecem e sua
contragio pode causar um aumento na espessura das adesdes.

A linha de Schwalbe apresenta-se anteriorizada e espessada devido a uma
atividade metabdlica anormal do endotélic comeano primordial desta regido
(JERNDAL et al, 1978) e seu deslocamento andmalo causa tragio subseqiiente nas lamelas
trabeculares (SHIELDS, 1983).

A inserclo alta da iris, ao nivel do trabeculado posterior, é causada por um
retardo no recesso posterior do tecido uveal que se inicia durante o quinto més de gestagio
e ¢ a responsavel pelo glaucoma (SHIELDS, 1983) [Figura 4]. Além disso, a formacio de
um canal de Schiemm rmdimentar associa-se ao fato de que o processo de maturagio
progride de forma centrifuga (TAWARA e INOMATA, 1981), apesar desta estrutura
derivar do mesoderma ¢ nio de células da crista neural (TRIPATHI et al, 1996).

Descemet

trabeculado

membrana e
Basal corpo cillar
anormal

Figura 4 - Corte histopatologico da regifio do angulo iridocorneano evidenciando a
insercio alta da fris no trabeculado, o qual apresenta lamelas rudimentares
(adaptado de SHIELDS, 1983).

Tntrodupio
63



Por fim, a teoria do defeito embrionario relacionado as células da crista neural
explica as alteragBes envolvendo a hipdfise, os ossos faciais e os dentes
(KLEINMAN et al, 1981; JOHNSTON et al, 1973; EDWARDS e TORCZYNSKI, 1981).
Achados sistémicos mais dificeis de serem correlacionados sfo aqueles envolvendo o
surgimento de hipospadias e a redundédncia da pele peri-umbilical, apesar de que, neste
ultimo caso, o anel umbilical primitivo desenvolve-se a partir de células da crista neural
presentes na por¢do lateral da placa ectodémmica (LANGMAN, 1981). Alteragdes
sistémicas mais raramente associadas a Sindrome de Axenfeld-Rieger demonstram a
possibilidade de manifestagbes clinicas variadas por envolverem estruturas originadas de
células da crista neural (SHIELDS, 1983).

L.5 - Genética em Oftalmologia

A estimativa do mapeamento de aproximadamente 30.000 genes pelo Projeto
Genoma Humano permite uma perspectiva Unica na pesquisa em oftalmologia por
possibilitar que diversas doengas oculares, dentre elas as disgenesias do segmento anterior

do olho e o glaucoma, sejam estudadas do ponto de vista molecular (SAMPLES, 2003).

Os estudos de genética em oftalmologia nos wltimos anos, particularmente no
glaucoma, levou a identificagio de varios genes e Joci. Estudos avaliando a correlagio
gendtipo/fendtipo permitiram a observagiio de manifestagdes clinicas e de respostas
terapéuticas  distintas de acordo com a alteragio genética encontrada
(VASCONCELLOS, 2001; VASCONCELLOS et al, 2003, SAMPLES, 2003;
MacDONALD et al, 2004). O melhor entendimentc de cada uma destas mutacdes
especificas pode ser importante para o diagnéstico precoce e para a instituicio do
tratamento adequado, fazendo com que, nas préximas décadas, a oftalmologia clinica e a
genética estejam fortemente interrelacionadas (VASCONCELLOS, 2001; SAMPLES,
2003).
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1.5.1 - Glaucoma associado a anomalias do desenvolvimento

A coexisténcia de glaucoma e malformacdes das estruturas anteriores do olho,
tais como a cornea, fris, angulo iridocormeano e cristalino recebem a denominagfo genérica
de glaucomas do desenvolvimento (SHIELDS et al, 1996). Dentre estas anomalias,
destacam-se a aniridia, a Anomalia de Peters ¢ a Sindrome de Axenfeld-Rieger com toda a

sua diversidade fenotipica.

A aniridia é uma condigHo bilateral caracterizada basicamente pela auséncia
parcial ou total da iris que pode ser herdada de forma autossOmica dominante ou ocorrer
esporadicamente. Quando sua ocorréncia € esporadica, associa-se a tumor renal
(tumor de Wilms) em cerca de 30% dos casos (MacDONALD et al, 2004). O gene
associado a aniridia € o PAXS6, localizado no cromossomo 11p13 (TON et al, 1991) cujas
mutacBes na sua estrutura estdo presentes em todos os casos familiares da doenca
(GLASER et al, 1994).

A Anomalia de Peters caracteriza-se por opacificacio da cornea e adesbes de
grau variavel entre esta estrutura e a iris e o cristalino (STONE et al, 1976). Ocorre de
forma geralmente esporadica, mas ja foram descritos casos de transmissio autossOmica
dominante (HOLMSTROM et al, 1991) e recessiva (BOEL et al, 1979). A Anomalia de
Peters, quando ndo esta associada a alguma sindrome clinica mais ampla, encontra-se
relacionada a mutacOes nos genes PAX6 (HOLMSTROM et al, 1991; HANSON et al,
1994) ¢ PITX2 (DOWARD et al, 1999).

1.6 - Aspectes Genéticos da Sindrome de Axenfeld-Rieger

O avango no conhecimento dos mecanismos fisiopatologicos envolvidos na
Sindrome de Axenfeld-Rieger ndio foi acompanhade por novas descobertas no campo da
genética desde que RIEGER postulou, em 1935, o padrio de transmissdo autossOmica
dominante. As pesquisas na area da biologia molecular ganharam impulso com os estudos
de MURRAY et al (1992), mostrando relagdo entre a sindrome e alteragdes no cromossomo
4. Desde entdo, vanas descobertas foram feitas no sentido de caracterizar as manifestaces
clinicas sob o aspecto molecular, o que permitiu um maior entendimento sobre a
interrelagio dos fendtipos conhecidos (ALWARD, 2000).
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O oprimeiro gene descoberto diretamente envolvido na Sindrome de
Axenfeld-Rieger foi o PITX2 (“Paired-like Homeodomain Transcription Factor 2 - MIM
601542), localizado no cromossomo 4G25 e pertencente a familia homeobox, ou seja, capaz
de regular a expressdo de outros genes durante o desenvolvimento embrionario
{(SEMINA et al, 1996a). O segundo gene identificado associado a Sindrome de
Axenfeld-Rieger foi o FOXCI (“Forkhead Box CI” — MIM 601090) que se localiza no
cromossomo 6p25 (NISHIMURA et al, 1998). Além destes genes ja identificados,
evidéncias sugerem que o gene PAX6 (“Paired Box Gene 67 — MIM 607108) no
CrOMOESSOmo 11p13 (RIISE et al, 2001) e 0 gene MAF
(“V-MAF Avian Musculoaponeurotic Fibrosarcoma Oncogene Homolog™ — MIM 177075)
no cromossomo 16¢24 (FERGUSON e HICKS, 1987, JAMIESON et al, 2000) possam
estar envolvidos nas malformacBes da sindrome. Um outro locus na regiio 13ql4
(RIEGZ - MIM 601499) mostrou evidéncias de associagdo com a Sindrome de
Axenfeld-Rieger, mas nenhum gene foi identificado até o  momento
(PHILLIPS et al, 1996).

Por fim, o gene GJAI! (“Gap Junction Protein, Alpha I” — MIM 121014),
envolvido na Displasia Oculodentodigital (PAZNEKAS et al, 2003) e localizado no
cromossomo 6q21-g23.2, determina um fendtipo de malformacdes oculares e faciais que se
assemelham parcialmente aquelas encontradas na Sindrome de Axenfeld-Rieger, sugerindo
que este possa ser mais um possivel gene candidato na complexa fisiopatologia desta

entidade.

1.6.1 - Gene PITX2
1.6.1.1 - Identificacio do gene PITX2

O aprimoramento das técnicas de biologia molecular permitiu a investigacio de
alteragdes cromossOmicas relacionadas 4 Sindrome de Axenfeld-Rieger. O trabalho
pioneiro de LIGUTIC et al (1981) demonstrou a presenga, através de analise citogenética

de cromossomos obtidos de células de sangue periférico, de uma deleco intersticial do

Introducdo
66



brago longo do cromossomo 4 em uma paciente de 9 anos de idade com caridtipo 46 XX
del (4)(q23q27) e Sindrome de Axenfeld-Rieger. Esta descri¢io inicial sugeriu associagio
da sindrome com delecdes cromossdmicas localizadas no brago longo do cromossomo 4, no
intervalo 4q23q27.

MOTEGI et al (1988), estudando uma paciente recém-nascida com multiplas
malformacBes sugestivas de monossomia 426 sem a Sindrome de Axenfeld-Rieger,
realizaram andlise citogenética e observaram delegdo intersticial no brago longo do
cromossomo 4 sem evidéncias de translocagio do segmento deletado para outro
cromossomo. O cariétipo identificado foi 46 XX del {(4)(q26q27) e assim, o segmento 4426

foi excluido como regido candidata a Sindrome de Axenfeld-Rieger.

VAUX et al (1992) analisaram bandas cromossomais de um recém-nascido com
caracteristicas clinicas da Sindrome de Axenfeld-Rieger ¢ observaram a delecio de um
cromossomo 4 que envolvida a banda q26 e a banda ¢25, com cariotipo resultante de 46
XX del (4)(q25q27). Por ter o segmento 4q26 sido previamente excluido por MOTEGI et al
(1998) como regido envolvida na sindrome, foi sugerido que o Jocus pudesse se situar no
segmento 4q25.

MURRAY et al (1992), através de estudos andlise de ligagio utilizando
marcadores do  tipo  minissatélites, sugeriram que o gene EGF
(“Epidermal Growth Facfor™), localizado no cromossomo 4, pudesse estar envolvido na
sindrome. No ano seguinte, MURRAY et al (1993) refutaram esta hipdtese ufilizando
marcadores microssatélites, cromossomos artificiais de levedura (YACs) e cosmideos, com
os quais analisaram rearranjos cromossomais originados de translocagbes balanceadas
envolvendo os cromossomos 4 (4q26) ¢ 16 (16g22.1) em uma familia de duas geragdes
com a Sindrome de Axenfeld-Rieger, pois nio encontraram mutacdes em nenhum dos 24

exons pesquisados do EGF.

Em 1994, LEGIUS et al estudaram trés geragfes de uma familia holandesa com
Sindrome de Axenfeld-Rieger cujas alteracdes estavam restritas aos olhos e aos ossos
faciais. A analise de ligagiio ac gene EGF e ao marcador D45193, ambos localizados no
cromossomo 4925, identificaram uma regific de 9 ¢cM com Jlod score menor que -2 e, assim,
for sugerido que ndo havia ligag3o entre esta regifo cromossomal e a sindrome com

manifestaces extra-oculares envolvendo os 0ssos faciais.
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MAKITA et al (1993) estudaram um paciente com a sindrome envolvendo
alteragdes oculares e umbilicais. No estudo citogenético foi utilizado o método de bandas
cromossomais obtidas a partir de linfocitos periféricos € encontrou-se uma translocagio
reciproca. O cari6tipo obtido foi 46 XY t(1;4)(q23.1;¢25) e fot reafirmada a hipdtese de que

0 gene causédor deveria estar localizado no segmento 4q254q26.

DATSON et al (1996) restringiram a regifio onde o gene poderia estar
localizado. Utilizando linhagens celulares de pacientes afetados e técnicas envolvendo
hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) e YACs fragmentados, mapearam a regido
candidata entre dois pontos de quebra para translocacdes, compreendendo uma extensfio de

50 kb e situada a 100-150 kb do marcador D4S193 no sentido centromérico.

Simultaneamente € com metodologia alternativa, SEMINA et al (1996b)
utilizaram hibridos de células somaticas e seqiiéncias de cosmideos para mapear a regiio
candidata ao gene. Foram avaliadas sete familias com Sindrome de Axenfeld-Rieger e, da
mesma forma que DATSON et al (1996), encontrou-se uma regido de aproximadamente 50
kb de extensdo entre dois pontos independentes de quebra para translocagio, sugerindo
tratar-se de inativagdo de um Gnico gene. Além de refinar a regido candidata, o gene EGF
foi rastreado em busca de mutagdes e, como foram encontrados resultados negativos, foi

definitivamente excluido como gene candidato a causador da sindrome.

Finalmente, SEMINA et al (1996a) identificaram o© primeiro gene
comprovadamente envolvido na sindrome através de clonagem posicional baseada em
pesquisa de genes candidatos e analises de ligagBo. Foram estudadas 10 familias em que
pelo menos um dos seus integrantes apresentava manifestacGes classicas da sindrome,
como as alteragdes do segmento anterior do olho, hipodontia e faléncia de involugio da
pele peri-umbilical. O gene PITX2, inicialmente denominado RIEG, foi identificado no
cromossomo 4425 e o rastreamento de muta¢Oes na sua estrutura demonstrou a presenga de
seis delas, todas diferentes entre si, neste estudo inicial de SEMINA et al (1996a). A partir
de entdo, inameros estudos de rastreamento tém identificado muta¢des no PITX2 associadas
a Sindrome de Axenfeld-Rieger [Tabela II].
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Tabela I1 - Muta¢des descritas no gene PITX2 associadas 4 Sindrome de Axenfeld-Rieger

Referéncia
SEMINA et al {1996a)

Mutacio
T744A (Lea—Gln)
AT785C (Thr—Pro)
G855C (Arg—»Pro)

G981 A (TGA->STOP)
G—C; +5-intron 3

A—>Q; -11-intron 3
GT789A (Arg31His)
C833T (Arg46Trp)
T68P (Thr—Pro)
L54P (Lea—Ghy)
C851T
AB45T
G-»C; -1-intron 2
A—>T; <2-intron 3
C ins 1083
A del 939
AA del 868-869
1235-1236, TA>AAG
Leul6Gln
Thr30Pro
Arg53Pro
1-pb del 690
KBSE (Lys—Gln)
G830C (Val83Lew)
TaaDupl (713-733)
C744T (Pro26Leu)
GR51C (Arg 52Pro)
A906C (Asnl08Thr)
CR96G (Leu—s>Val)
del (T) 1261
del G114; exon 3
-1 G—T; exon 3
del C416; exon 4

KULAK et al (1998)
ALWARD et ai (1998)
AMENDT et al (1998)

PERVEEN et al {2000)

KOZLOWSKI & WALTER (2000)

BORGES et al (2001)
SAADI et al {2001)
PRISTON et at (2001)

PHILLIPS (2002)

BROOKS et al (2004)
LINES et al (2004)

Introducio
69



1.6.1.2 - Estrutura do gene PITX2

O gene PITX2 compreende uma seqiiéncia de 18 kb e consiste de 4 exons, com
extensdes de 572 pb, 57 pb, 206 pb e 1290 pb, respectivamente, estando seu codon de
iniciagdo localizado no exon 2 (SEMINA et al, 1996a) |Figura 5].

s

—

Figura 5 - Organizagio genémica do PITX2. Os retingulos numerados representam os 4
exons, as linhas horizontais os introns com o respectivo tamanho indicado pelos
nameros sobre elas. ATG € o codon de miciagio no exon 2 ¢ TGA € o codon de
terminagio no exon 4. O retngulo negro representa a regidio homeobox e o
cinza representa a seqiiéncia conservada de 14 aminoacidos. As extremidades
centromgéricas e teloméricas estio representadas por “cent” e “tel”,
respectivamente (modificado de SEMINA et al, 1996a).

O PITX? é membro de uma familia de fatores de transcrigdo do tipo homeobox
{(SEMINA et al, 1996a). As proteinas homeobox caracterizam-se por apresentar uma
seqiiéncia de 60 aminoacidos que se liga ac DNA, denominada homeodominio, com
capacidade de regular a expressio génica durante o desenvolvimento embrionario
(ESPINOZA et al, 2002).

O gene PITX2 codifica uma segiiéncia polipeptidica de 33 kDa de peso
molecular chamada solurshin (SEMINA et al, 1996a; SAADI et al, 2003) e seu
homeodominio consiste de trés regiGes helicoidais (KISSINGER et al, 1990; GEHRING
et al, 1994). As hélices 1 e 2 conferem estabilidade ao homeodominio, sendo que a hélice 2,
ligada a grupamentos fosfato do DNA, ajuda na estabilizagdo da ligacdo entre a hélice 3 e
residuos especificos de DNA (SCOTT et al, 1989; AMENDT et al, 1998; KULAK et al,
1998).
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O homeodominio do PITX2 compartilha forte identidade com os
homeodominios pareado e bicoidal (SAADI et al, 2003). A subfamilia bicoidal, da qual a
solurshin faz parte, é definida pela presenga de lisina na posigdo 50 da hélice 3 do
homeodominio (AMENDT et al, 1998), essencial na fun¢o de reconhecimento e ligacio ao
dinucleotideo 3'-CC da seqiiéncia 5'-TAATCC-3° do DNA (HANES e BRENT, 1989,
TREISMAN et al, 1989; GEHRING et al, 1994, AMENDT et al, 1998). A posicdo 50 do
homeodominio, além de fundamental para a liga¢do do PITX2 ao DNA, possibilita a
ocorréncia de dimerizacgdo, ou seja, a possibilidade de associagdo estavel entre duas copias

de uma mesma cadeia polipeptidica (SAADI et al, 2003).

Existem trés isoformas descritas do gene PITX2 (isoformas “a”, “b” e “c”), que
codificam proteinas de 271, 317 e 324 aminoacidos, respectivamente
(ARAKAWA et al, 1998). As trés isoformas diferem na sua por¢gio N-terminal, mas
mantém o homeodominio caracteristico de 60 aminoacidos e uma seqiiéncia conservada de
14 aminoacidos na sua porgdo C-terminal (LINES et al, 2002). Esta sequiéncia conservada
de aminoacidos da por¢do C-terminal € caracteristica dos membros da familia Pifx, assim
como de varias proteinas que apresentam este dominio (SEMINA et al, 1996a). Estas
proteinas sdo expressas em alto grau na diferenciacio das estruturas craniofaciais,
sugerindo uma importante funcio regulatoria da porgio C-terminal no desenvolvimento
desta regido (AMENDT et al, 1999).

1.6.1.3 - Funcio do gene PITX2

O gene PITX? encontra-se expresso na diferenciagio do mesénquima periocular
(KOZLOWSKI e WALTER, 2000) e no desenvolvimento da  hipdfise
(GAGE ¢ CAMPER, 1997), do corddo umbilical e da lamina dentaria
(SEMINA et al, 1996a) e esti relacionadoe ao desenvolvimento da assimetria
esquerda-direita durante o inicio da embriogénese (LOGAN et al, 1998; RYAN et al,
1998).
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Tais fatos sugerem que o gene atue em multiplos tecidos através da interagdo
com outros fatores de transcricio (SEMINA et al, 1996a). Um exemplo ¢ a interag8o entre
o gene PITX2 e o fator de transcri¢io Pit-1, essencial no controle da diferenciagio celular
da hipofise e na expressio dos seus hormonios, como o hormonio estimulante da tirdide, o
hormonio do crescimento e a prolactina (SIMMONS et al, 1990; AMENDT et al, 1999). A
interacdo entre o Pit-1 e o PITX2 ocorre na por¢io C-terminal deste iiltimo e promove tanto
o aumento de atividade de ligagio ao DNA como o de transcri¢io (AMENDT et al, 1999).
A interferéncia na interagdio entre o Pit-1 e o PITX2 pode ocorrer na presenca de mutacio
com ganho de funcdo negativa (SAADI et al, 2003), formando um heterodimero
n3o-funcionante entre o alelo normal e o mutante do PITX2 que impede a sinergia com o
Pit-1 (SAADI et al, 2001). Na impossibilidade de interagdo com o Pit-1 ou outro cofator, a
porgio C-terminal pode interagir com o dominio da porgio N-terminal e diminuir a sua
ligagdo ao DNA e a sua atividade de transcrigio (AMENDT et al, 1999).

1.6.1.4 - Tipos de mutagdes no gene PITX2

As alteragdes estruturais do gene PITX2 podem ser cawsadas por rearranjos
cromossomais (FLOMEN et al, 1998), delecSes (SEMINA et al, 1996a; SCHINZEL et al,
1997, FLOMEN et al, 1998) ou mutacOes de ponto. A presenca de um dos alelos nio
funcionante é denominada haploinsuficiéncia (SEMINA et al, 1996a). Nesta situacgio,
havendo apenas 50% da ligagdo normal ac DNA resultante do alelo residual do PITX2, ha
grande possibilidade de ocomréncia de manifestacBes graves da  sindrome
{(KOZLOWSKI e WALTER, 2000). Na haploinsuficiéncia ha uma perda total da funcio
exercida pelo alelo ausente (mutacio do tipo sem sentido), mas no caso do alelo mutante
encontrar-se presente (mutagdes do tipo sentido trocado), a sua atividade residual contribui

para a manifestacio de fendtipos menos graves (KOZLOWSKI e WALTER, 2000).

As mutagdes de ponto do tipo sentido trocado podem ndo significar
propriamente perda de fungSo, mas, ao conirario, ganho de fungio negativa
{SAADI et al, 2001; AMENDT et al, 1999). Uma mutacio com funcio negativa dominante
pode causar tanto aumento da capacidade de ligacdo ao DNA (QUENTIEN et al, 2002)
como da capactdade de transcrigio do gene (PRISTON et al, 2001). Em ambas as situacdes,
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um quadro clinico grave da sindrome pode se manifestar, sugerindo que o aumento de
atividade do alelo mutante pode ser tio prejudicial quanto a sua completa delegdo
(SAADI et al, 2003). Estas diferengas na expressio do gene P/7X2 podem ser a base para a
variabilidade das manifestacoes clinicas observadas na sindrome
(KOZLOWSKI e WALTER, 2000).

A integndade da estrutura conformacional do homeodominio do FPITX2 ¢
essencial as funcbes de ligagio ao DNA e de transcrigio do gene (PRISTON et al, 2001) e,
como as mutagdes ocorrem predominantemente neste dominio (SEMINA et al, 1996a),
estas poderiam levar a4 uma disfungo das mesmas (AMENDT et al, 1999). Se a mutagio
localizar-se em regides hidrofdbicas do homeodominio pode ocorrer uma desorganizagio
estrutural com conseqiiente inibicdo de ligagio ao DNA e, se localizada na hélice 3 do
homeodominio, pode interferir na estabilidade do complexo DNA-proteina, levando tanto &
perda parcial da capacidade de transcrigdio como de ligagio ao DNA
(KOZLOWSKI e WALTER, 2000).

1.6.2 - Gene FOXC/
1.6.2.1 - Identifica¢do do gene FOXC/

A regifo subtelomérica do brago curto do cromossomo 6 tem sido relacionada
ao aparecimento de malformagBes oculares desde 1996, quando foram identificados loci
associados a anomatlia de iridogoniodisgenesia (MEARS et al, 1996). Subseqiientemente foi
observado que pacientes portadores de iridogoniodisplasia familiar (JORDAN et al, 1997) e
iridogonicdisplasia familiar associada a glaucoma (MORISSETTE et al, 1997) e anomalia
de Axenfeld-Rieger também apresentavam mutagdes nesta regio cromossdmica, sugerindo
que estas doencas, na época consideradas clinicamente distintas, pudessem ser alélicas
(JORDAN et al, 1997).

MIRZAYANS et al (1997) relacionaram a anomalia de iridogoniodisgenesia a
regido 6p25 e GOULD et al (1997), estudando uma familia com sete individuos portadores
de manifestagdes apenas oculares da Sindrome de Axenfeld-Rieger, estabeleceram, por
meio de estudos de ligac8o, associacdo com o marcador D6S344, obtendo um Jlod score de

3,31 e reforgando a teoria de que estas entidades seriam doengas alélicas.
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NISHIMURA et al (1998), objetivando mapear um gene para glaucoma
congénito primario e de desenvolvimento, avaliaram molecularmente um paciente portador
de translocacdo balanceada entre os cromossomos 6p25 e 13g22. Para identificacio e
clonagem dos pontos de quebra da translocagdo foram utilizados hibridos de celulas
sométicas. O ponto de quebra de translocagdo no 6p25 foi identificado numa regidio de 5
¢M, flanqueado pelos marcadores D6S344 e D68477. Cromossomos artificiais bacterianos
(BACs) foram obtidos da regifo proxima ao marcador D6S344 e a regifio contendo o ponio
de quebra foi clonado. A segiiéncia de nucleotideos ao redor do ponto de quebra foi
analisada e genes homologos foram pesquisados, chegando-se ao gene FKHL7
(“Forkhead Human Drosophila-Like 777), previamente mapeado no locus 6p25 por
LARSSON et al (1995). Este gene foi posteriormente denominado FOXCI
(“Forkhead Box C17). Pela grande expressdo deste gene nos tecidos oculares, foi sugerida
sua associagdo a fendtipos com glaucoma, mas como ndo era possivel determinar seu
envolvimento etiologico direto, realizou-se rastreamento de mutagOes em seis pacientes
com glaucoma congénito primario € em 13 pacientes com Sindrome de Axenfeld-Rieger
apresentando apenas mamfestagOes oculares. Quatro individuos com Sindrome de
Axenfeld-Rieger apresentaram mutagSes no gene FOXC/! (del 11 pb, Seri3ileu,
Ile126Met, Phel12Ser) sugerindo a associagdo deste com a doenca.

Simultaneamente, MEARS et al (1998) estudaram cinco familias com
individuos portadores de malformagdes compativeis com Sindrome de Axenfeld-Rieger.
Em trés destas familias os pacientes nfio apresentavam alteracOes extra-oculares. Obteve-se,
por meio de analise de ligagio, assoctagiio da moléstia ao cromossomo 6 (6p25) entre as
familias que nfo manifestavam alteragGes sistémicas da sindrome. Nesta regido estava
incluido o gene FUXC! e, portanto, o mesmo foi considerado candidato. A seguir,
realizou-se o rastreamento de mutagOes no gene FOX(CI por seqienciamento direto dos
produtos de reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Observou-se a presenca de uma
delecdo de 10 pb entre o codon de iniciagdc e a regido de ligagdo ao DNA e de duas
mutagdes de sentido trocado, Ser82Thr e lle87Met. As trés mutacdes encontradas estavam
presentes em pacientes portadores da Sindrome de Axenfeld-Rieger com manifestagdes

apenas oculares.
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Os estudos pioneiros de NISHIMURA et al (1998) e de MEARS et al (1998)
descrevendo mutagdes no gene FOXCI em casos de Sindrome de Axenfeld-Rieger
mostraram sua ocorréncia em pacientes com fendtipos variados entre si, mas com
alteragBes restritas ao segmento anterior do olho, sem demonstrar relagio direta entre estas

mutacdes e a existéncia de alteragdes extra-oculares.

MYRZAYANS et al (2000) estudaram uma familia de trés geragdes com nove
individuos portadores da Sindrome de Axenfeld-Rieger incluindo manifestacbes
extra-oculares. A andlise de ligagdo com o marcador D68344 resultou em um lod score
maximo de 2,71. O rastreamento de muta¢Bes no gene FOXCI nesta familia revelou a
presenga de mutagio do tipo sem sentido (GIn23Stop) entre os individuos afetados. Assim,
MYRZAYANS et al (2000) descreveram a primeira associagdo entre uma mutago no gene
FOXCI ¢ a presenga de manifestacBes extra-oculares da Sindrome de Axenfeld-Rieger e
sugeriram que ¢ mecanismo de haploinsuficiéncia poderia também estar relacionado a

ocorréncia de fendtipos envolvendo o desenvolvimento craniofacial, dentario € umbihical.

1.6.2.2 - Estrutura do gene FOXC/

O gene FOXCI ndo apresenta introns ¢ contém uma seqiiéncia unica de 1659
pb que codifica uma proteina de 553 aminoacidos (NISHIMURA et al, 1998; MEARS et al,
1998). Este gene apresenta dominios de ativacio da transcrigdo nas suas porgles N e
C-terminais, localizados respectivamente, nas posi¢es 1-51 e 466-553 [Figura 6]. Ambas
as regides sdo necessarias para a ativagio do processo de transcricio, podendo atuar em
conjunto ou independentemente (BERRY et al, 2002). O dominio de ativagiio da porgdo
C-terminal pode servir como um ativador geral capaz de iniciar 0 processo a partir de uma
variedade de promotores que ainda nio foram completamente identificados, enquanto a
porgdo N-terminal € responsavel pela ativagdo de genes especificos (BERRY et al, 2002).
A sequéncia de aminoacidos destas porgdes € altamente conservada entre os homoélogos do
FOXCI, sugerindo que estes residuos tém grande importdncia funcional
(BERRY et al, 2002).
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O gene FOXCI apresenta um dominio de ligagdo ao DNA chamado forkhead
(NISHIMURA et al, 1998) [Figura 6}. Este dominio foi originalmente descrito como uma
regido homologa e altamente conservada em relagdo a proteina forkhead da Drosophila
melanogaster (gene FKHL7) e a proteina fator nuclear hepatico 3 do rato (gene FREAC3)
(WEIGEL &7 ACKLE, 1990) e sua denominagdo € proveniente do fato de que mutagdes no
gene FKHL7 da Drosophila causam a duplicacdo das estruturas da sua regido cefalica
(HONKANEN et al, 2003). A familia forkhead vem sendo amplamente estudada desde
1994, quando foram clonados os primeiros genes humanos com este dominio
(PIERROU et al, 1994).

O dominio forkhead apresenta uma seqiiéncia conservada de 110 aminoicidos
que se liga a residuos especificos de DNA (PIERROU et al, 1994). O dominio é uma
variante do motivo “hélice-volta-hélice”, consistindo de trés a-hélices e duas grandes alcas
que origina uma estrutura com duas “asas”, Wil e w2
(NISHIMURA et al, 1998; PIERROU et al, 1994; SALEEM et al, 2001). A primeira hélice
atua em comunto com a asa 2 promovendo uma ligagio estavel ac DNA
(MURPHY et al, 2004). A segunda hélice é responsavel por contatos adicionais ao DNA
(LINES et al, 2002) e, na terceira hélice, encontra-se a por¢cio C-terminal, tornando-a a
helice de reconhecimento formadora da seqii€ncia de contatos especificos ao segmento
GTAAA[T/c]JAAA do DNA (PIERROU et al, 1994). As asas 1 e 2 estdio, provavelmente,
envolvidas na seqiiéncia de reconhecimento do DNA e, além disso, a asa 2 exerce também

funcdo auxiliar na ativag3o da transcrigio do FOXCI (MURPHY et al, 2004).

Finalmente, o gene FOXCI possui um dominio inibitério de transcrigio
localizado entre os aminoacidos 215-366 [Figura 6]. Este dominio, juntamente com os
dominios de ativagdo, serve para modular a atividade transcricional, mantendo o FOXC/
sob complexo mecanismo regulatério (BERRY et al, 2002). Por ser uma fosfoproteina, a
atividade do dominio inibidor pode ser regulada através de fosforilagio, o que causa uma
mudanga na sua conformagio estrutural e limita a disponibilidade de dominios de ativagdo
para o0s contatos proteina-proteina necessarios a completa ativagdo transcricional
(BERRY et al, 2002). Possivelmente as proteinas quinases que podem fosforilar o FOXC/
incluem as caseinas-quinases I e II, glicogénio-sintetase-quinase 3, proteina-quinase A e

proteiha—quinase C (BERRY et al, 2002).
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Figura 6 - Organizacio genbmica do gene FOXCI. Os retingulos acinzeniados

representam as seqiiéncias ndo-codificadoras, ATG ¢ o c6don de iniciacio,
TGA ¢ o codigo de terminagfo, o retingulo negro representa o dominio de
ligacic forkhead, os retingulos amarelos representam os dominios de
ativacdo da transcrigdo e o retinguic azul o dominio de inibigio
(modificado de LINES et al, 2002).

1.6.2.3 - Fungio do gene FOXCI

O gene FOXCI ¢ membro de uma familia de fatores de transcrigio envolvidos
no desenvolvimento embrionario de 6rgios como o coragio, o figado, os rins, o musculo e
a prostata (PIERROU et al, 1994; LARSSON et al, 1995; KAUFMAN e KNOCHEL,
1996), além das estruturas craniofaciais (MEARS et al, 1998). Durante a organogénese
ocular do feto expressa-se nas estruturas craniofaciais, especialmente nos mesénguimas
periocular e pré-endotelial, na esclera e na comea (MEARS et al, 1998). Apos o periodo
fetal, expressa-se no epitélio da conjuntiva, da malha trabecular e da iris
(MEARS et al, 1998).

1.6.2.4 - Tipos de mutacdes no gene FOXCI

Diferentes alteragBes estruturais tém sido observadas no FOXCI, incluindo
deleces, duplicagbes, mutagSes do tipo sentido trocado e do tipo sem sentide, todas
afetando de forma variavel a estabilidade da ligagiio ao DNA, a ativagiio de genes-zlvo e a
propria regulagio transcricional (LINES et al, 2002; BERRY et al, 2002; LEHMANN et al,
2002; KOMATIREDDY et al, 2003; MURPHY et al, 2004).
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As delegBes de pares de bases resultam na auséncia ou na terminagio prematura
da transcrigic do dominic forkhead (NISHIMURA et al, 1998). As duplicagBes
cromossomais envolvendo a regiio 6p25 sdo igualmente prejudiciais ao adequado
funcionamento do FOXCI (NISHIMURA et al, 2001), j4 que o aumento da atividade
transcricional  dificulta o controle regulatorio pelos dominios de inibicio
(BERRY et al, 2002; KOMATIREDDY et al, 2003). O aumento da atividade do gene
FOXC1 em casos de duplicagio pode ser causado pela interagio do segmento duplicado
com genes desconhecidos (LEHMANN et al, 2000; NISHIMURA et al, 2001; LINES et al,
2002).

As mutagBes do tipo sentido trocado localizam-se no dominio forkhead, em
posigBes altamente conservadas (SUZUKI et al, 2001). De acordo com 2 sua localizagio
dentro do dominio, estas mutagdes podem resultar em fen6tipos mais ou menos graves. As
mutag3es localizadas na hélice 1 levam a uma maior redugio da sintese protéica codificada
pelo FOXCI (SALEEM et al, 2003) e, portanto, produzem fenétipos geralmente mais
graves do que as mutagdes ocorridas nas hélices 2 e 3 (NISHIMURA et al, 1998; MEARS
et al, 1998). Em 2002, PANICKER et al descreveram a primeira mutagiio do tipo sentido
trocado localizada numa regido altamente conservada da segunda asa do dominio forkhead
que resultou num fendtipo de alteragdes exclusivamente oculares, mas com caracteristicas
graves que ocasionaram cegueira. As mutag¢des do tipo sentido trocado parecem diminuir a
capacidade de ligacdo ao DNA com consegiiente diminuigio da ativagic transcricional
(SALEEM et al, 2001; NISHIMURA et al, 2001), mesmo na presenca de atividade residual
do gene (SALEEM et al, 2003). Alelos com mutagio do tipo sentido trocado podem
apresentar até 56% de atividade residual, mas ainda assim sdo capazes de produzir
malformagBes em pacientes heterozigotos (SALEEM et al, 2001) e, segundo MIRZAYANS
et al (2000}, talvez a presenga de atividade residual do FOXCT resulte em fenétipos menos
agressivos, apesar de ndio ser possivel ainda estabelecer uma correlagiio gendtipo/fenétipo
bem definida (MURPHY et al, 2004).

As mutag¢des do tipo sem sentido podem se localizar entre o cédon de iniciago
e o dominio forkhead ¢ causam haploinsuficiéncia (SUZUKI et al, 2001; LINES et al,
2002; WUDUNN, 2002), mecanismo que pode ser responsave! pelos fendtipos mais graves
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da sindrome (MIRZAYANS et al, 2000). Em casos de haploinsuficiéncia, a penetrincia da
sindrome € variavel e depende de predisposicio genética individual (SMITH et al, 2000)

podendo manifestar-se de forma restrita ao olho ou com malformagdes presentes

sistemicamente (KOMATIREDDY et al, 2003; SMITH et al, 2000) [Tabela ITI].

Tabela I - Mutagdes descritas no FOXC! e sua diversidade fenotipica

Mutacio Fenétipo Referéncia
Ser131Len Alteractes oculares NISHIMURA et al (1998)
Hel26Met

Pheli2Ser*
Del 11-pb (153-162)

Trans 2:6
Trans 6:13

Ser82The AlteracBes oculares MEARS et al (1998)

He87Met

Del 10-pb (93-102)
Del 1-ph 210 AlteragBes oculares ¢ sistémicas SWIDERSKI et al (1999)
GIn238TOP Alteragdes oculares ¢ sistémicas MYRZAY ANS et al (2000)
Pro79l.en Alteragbes oculares NISHIMURA et al (2001)
Del 10-pb (99-108)
Del 8-pb (116-123)
Del 1-pb (1512)
Ins 22-ph (ins 22-47)
Ins 1-pb (262-265)
Dupt 6p25
Leu86Phe AlterngBes oculares ¢ sistémicas SALEEM et 2l (2001)
Pro79Thr Alieragbes oculares e sistémicas SUZUEI et al (2001)
Delecbes ¢ duplicagbes intersticiais (6p253) Alteragbes oculares e sistémicas LEHMANN et af (2002)
Met161Lys Alteragbes oculares PANICKER et al (2002)
GIn2STOP Alteragtes oculares KOMATIREDDY et al (2003)
Glai238TOP
Phelll2Ser* Alteragdes oculares e sistémicas HONKANEN et al (2003)
Glel65Arg Alteragbes oculares e sistémicas MURPHY et al (2004)
Argl&9Pro
NeS91Thr Alteragbes oculares MORTEMOUSQUE et al (2004}

* Mesma mnatac3o com fendtipos diferentes

Introdugio
79



1.6.3 - Gene GJA4/
1.6.3.1 - Identificacio do gene GJA{

GLADWIN et al (1997) estudaram molecularmente 54 individuos distribuidos
em seis familias em que pelo menos um dos membros era portador de Displasia
Oculodentodigital (DODD) com o objetivo de mapear um Jocus para a sindrome. Como ndo
havia genes candidatos, foi realizada uma ampla pesquisa do locus utilizando marcadores
do tipo microssatélites para os cromossomos 3, 6, 14, 15 e 17. Ao final, a analise de ligagio
mapeou o locus da sindrome no cromossomo 6, bandas 6q22q24, num intervalo de 28 cM

entre os marcadores D6S474 na extremidade centromérica e D68292 na telomérica.

BOYADIJIEV et al (1999) estudaram 69 individuos caucasianos distribuidos em
sete familias, dos quais 34 apresentavam DODD. Na analise de ligacio foram utilizados 19
marcadores microssatélites para o cromossomo 6q e a regido candidata ao locus foi limitada
a uma extensdo de 1,01 ¢cM (no sexo masculino) e 2,87 ¢cM (no sexo feminino),
compreendida entre os marcadores D6S266/D6S261 na extremidade centromérica e
D6S1639 na telomérica.

PAZNEKAS et al (2003) avaliaram 60 individuos distribuidos em 17 familias
afetadas pela DODD e identificaram o gene GJA4I, no cromossomo 6q22q23, como o
responsavel pela sindrome. O rastreamento de mutagdes demonstrou que elas estavam
presentes em todos os individuos clinicamente afetados. As 17 mutagdes encontradas
estavam distribuidas pelos dominios citoplasmatico, transmembrana e extra-celular.
Recentemente, VASCONCELLOS et al {2004) identificaram nova mutagio no GJ4/ numa
familia brasileira de trés geragGes com oito individuos acometidos por DODD e
confirmaram os achados de PAZNEKAS et al (2003).

1.6.3.2 - Estrutura do gene GJA/

As juncdes do tipo fenda (gap junctions) funcionam como conexdes diretas
entre os citoplasmas de células adjacentes, permitindo um fluxo intercelular direto e de
baixa resisténcia para a passagem de ions, pequenas moléculas e alguns sinalizadores
moleculares intra-celulares, como o AMPc e o Ca®, regulando assim o crescimento e
desenvolvimento celular (COOPER, 2001; WHITE, 2002).
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A unidade formadora das juncBes do tipo fenda é o conexon, estrutura
hexagonal formada por seis subunidades protéicas denominadas conexinas. Conexons de
células adjacentes podem se alinhar, formando, desse modo, um canal direto de

comunicaggo intercelular (COOPER, 2001).

A expressdio tecidual das conexinas pode ser variada ¢ multiplos tipos de
conexinas podem se associar para formar jungdes do tipo fenda (PAZNEKAS et al, 2003).
A diversidade de conexinas formadoras de conexons resulta em caracteristicas especificas
de permeabilidade intercelular, com efeitos diferentes no crescimento e desenvolvimento
tecidual (ELFGANG et al, 1995; WHITE, 2002). Quando a jungdo do tipo fenda ¢ formada
por dois conexons que possuem conexinas iguais, o canal € chamado de homotipico. Caso
cada hemicanal possua conexinas diferentes entre si, o canal ¢ denominado heterotipico. Da
mesma forma, se um conexon apresenta apenas um tipo de conexina, ele é chamado de
conexon homomérico, mas se as conexinas forem diferentes entre si, ele é denominado de

conexon heteromérico.

O gene GJAI codifica a proteina conexina 43, sendo este gene composto por
dois exons separados por um intron de 11 kb. O primeiro exon apresenta um RNAm
néo-codificante com 191 pb e o segundo exon consiste em uma seqiiéncia codificante de
1149 pb além de uma segiiéncia 5° ndo-traduzivel de 16 pb e uma seqiéncia 3’
ndo-traduzivel de aproximadamente 1732 pb (PAZNEKAS et al, 2003).

A conexina 43, assim como os demais membros da familia das conexinas, é
composta molecularmente por quatro dominios transmembrana, dois dominios
extra-celulares e trés dominios intra-citoplasmaticos, sendo estes Gltimos constituidos por
uma uma al¢a intra-citoplasmatica, uma porgio N-terminal ¢ uma porgio C-terminal
(WILLECKE et al, 2002; KELSELL et al, 2001; WHITE, 2002). O quatro dominios
transmembrana s&0 denominados 1M, 2M, 3M e 4M e relacionam-se & permeabilidade
idnica do conexon (KRUTOVSKIKH e YAMASAKI 2000). Os dois dominios
extra-celulares sdo chamados de El e E2, constituindo-se de algas de aminoacidos
responsaveis pelo adequado acoplamento entre conexons para a formagio da jungdo do tipo
fenda, além de permitirem uma compatibilidade seletiva entre conexons diferentes na

formagdo de canais heterotipicos. Dos trés dominios intra-citoplasmaticos, a porg¢do
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N-termina! ¢ formada por cerca de 20 aminoécidos e relaciona-se com a voltagem de
abertura dos canais (RUBIN et al, 1992; VERSELIS et al, 1994), enquantc a porgdo
C-terminal ¢ a mais variavel entre as conexinas, exercendo, no caso da conexina 43, fungio
na fosforilagiio de quinases ¢ na adesfo intercelular através de complexos formados com
jungdes compactas (TOYOFUKU et al, 1998; GIEPMANS e MOOLENNAR, 1998). O
terceiro dominio intra-celular ¢ a alga citoplasmatica (IL), de composi¢io e tamanho muito
diverso entre as diferentes conexinas. Na conexina 43, a alga citoplasmatica possui uma
seqiiéncia de 6 a 7 amino4cidos proximos a 3M que se relacionam i permeabilidade do
canal (BECKER et al, 1995) [Figura 7].

 celf membrane
 eytoplasm

Figura 7 - Desenho esquematico da proteina conexina 43. Os circulos avermelhados
representam o primeiro e o Gltimo aminoicidos de cada dominio. E1 e E2
representam os dominios extra-celulares; M1, M2, M3 e M4 representam os
dominios transmembrana; NH, representa a porcdo N-terminal: IL a alga
intra-citoplasmatica; e COOH a porgio C-terminal. Cell membrane =
membrana celular; cytoplasm = citoplasma. (modificado de PAZNEKAS et al,
2003).
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1.6.3.3 - Funciio do gene GJA41

As estruturas oculares representam uma rica fonte de interagdo entre conexinas
diferentes, que se expressam principalmente no cristalino, na retina neural e no corpo ciliar
(VANEY e WEILER, 2000). No corpo ciliar, as camadas pigmentada externa e
n3o-pigmentada interna se mantém justapostas através de jungdes do tipo fenda presentes
ao longo de suas membranas celulares apicais. A permeabilidade idnica entre estas duas
camadas ocorre através de canais heterotipicos mediados por calcio que regulam a secrecio
ativa de humor aquoso. O padrio de distribuicio das conexinas nos epitélios € seletivo,
sendo a conexina 43 expressa no epitélio pigmentado e localizada preferencialmente
proximo a superficie apical destas células (VANEY e WEILER, 2000). Uma alteracio na
fungdo desta conexina pode resultar num desequilibrio entre a produgio do humor aguoso
pelo corpo ciliar € 0 seu escoamento pelo trabeculado, com conseqgiiente glaucoma
(PAZNEKAS et al, 2003).

Além do epitélio pigmentado do corpo ciliar, a conexina 43 expressa-se
também no epitélio anterior e lateral do cristalino durante o inicio do periodo embrionario,
exercendo importante fungdo no desenvolvimento das estruturas oculares anteriores,
conforme observado em modelos animais de vertebrados inferiores (WHITE, 2002). O
cristalino € responsavel pela emissio de sinais que ativam a expressdo da N-caderina, uma
molécula de adesdo intercelular envolvida na diferenciagiio do mesénquima periocular em
endotélio e estroma corneanos, ambos derivados de células da crista neural
(BEEBE e COATS, 2000).

Além de estar envolvida na diferenciacio das estruturas oculares, a2 conexina 43
€ a principal proteina presente nas jungdes do tipo fenda que interligam os osteoblastos
humanos, mediando, desta forma, a comunicagio intercelular no tecido oOsseo
(CIVITELLI et al, 1993). A comunicagio entre os osteoblastos permite que estas células
trabathem em sincronia durante os processos de produgdo e deposicdo de matriz orgénica
Ossea € sua subsegilente calcificagdo (CIVITELLI et al, 1993). Além de formacio e
mineralizagdo, o processo de remodelamento dsseo envolve a agao integrada de ostedcitos e
osteoclastos, que atuam de forma coordenada através de juncdes do tipo fenda. Assim, a

auséncia de expressdo da conexina 43 durante a fase embrionaria pode resultar na migracio
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de células da crista neural hipoplasicas, causando defertos na ossificagio do cranio e da
face (CIVITELLI et al, 1993; LECANDA et al, 2000).

1.6.4 - Outros genes e loci

Os estudos de prevaléncia de mutacbes nos genes PITX2 e FOXCI em
pacientes portadores da Sindrome de Axenfeld-Rieger sugerem a existéncia de outros loci e
de outros genes envolvidos nesta entidade que ainda n3o foram identificados. Esta
heterogeneidade genética ¢ evidente desde a década de 70 do século passado, quando
estudos mostraram a associagio de fendtipos de Axenfeld-Rieger com alteracGes

cromossdmicas, tais como a delegiio do cromossomo 10 (HERVE et al, 1984).

AKAZAWA et al, em 1981, e STATHACOPOULOS et al, em 1987,
descreveram delecbes no braco longo do cromossomo 13 associados a fendtipos de
Axenfeld-Rieger. No estudo de AKAZAWA et al (1981), o paciente estudado apresentava
um fenotipo de Axenfeld-Rieger associado a presenca de micrognatia, de retardo mental ¢
de retinoblastoma bilateral e sua analise genética mostrava delegio completa da banda
13gq14. No estudo de STATHACOPOULOS et al (1987) o paciente apresentava alteracdes
oculares e sistémicas compativeis com a Sindrome de Axenfeld-Rieger, além de displasia
do nervo ptico e de micrognatia, e o cromossomo 13 apresentava uma delegio intersticial

entre as bandas q12-g22.

Em 1996, PHILLIPS et al identificaram um segundo Jocus para a Sindrome de
Axenfeld-Rieger (RIEG?2) no cromossomo 13q14 estudando uma familia de 27 membros
distribuidos em quatro geragOes. Nesta familia, 11 individuos apresentavam caracteristicas
oculares e sistémicas da sindrome sem ligagio ao Jocus 4q25. Algumas manifestagtes
clinicas como hidrocefalia, aiteracdes renais e surdez neurossensorial estavam presentes
nestes individuos afetados e, apesar de nfo serem considerados caracteristicas da sindrome,
foram atribuidas & sua variabilidade fenotipica. Contudo, € possivel que o Jocus 13ql4
esteja associado a uma entidade clinica distinta que compreenda, além das alteragdes
propnas  de  Axenfeld-Rieger, a presenga de  surdez  neurossensorial
(CUNNINGHAM Jr et al, 1998).
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Estudos de analise de ligacio sugerem a presenca de um Jocus adicional no
cromossomo 16q24 (FERGUSON e HICKS, 1987, WERNER et al, 1997), tendo sido o
gene FOXC2 (“Forkhead Box C2” — MIM 602402) considerado candidato devido a sua
homologia com o FOXCI. FANG et al (2000), contudo, observaram que 0 gene FOXC2
estava mais as“sociado a sindromes com linfedema do que ao fendtipo de Axenfeld-Rieger.
Em 2002, o gene MAF, localizado no locus 16q24, foi estudado como possivel candidato a
causador de alteracdes da Sindrome de Axenfeld-Rieger ligada a este locus
(JAMIESON et al, 2002). O MAF é um fator de transcri¢io que se expressa em estruturas
oculares derivadas do ectoderma superficial e cujas translocagbes ¢ mutagbes no seu
dominio de ligagdo associam-se ao desenvolvimento de catarata, opacidade de cornea,
microcomea, coloboma de iris e disgenesia do segmento anterior (JAMIESON et al, 2002).
Por se expressar no cristalino, alteragdes na sua fun¢do poderiam levar a defeitos na
indugio do  endotélio corneano e na formagdo da céAmara  anterior
(RENEKER et al, 2000; BEEBE e COATS, 2000), com manifesta¢des clinicas oculares
semelhantes aquelas encontradas na Sindrome de Axenfeld-Rieger. Além da interferéncia
na diferenciacio do segmento anterior induzido pelo cristalino, sua interacdo com o gene
PAX6 poderia supostamente relaciond-lo ao aparecimento de alteragbes tipicas de
Axenfeld-Rieger (SHARON-FRILING et al, 1998; PLANQUE et al, 2001; SAKAI et al,
2001). Contudo, as alteracdes no gene MAF observadas por JAMIESON et al (2002)
ocorreram em pacientes portadores principalmente de catarata congénita, sendo que

nenhum deles apresentava alterages sugestivas de Axenfeld-Rieger.

O gene PAXS6, localizado no cromossomo 11pl3, encontra-se relacionado a
alteracdes oculares como aniridia (GLASER et al, 1992; HANSON et al, 1993
GRONSKOV et al. 1999) e anomalia de Peters (HANSON et al, 1994), mas RIISE et al
(2001) descreveram a ocorréncia de uma delegio de um dos homologos do brago carto do
cromossomo 11 em um caso isolado de Sindrome de Axenfeld-Rieger com manifestagbes
oculares e sistémicas. Tais achados reforcam a teoria de que a manifestagdo fenotipica da
Sindrome de Axenfeld-Rieger deve-se a uma complexa interagdo entre genes € a uma

ampla heterogeneidade genotipica.
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No Brasil, um estudo de BORGES et al (2002) avaliou os genes PITX2 e
FOXCI em cinco familias com sindrome de Axenfeld-Rieger e alteracOes sistémicas. Os
autores identificaram muta¢Ses apenas no gene PITX2 em trés familias e em duas delas nio
foram obseryadas alteracOes estruturais em nenhum dos dois genes, corroborando a

heterogeneidade genética propria da doenca.

Desse modo, o continuo rastreamento de mutagdes nos genes PITX2 e FOXC/ e
a investigagio de outros genes possivelmente associados as diversas manifestagdes
fenotipicas da Sindrome de Axenfeld-Rieger podem ajudar a melhor caracteriza-la do ponto

de vista molecular e aumentar o conhecimento geral sobre seu comportamento clinico.

1.7 - Objetivos
Os objetivos deste estudo foram:

¢ Determinar a fregiiéncia de mutagGes nos genes PITX2, FOXCI e GJAI em
familias brasileiras com individuos portadores da Sindrome de

Axenfeld-Rieger associada a glaucoma;

¢ Determinar o tipo de mutacOes nos genes PITX2, FOXCI e GJAI nas

familias estudadas;

¢ Correlacionar as alteracfes genéticas encontradas ao fenétipo dos pacientes

portadores da sindrome;

s Avaliar o padrao de transmissdo ¢ de segregacdo nas familias dos pacientes

estudados de acordo com a presenca de mutacses.
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2 - PACIENTES E METODOS
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2.1 - Pacientes

Foram avaliados, de forma consecutiva, pacientes portadores da Sindrome de
Axenfeld-Rieger associada a glaucoma, assim como seus familiares. Todos os individuos
foram atendidos no Setor de Glaucoma da Disciplina de Oftalmologia do Hospital das
Clinicas da Unicamp, sendo clinicamente avaliados no periodo de margo de 2001 a
dezembro de 2002,

Os pacientes portadores da sindrome associada a glaucoma, a partir dos quais a

familia foi clinica e geneticamente estudada, receberam a denominagio de “casos-indice”.

2 1.1 - Critérios de inclusdo

O grupo de estudo foi formado por pacientes portadores da Sindrome de
Axenfeld-Rieger associada a glaucoma € por seus familiares.

Para os casos-indice, foram adotados os seguintes critérios de inclusgo:

a) Presenca de qualquer um dos seguintes sinais oftalmologicos pertencentes a
sindrome: embriotéxon posterior, adesdes iridocorneanas periféricas,
hipoplasia do estroma iriano e alteracdes pupilares tais como policoria ou
corectopia;

b) Presenca de glaucoma, caracterizado pela medida da pressdo ocular maior
que 21 mmHg em pelo menos trés ocasides diferentes e consecutivas e pela
presenca de dngulo da cdmara anterior aberto, com observacdo da matha
trabecular a gonioscopial.

Para serem incluidos no estudo, 0s casos-indice ndo precisavam,
necessariamente, apresentar as alteragOes sistémicas mais freqiientes da sindrome, tais
como: hipoplasia dos ossos maxilares, alteracbes dentarias (microdontia, hipodontia ou
oligodontia) e redundéncia da pele peri-umbilical.

A inclusdo dos familiares dos casos-indice no exigiu a presenca de alteracdes

oftalmologicas ou sistémicas da sindrome.

! Pefine-se glaucoma por uma neuropatia dptica progressiva com conseqiiente perda de campo visual (SHIELDS et al,
1996) e cuja pressio intra-ocular € o seu principal futor de risco {QUIGLEY, 1993).
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2.1.2 - Critérios de exclusio
Foram excluidos do estudo:

a) Individuos com outras formas de glaucoma associado ao desenvolvimento,

tais como aniridia e Anomaha de Peters;

b) Individuos com glaucoma congénito primario.

2.1.3 - Grupo controle

Foi utilizado um grupo controle de 50 individuos semelhantes em raga e idade
ao grupo de estudo, a fim de se detectar a freqiéncia das mutagSes pesquisadas na
populagdo geral. O grupo controle foi proveniente de amostras sanguineas obtidas no
Hemocentro da Unicamp que fazem parte de um banco de DNA correspondente a

populacdo geral.

2.2 - Métodos
2.2.1 - Dados epidemiolégicos

A presente pesquisa foi um estudo transversal descritivo, baseado no
rastreamento de mutacdes genéticas na Sindrome de Axenfeld-Rieger. O estudo foi,
contudo, dividido em duas etapas, sendo a primeira delas baseada numa avaliagdo

clinico-epidemiolégica e a segunda, nos experimentos laboratoriais propriamente ditos.

Qs casos-indice e seus familiares tiveram dados coletados referentes & idade, a
raga, a0 sexo, a0 tempo de diagnostico de glaucoma e/ou de malformacdes oftalmologicas e
sistémicas, a histéria familiar ¢ a antecedentes de tratamento clinico e cirurgico. Estas
informacBes foram obtidas por meio de entrevistas durante a consulta inicial e foi criado

um banco de dados préprio para este grupo de estudo [Apéndice 1].
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Foi avaliada a necessidade de tratamento clinico ou cirirgico no momento da
consulta inicial e, de acordo com a conduta instituida, o paciente foi encaminhado para

acompanhamento no Setor de Glaucoma do Hospital das Clinicas da Unicamp.

2.2.2 - Exame oftalmologico

A avaliagio oftalmologica dos casos-indice e dos seus familiares ocorreu no
momento da consulta inicial no Setor de Glaucoma do Hospital das Clinicas da Unicamp.
Todos os pacientes ¢ familiares foram examinados pelo oftalmologista WPC. O exame

consistiu de:

a) Acuidade visual corrigida medida pela tabela de Snellen a distincia de 6

metros com iluminacgio constante;

b) Biomicroscopia com ldmpada de fenda para avaliagio do segmento anterior
ocular;

¢) Gonioscopia com 1dmpada de fenda realizada através de lente gonioscOpica

de contato do tipo Goldmann;

d) Medida da pressdo intra-ocular em ambos os olhos com ténometro de

aplanagio de Goldmann;

e) Avaliagdo do disco Optico sob midriase, em ldmpada de fenda, com lente

asférica de 66 dioptrias.

f) Avaliagio do campo visual realizado por perimetro computadorizado de
Humphrey, estratégia full threshold 24-2. O exame foi feito quando a
acuidade visual era suficiente e quando o paciente apresentava

conhecimento cognitivo que permitisse a sua realizag@o.
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2.2.3 - Exame sistémico

A avaliagfo clinica do grupo de estudo em busca de malformacdes sistémicas
ocorreu na consulta inicial no ambulatério de Glaucoma do Hospital das Clinicas da

Unicamp. O-exame fisico foi baseado na inspegdo (ectoscopia) dos pacientes € constou de:

a) Avaliacio das estruturas craniofaciais para detectar alteracGes dos ossos da
face e malformacdes dentarias;

b) Avaliagdio da cicatriz umbilical para detectar redundincia de pele
peri-umbilical,;

¢) Avaliacio de alteracBes anatOmicas especificas caso fossem relatadas
durante a entrevista inicial.

2.2.4 - Biologia molecular

As etapas experimentais que envolveram estudos de biologia molecular foram
realizadas no Laboratorio de Genética em Oftalmologia, localizado nas dependéncias do
ambulatério de oftalmologia do Hospital das Clinicas, e no Laboratorio de

Hemoglobinopatias e Genoma, localizado nas dependéncias do Hemocentro da Unicamp.

2.2.4.1 - Extracdo do DNA

O DNA foi coletado a partir de 5 ml de sangue periférico obtido por puncio da
veia antecubital. O sangue foi acondicionado em frasco estéril contendo EDTA 10% como

anticoagulante.

A extragio do DNA foi realizada utilizando-se o “GFX Blood DNA Purification
Kit” (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, EUA). Duzentos microlitros da amostra de
sangue foram misturados 3 solucdo de lise numa proporcio de 1.3, procedendo-se a

incubagdo a temperatura ambiente por 5 minutos e subseqiiente centrifugacio a 13000 rpm
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por 20 segundos. Apos a remogdo do sobrenadante, foram adicionados 500ul da solugdo de
extragdo, tendo sido a mistara incubada 4 temperatura ambiente por 5 minutos ¢ entdo
centrifugada a 8000 rpm por 1 minuto. A seguir, o sobrenadante foi desprezado e foram
novamente adicionados 500ul da solugio de extracio a amosira remanescente,
prosseguindo-se com uma centrifugacio a 8000 rpm por 1 minuto. Apés novo descarte do
sobrenadante, foram adicionados 500ul de solugdo de lavagem 4 amostra, a qual foi
centrifugada a 13000 rpm por 3 minutos. O DNA extraido foi solubilizado em 150l de
igua destilada estéril.

2.2.4.2 - Reacdo em cadeia de polimerase (PCR)

Para a amplificagdo dos genes PITX2, FOXCI e GJAI, os seguintes reagentes
foram utilizados: 20 pmoles de cada iniciador, tampdo da enzima 1X
(tampdo 10X = Tris-HC1 20 mM [pH 8,4], KCl 50 mM, gelatina 0,01%), MgCl; 1,5mM,
200pM da mistura de nucleotideos (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), 1 unidade de Tag DNA
polimerase (Invitrogen — Carlsbad, EUA ) e 0,5ug de DNA gen6mico, completando-se o
volume para 50 pl com H,O deionizada estéril. Para todas as regides do gene P/7X2 foi
utilizada formamida a2 uma concentragio final de 5% (v/v) e para todas as regifes do
FOXCI e do GJAI foi utilizado dimetilsufoxido (DMSO) a uma concentragio final de
10%.

As seqiéneias dos pares de iniciadores sintetizados para os gemes PITA2,
FOXCI e GJA1, assim como o tamanho dos fragmentos amplificados encontram-se¢ nas
Tabelas IV, V e VI. As condigdes da PCR para cada gene encontram-se descritas a seguir:

ay Gene PITX2

Os exons 2 ¢ 3 do gene PITX2, assim como os limites intron/exon, foram
amplificados em apenas uma reagio ¢ o exon 4 subdividido em duas regides. Todas as
reagBes foram submetidas a uma desnaturagdo inicial a 94°C por 5 minutos, seguida por 35
ciclos de 94°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto, procedendo-se a uma

extensdo final a 72°C por 7 minutos.
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b) Gene FOXC1

O unico exon do gene FOXC1I foi subdividido em quatro fragmentos. Todas as
reacdes foram submetidas a uma desnaturagio inicial a 94°C por 3 minutos, seguida por 35
ciclos de 94°C por 30 segundos, 58°C por 30 segundos e 72°C por 45 segundos,

procedendo-se a uma extensdo final a 72°C por 7 minutos.

¢) Gene GJAI

O dnico exon codificador do gene GJA7 foi subdividido em dois fragmentos.
Todas as reagdes foram submetidas a uma desnaturagio inicial a 94°C por 5 minutos,
seguida por 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto,

procedendo-se a uma extensdo final a 72°C por 7 minutos.

As reagOes dos trés genes foram realizadas em apareiho ciclador de temperatura
modelo 9600 (Applied BioSystems, Foster City, CA, EUA). Trés microlitros dos produtos
das reacdes foram separados por meio de eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com
brometo de etideo ¢ comparados ao marcador de peso e massa molecular “Low DNA Mass
Ladder” (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), sob iluminagio ultravioleta. A captagio de
imagens foi realizada pelo software Kodak Digital Science 1D 2.0
(Eastman Kodak Company, New York, NY, EUA). A temperatura ¢ o tempo de

anelamento para as diferentes regibes encontram-se nas Tabelas IV, V e V1.

Os produtos da PCR foram purificados por meioc da adigdo de 10U de
exonuclease I (Fermentas Inc., Hanover, MD, EUA) e 2U de fosfatase alcalina de camario
(Fermentas Inc., Hanover, MD, EUA). A reacio foi mantida a 37°C por 15 minutos € em

seguida a 80°C por 15 minutos para a inativagdo das enzimas.
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Tabela IV - Seqié€ncias dos iniciadores, tamanhos dos fragmentos amplificados e

temperaturas de anelamento utilizados para o rastreamento de mutagdes nos

exons do gene PI7TX2.
Esxon / Regiio Seqiiéncia Tamanho do Temperatura e tempo

{fragments de anelamento
2 S - 5.GGGGCAGTAGCCAAGGACT-¥ 289 pb 60°C por 1 min

AS -5 -CAGCTAAGCGGGAATGTCTG-3’
3 S - 5-GGCATGCTGACGGGAAAG-3’ 300 pb 60°C por 1 min

AS - 5"-CTGTACCTCCACAACATCCTC-3”
4/1 S - 5-CACTGTGGCATCTGTTTGCT-3* 324 pb 60°C por 1 min

AS - 5-GGACGACATGCTCATGGAC-3’

4/2 8 - -TATGAACGTCAACCCCCTGT-3° 400 pb 60°C por 1 min

AS - 5’-CCATCCGGCAAGGTCCTA-3’

3 = sense; AS = anti-sense; pb = pares de bases; min = mirto

Tabela V - Seqiiéncias dos iniciadores, tamanhos dos fragmentos amplificados e

temperaturas de anelamento utilizados para o rastreamento de mutagdes no

exon unico do gene FOXC]I.
Exon / Regiio Seqiiéncia Yamanho do Temperatura e tempo

fragmento de anelamente
1/1 8 - 5"-CCCGGACTCGGACTCGGC-3’ 429 pb 58°C por 30 seg

AS - 3-AAGCGGTCCATGATGAACTGG-3
1/2 8 - 5-CCCAAGGACATGGTGAAGC3’ 710 pb 58°C por 30 seg

AS - 57-CTGAAGCCCTGGCTATGGT-3’

1/3 S - 5’-ATCAAGACCGAGAACGGTACG-3’ 635 pb 58°C por 30 seg

AS - 5"-GTGACCGGAGGCAGAGAGTA-Y
1/4 S - 3-TACCACTGCAACCTGCAAGC-3’ 517 pb 58°C por 30 seg

AS - 5-GGGTTCGATTTAGTTCGGCT-3’

S = semse; AS = anti-sense; pb = pares de bases; seg = segundos
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Tabela VI - Seqiiéncias dos iniciadores, tamanhos dos fragmentos amplificados e

temperaturas de anelamento utilizados para o rastreamento de mutacgdes no

exon 2 do gene GJA 1.
Exon / Regido* Segiiéncia Tamanho do Temperatura e tempo
fragmento de anclamento
2/1 S - 5-GATCTTTTCTTCGTTGGC-3" 925 pb 60°C por 1 min
AS - 5°-CTCTTTCCCTTAACCCG-Y’
2/2 S - 5°-TTCCTCTCTCGCCCCAC-3’ 1079 pb 60°C por 1 min

AS - 5-GGCCTAGAAAGCTTACCTT-3’

8§ = sense; AS = anti-sense; pb = pares de bases; min = minuto

* Toda a regidio codificadora estd Jocalizada no exon 2

2.2.43 - Seqiienciamento automatico

Os produtos da PCR foram seqiienciados automaticamente utilizando-se o “Big
Dye  Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kif’ versio 3.1
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Para esta etapa foram utilizados de 5 a 20 ng
do produto amplificado para uma reagio de 10l (concentragio dependente do tamanho do
fragmento a ser amplificado), distribuidos da seguinte forma: 1,6 pmol de um dos
oligonucleotideos iniciadores de cada gene (“semse” ou “amtisense™), 1ul de “Big Dye
Terminator Ready Reaction” (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), 3 ul do “5X
Sequencing Buffer” (Applied BioSystems, Foster City, CA, EUA) e o restante do volume

completado com agua deionizada estéril.

Realizaram-se 25 ciclos a 96°C por 10 segundos, a 50°C por 5 segundos e a
60°C por 4 minutos em aparelho termociclador (Applied BioSystems, Foster City, CA,
EUA), prosseguindo-se com a purificagio das rea¢Bes para a retirada dos nucleotideos nio

incorporados.
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Aos 10pl de cada reagio de seqiienciamento adicionaram-se 50ul de
isopropanol 65%, procedendo-se a um repouso por 20 minutos em ambiente escuro e
centrifugacdo a temperatura ambiente por 25 minutos a 14000 rpm. O sobrenadante foi
desprezado, prosseguindo-se com a adi¢do de 250ul de etanol 60% e centrifugagio 2
temperatura ambiente por 10 minutos a 14000 rpm. O sobrenadante foi novamente

descartado e o “pellet” remanescente aquecido a 70°C até a evaporag8o do etanol residual.

Em seguida, as reagbes foram ressuspensas em 15 pl de formamida,
desnaturadas e submetidas & eletroforese no analisador automitico de DNA “ABI PRISM
310" (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). As seqiiéncias foram submetidas a

buscas por similaridade utilizando-se o “algoritmo de busca” disponivel no enderego

http://www.ncbi.nim nih gov/blast.

2.2.4.4 - Digestio com enzima de restri¢io para avaliagio do grupo controle

Para a investigacio da mutagio encontrada no gene GJAI foi utilizada, no
grupo controle, enzima de restricio especifica para esta alteragio a fim de avaliar a sua
freqiiéncia na populagio geral.

Em relagio a mutacdo Ala253Val (GCG-»GTG) no gene GJAI, utilizou-se a
enzima Hhal (Q-Bio gene, Irvine, CA, EUA). Adicionaram-se 2ul do tampdo da enzima
(Tris-HCI 10mM [pH 7,5], KCI 100mM, EDTA 0,1mM, DTT 1mM, BSA 0,2mg/ml ¢
glicerol 50%) e 20U da enzima a 10ul do produto da PCR, completando-se o volume final
para 20ul com agua deionizada estéril. A reagiic foi mantida por 2 horas a 37°C ¢ em
seguida por 20 minutos a 65°C para inativagdo da enzima, procedendo-se 4 eletroforese do
volume total da reacdo em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio. Os tamanhos
esperados dos fragmentos eram de 914pb e 165pb na auséncia da mutagdo, 1079pb na
presenca da mutagio em homozigose e 1079pb, 914pb e 165pb na presenga da mutagio em

heterozigose.
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2.2.5 - Correlagiio gendtipo/fendtipo

A correlagio entre as manifestagBes clinicas do grupo em estudo e as alteragOes
encontradas no rastreamento de mutagdes foi realizada por meio dos exames oftalmologico
e fisico. Os pardmetros clinicos marcadores da gravidade da doenca basearam-se na
acuidade visual, necessidade de procedimento cirirgico para controle do glancoma, nivel

de pressio ocular e nimero de medicacdes utilizadas para controle da mesma.

2.2.6 - Analise dos heredogramas

Foram confeccionados heredogramas das familias estudadas com o auxilio do
programa Cyrillic versdo 2.00 para avaliar o padrio de transmissio e a segregacio
concomitante, esta Gltima definida pela presenca de mutagdes em pacientes portadores da

Sindrome de Axenfeld-Rieger e pela auséncia das mesmas em pacientes nao afetados.

2.2.7 - Analise estatistica

Para as variaveis quantitativas foi utilizado o teste T de Student n3o pareado.
Para as varidveis qualitativas foram utilizados os testes de ¥* ou Fischer. Foram
considerados significativos valores de P inferiores a 0,05. A analise estatistica foi realizada

com o auxilio do programa Epilnfo versdo 3.2.2.

2.2.8 - Aspectos €ticos

O estudo foi aprovado pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa do
Ministério da Sande [JANEXO]. Todos os pacientes incluidos no estudo foram informados
sobre os objetivos € a metodologia da pesquisa, podendo ou ndo aceitar participar da
mesma, sem constrangimento ou modificagio de sua assisténcia médica. Previamente a
coleta de sangue, todos os pacientes incluidos no estudo leram e assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido [Apéndice 2].
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’l 3 - RESULTADOS
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3.1 - Dados Epidemiologicos

Otito familias ndo relacionadas entre si (92 individuos), em que pelo menos um
dos seus integrantes era portador da Sindrome de Axenfeld-Rieger e glaucoma de
desenvolvimento, foram avaliadas. [Tabela VII]. Na populagio estudada nio havia
individuos da raga negra ou de origem asiatica. Quanto a distribui¢do dos casos-indice por

sexo, 5 eram do sexo masculino (62,5%) e 3 do sexo feminino (37,5%).

Tabela VH - Caracterizacio dos casos-indice das familias estudadas

Farmilias Sexo  Idade Tempode Cirurgia Medicagdes Manifestacdes Familiares Familiares

(casos-indice} {anos)  glaucoma  filtrante hipotensores extra-ocaleres  gvaliados (n}  afaados
(enos) prévia oculares em uso (n)
1. D8 fem g 2 sim 2 nfo i2 nenhum
2.ERO fem 19 11 nio 1 nd3o 4 nentim
3. FAVS mase 4 7 ndo 2 sim 4 nenhum
4. P masc 17 3 =T 2 nio 14 nenhum
5. MCV masc 16 16 sim 2 sim 6 nenhum
6. OGS mase 38 5 3o 1 sim 12 5

7.VS fem 25 5 sim 1 ndo 4 nenbum
8. WDC masc it g stm 2 oo 36 nenhum

masc = sexo masculino; fem = sexo feminino; n = nimero

Dentre os 8 casos-indice acometidos pela sindrome, a média de idade foi de
17,8 + 9,8 anos, variando de 8 a 38 anos. A média de idade & época do diagnéstico do
glaucoma foi de 10,6 + 10,7 anos (desde o nascimento até 38 anos), com tempo médio de
glaucoma de 7,5 + 4,5 anos (de 2 a 16 anos). Entre os 8 casos-indice, 4 deles {50%) ja

haviam sido submetidos a cirurgia filtrante em pelo menos um dos olhos.
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3.2 - Exame Clinico

As manifestaches clinicas da sindrome estavam restritas aos olhos em 5
casos-indice (62,5%) [Tabela VII]. Na familia 6 (caso indice: OGS), os outros 5 individuos

afetados apresentavam alteracOes oculares e sistémicas [Tabela VIII].

Quanto 3 presenca ou a auséncia de mamfestacOes sistémicas da sindrome, ndo

foram observadas diferencas estatisticamente significantes em relacio 2 média de idade,

idade ao diagnostico, tempo de glaucoma e realizagiio de cirurgias filtrantes nos pacientes

afetados [Tabela IX]. Quanto ao sexo, todos os casos-indice com alteracSes extra-oculares

eram do sexo masculino, enquanto na auséncia destas, 2 (40%) eram do sexo masculino e 3

(60%) do sexo feminino.

Tabela VIII - Caracteristicas clinicas do total de pacientes do grupo de estudo (n = 13)

portadores da Sindrome de Axenfeld-Rieger associada a glaucoma

Familia  Pacientes AV PIG em Escavacde  Cirurgia  Medicagdes Abreragfes Alteragies extra-
mmHg do nerve filtrante  hipotensoras oculares oculares
{OD ¢ OF} aptico prévia oculares em
(0D = OF) vxh wse ()
{OD e OE)
1 DS 2030 10e20 06x06e sim 2 embriotoxon ausentes
20/30 0,7x0,7 posterior, adestes
indocomeanas
2 ESC 2020 ¢ 20e18 G4x04e nio 1 embriotoxon ausentes
20/60 04x04 posterior, adesbes
irrdocomeanas,
hipoplasia de iris
3 FAVS 20/200 ¢ 13¢19 05%x05¢ ngo 2 embriotdxon hipoplasia malar,
20/100 04x04 posterior, adesdes microdontia,
itidocoraeanas, hipodontia,
hipoplasia de fris, alargamento da
policoria, base nasal,
corectopia, redundincia da
microcornea pele peri-
umbilical
4 P 20020 e Wel4 02x02e nio 2 embriotoxon Ausentes
20/20 02x02 posterior, adesdes
iridocomeanas,
3 MCV 20/30 ¢ 19e34 06x06e sim 2 embriotoxon hipoplasia mafar,
SPL 1.0x10 posterior, adesdes hipodontia
iridocomeanas,
hipoplasia de iris,
corectopia,
policoria,

ectropio de dvea
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6 OGS 20/25¢ 13212 08x06¢ nio embriotoxon hipoplasia malar,
20/30 0,8%x90,7 posterior, adesdes atteragiio da
ridocomeanas, forma dos dentes,
hipoplasia de iris, arbitas rasas,
policoria, baixa estatura
ecirdpio de tivea,
propiose,
hipertelorismo
6a RGS 20/20e 24e7l 04x04¢e nio embriotdxon hipoplasia malar,
20/20 0,4x0,4 posterior, adesdes orbitas rasas,
irrdocorncanas, baixa estatura
hipoplasia de iris,
hipertelorismo
b MCGS CDe SPL 17e21 09x09e¢ sim embriotdxon alteragio da
10x10 posterior, adesdes forma ¢ nimero
iridocomeanas, dos dertes, baixa
hipoplasia de iris estatura
6¢ MGS 207200 e 12e34 0.8x907e sim embriotoxon hipoplasia matkar,
SPL 1,06x10 posterior, adeses alteragio da
iridocomeanas, forma dos denges,
policoria, baixa estatura
mserqio aka da
iris
6d MGS* SPL e SPL ND 18xi0e sim embriotoxon hipoplasia malar,
10x19 posterior, adesdes akteragio da
widocormeanas, forma dos dentes,
policoria e atrofia baixa estatura
de iris
6e LGS CDe ND ND sim embriotoxon hipoplasia malar,
20/200 posterior, adesdes alteragfio da
iridocormesnas, forma dos dentes
hipoplasia de iris,
corectopia
7 V8 20/25 12 & zero 4,2x0.2 sim embriotdxen Ausentes
SPL posterior, adesbes
ridogorncanas,
atrofia bulbar do
olho esquerdo
g wDC 2025 e CH 13e13 87x0b6¢ sim embriotoxon Ausemies
0.7 %06 posterior, adesdes
iridocomeanas,
hipoplasia de iris,
corectopia,
megatocornea,
catarata

Ob = olho direito; OF = olbo esquerdo, AV ~ acuidade vispal corrigida; PIO = pressio imtrz-ocular ma comsulta imicial;
mmHg = milimetros de mercirio; v x h = vertical por horizontal; n = mimero; SPL = s¢m percepedio luminosa;, CD = conta dedos;
ND = nio disponivel, MGS* = irm# do paciente MGS. Os pacientes 6a-6e pertencem 2 familia do caso-indice 6 {OGS).
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Tabela IX - Média de idade, idade ao diagnéstico, tempo de glaucoma e realizagdo de
cirurgia filtrante prévia de acordo com a presenga ou 1o de manifestagdes

extra-oculares da sindrome nos casos- indice.

Manifestacbes estra-oculares
Variaveis presentes ansentes P
idade (anos} 20,6 + 15,5 16,2+ 6.4 0,57
Idade ao diagnostico {anos) 11,3+ 18,7 10,2 +30 0,89
Tempo de glaucoma (anos) 93 +58 6.4+ 3,7 0,41
Cirurgia prévia realizada 25% 75% 0,53

3.3 - Rastreamente de Mutacoes

3.3.1 - Gene PITX2

Nio foram encontradas mutagdes na regifio codificadora e de processamento do

gene PITX2 em nenhum dos pacientes portadores da Sindrome de Axenfeld-Rieger.

3.3.2 - Gene FOXC1

Foram encontradas trés alteragdes estruturais no gene FOXC/ entre individuos
nio relacionados entre si e portadores da sindrome de Axenfeld-Rieger. As alteragbes
consistiram em uma insercdo de trés bases, uma delegdo de duas bases e uma mutagio de

ponto do tipo sem sentido.

A inserciio caracteriza-se pela presenca de trés bases (GGC) enire os
nucleotideos 1359-1360 no segundo dominio de ativagio, causando a adigdo de um
aminoacido glicina (1359-1360insGGC) [Figura 8].

O paciente que apresentava esta alteracio (MCV, caso-indice 5) foi
diagnosticado com sindrome de Axenfeld-Rieger associada a alteragdes sistémicas €
glaucoma nos primeiros meses de vida [Figura 9]. Este individuo foi submetido a

procedimento cirargico para controle da pressdo ocular em ambos os olhos, necessitando
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ainda, do auxilio de medicagdio anti-giaucomatosa (2 colirios) e sua visdo era de 20/30 e
SPL nos olhos direito e esquerdo, respectivamente. Excetuando o caso-indice, todos os

demais membros avaliados da familia (n = 6) apresentavam fenétipos normais [Figura 10].

n135¢ n1360

Vi

B CCCTGAGTrACGECGGIGRIGECCG GELGG GEEEE GG .60 2 3

n1359 n1380

L\

Figura 8 - Seqiienciamento direto do produto da PCR correspondente & regifio 4 do gene
FOXC1. 8A mostra controle normal, apresentando 7 repetiches GGC. 8B
mostra o paciente MCV (caso-indice da familia 5) apresentando a inserg3o de 3
bases (GGC) entre os nucleotideos 1359 e 1360 (13 59-1360insGGC), conforme

indicado pelas setas.
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Figura 9 - Biomicroscopia do segmento anterior do paciente MCV (caso-indice 5)

evidenciando embriot6xon posterior, atrofia de iris, corectopia e ectropio de

uvea. 9A representa o olho direito; 9B representa ¢ otho esquerdo.

O

S Yoerar §

Figura 10 - Heredograma da familia 5 mostrando o caso-indice (seta) como o unico

individuo acometido pela Sindrome de Axenfeld-Rieger.

No paciente WDC (caso-indice 8) foi identificada uma delegfio de duas bases
(CT), correspondentes aos nucleotideos 718 e 719 (718-719delCT), iocalizada apos o
dominio forkhead, mais especificamente no aminoacido 240 do dominio de inibicio do
exon [Figura 11]. A delegfio estava presente em heterozigose e apenas o caso-indice desta
familia era portador da sindrome e da alteragio no gene FOXCI, o que caracteriza uma
mutagio de novo [Figura 12]. O individuo WDC desenvolveu glaucoma aos trés anos de
idade e, devido 4 refratariedade ao tratamento clinico, foi submetido 2 procedimento

cirtrgico para redugfo da PIO em ambos os olhos.
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n718 n718

3!

Figura 11 - Seqiienciamento direto do produto da PCR correspondente & regidio 2 do gene
FOXCI1. 11A mostra controle normal. 11B mostra o paciente WDC

(caso-indice 8), apresentando a delegiio de 2 bases (CT) entre os nucleotideos

718 ¢ 719, conforme indicado pelas setas.

ERCR T E

Figara 12 - Heredograma da familia 8 mostrando o caso-indice (seta) como © dnico

individuo portador da sindrome associada a glaucoma.
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A mutacio de ponto do tipo sem sentido foi identificada em seis individuos da
familia 6, incluindo o caso-indice. A mutaglo consiste na substituicio do aminoacido
Triptofano (TGG) para um cédon de terminagdio (TGA) na posigio 152 (Trp152STOP),
localizada no dominio forkhead do gene FOXCI [Figura 13].

55

Figura 13 - Seqiienciamento direto do produto da PCR da regisio 2 do gene FOXC/. 13A
mostra individuo do grupo controle. 13B mostra o paciente OGS
(caso-indice 6), que apresenta a mutagio TGG—TGA (indicada pela seta),
resultando na substituicio de um aminoacido triptofano por um cédon de
terminagdo (Trpl528TOP).

A familia 6 possui trés geragdes de individuos, dos quais 12 foram avaliados.
Dos seis membros da familia afetados, todos apresentavam a mutagiio Trp152STOP, com
fen6tipo caracterizado por manifestagdes extra-oculares da sindrome e glaucoma de

desenvolvimento. De modo geral, estes individuos possuiam baixa estatura e alteracdes
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faciais compativeis com hipoplasia dos maxilares, além de alteragOes dentérias, mas nio
apresentavam alteragdes umbilicais [Figura 14]. Em todos eles as alteracBes oculares
caracteristicas da sindrome estavam presentes, tais como embriotéxon posterior, adesdes
iridocorneanas periféricas e hipoplasia do estroma iriano [Figura 15]. Com excecio dos
individuos OGS ¢ RGS, pertencentes 3 segunda geracdo, todos os demais pacientes
afetados pela sindrome necessitaram de procedimento cirirgico para redugdo da pressdo

ocular e apresentavam redugdo importante da acuidade visual {Tabela VIII] [Figura 16].

Figura 14 - Paciente OGS (caso-indice 6). 14A e 14C mostram as alteragbes Osseas
caracterizadas por aplanamento da regifo média da face devido 2 hipoplasia
de maxilares, hipertelorismo e 6rbitas rasas;, 14B evidencia as malformagGes
e fragilidade dentérias; 14D mostra auséncia de alterages na pele

peri-umbilical.
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Figura 15 - 15A mostra alteragbes oculares do paciente OGS (familia 6), caracterizadas por
embriotoxon posterior, adesdes iridocorneanas periféricas e areas de atrofia
iriana causando policoria; 15B e 15C mostram alteragBes oculares do paciente
RGS (familia 6), evidenciando atrofiza de estroma iriano, ectropio uveal,

embriotdxon posterior ¢ adesdes iridocorneanas periféricas.

Figura 16 - Paciente LGS, individuo mais jovem da familia 6, com glaucoma
diagnosticado desde o nascimento. Observa-se aplanamento da regido
média da face devido & hipoplasia de maxilares, além de hipertelorismo e

malformages dentarias, caracterizada pela auséncia de incisivos laterais

superiores.
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333-Gene GJAI

Em trés individuos da familia 6 foi encontrada uma mutacio do tipo sentido
trocado no gene GJA/, caracterizada pela substituicio em heterozigose de citosina por
timina na segunda base do c6don 253 (GCG—GTG), levando a substitui¢io do aminoécido
Alanina por Valina (Ala253Val) [Figura 17].

¥ LCCAGTRETGOGLTGiGCrC ¥

&

Figura 17 - Seqiienciamento direto do produto da PCR evidenciando uma nova mutagio
em heterozigose no gene GJAI. 17A mostra individuo controle. 17B mostra
individuo portador da mutagio GCG—GTG (seta), resultando na alteracgfio do
aminoacido localizado no codon 253 (Ala253Val),

A mutagio estava presente no caso-indice da familia 6 e em mais dois
individuos, sendo que um deles apresentava fenétipo normal, sem qualquer semelhanga
com as alteragbes clinicas encontradas na Sindrome de Axenfeld-Rieger [Figura 18]. Os

dois individuos portadores da mutagso e clinicamente acometidos pela sindrome associada
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ao glaucoma de desenvolvimento apresentavam pressio ocular controlada com o uso de um

colirio e preservagio da acuidade visual. Além disso, nestes pacientes, a instalagio do

glaucoma ocorreu mais tardiamente que nos outros membros da familia.

It

m

Figura 18 -

FOXCE- FOXCi+
GJAL+ GJAL-

FOXC1+ FOXC1.  FOXCi- FOXCL+ FOXC1+ FOXCI- FOXCi+
GIAL- GIAL. GIAL- GIAT+ GIAL+ GJAT-  GJAL-
FOXC1+
GIAL-
D O FQXCI + : presenga da mutagio Trpl 52STOP
L GJAI - - auséncia da mutagio Ala253Val
B @ naividuos aretados (SAR) GJA! +: presenga da mutagio Ala253Val

Heredograma da familia 6 evidenciando seis individuos acometidos pela
sindrome associada 4 glaucoma. O caso-indice (seta) e seu irmdo
{quadrados azuis) apresentam muta¢des nos genes FOXCI e GJAI e
clinicamente apresentam fenotipos menos graves que os demais pacientes
acometidos por mutagSes apenas no gene FOXCI. Observa-se uma
transmissdo  autossOmica dominante da sindrome com segregacdo
concomitante da mutagioc no gene FOXCI. SAR = Sindrome de
Axenfeld-Rieger.
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3.4 - Grapo Centrole

A alteragio estrutural observada no gene GJA I ndo foi identificada entre os 50

individuos pertencentes ao grupo controle [Figura 19].

Figura 19 - 19A - Avaliacfio dos membros da familia 6, segundo digestio do produto da
PCR do gene GJA/ (regifo 2) com a enzima Hhal. M = marcador de peso
molecutar “ladder 1Kb”; 1 e 3 = pacientes OGS {caso-indice) ¢ RGS,
portadores da mutagiio Ala253Val (fragmentos de 1079, 914 ¢ 165 pb); 2 e
4 = esposa e filho do paciente OGS, respectivamente, ambos nio portadores
da mutagéio (fragmentos de 914 e 165 pb). 19B - Avaliagio do grupo controle
segundo digestdo do produto da PCR do gene GJAJ (regido 2) com a enzima
Hhal. M = marcador de peso molecular “ladder 1Kb”; 1 = produto da PCR
ndo digerido (fragmento de 1079 pb); 2 = controle positivo para a mutacio
Ala253Val em heterozigose (fragmentos de 1079, 914 e 165 pb);, 3 a
11 = individuos do grupo controle, nio portadores da mutacio
(fragmentos de 914 ¢ 165 pb).

3.5 - Andlise de Segregaciio e de Heredograma

As alteragbes estruturais no gene FOXCI, caracterizadas por insergdo
(1359-1360insGGC) e delegdo (718-719delCT) estavam presentes em casos esporidicos da
Sindrome de Axenfeld-Rieger [Figuras 10 e 12, respectivamente]. Em contrapartida, a
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mutagdo do tipo sem sentido (Trp152STOP) presente na familia 6 apresentou segregagio
concomitante as alieragtes fenotipicas. Nesta familia, a sindrome apresentou um padrio de

transmissdo autossomico dominante {Figura 18].

A mutagio no gene (GJ4/ (Ala253Val), presente em heterozigose, nio
apresentou segregacdo concomitante, pois, além de estar presente no individuo da primeira
geracdo que ndo apresenta a sindrome, encontra-se ausente em 50% dos pacientes

clinicamente acometidos da segunda gerac¢o e no paciente acometido da terceira geracio.

3.6 - Correlacio Genétipo/Fenédtipo

Os individuos da familia 6 portadores das mutacdes nos genes FOXCI e GJAI
simultaneamente (Trpl52STOP e Ala253Val, respectivamente) apresentavam fenotipos
menos graves que 08 demais membros afetados da mesma familia com mutacdo restrita ao
FOXCI  [Tabela VIII]. Estes individuos, com a mutagdo Trpl52STOP isolada,
apresentavam fendtipo grave, com acuidade visual reduzida e mesmo cegueira devido ao
glaucoma refratério ao tratamento. Estas caracteristicas clinicas eram semelhantes as do
individuo da familia 5 portador da mutagio 1359-1360insGGC no gene FOXCI, que

também apresentava cegueira unilateral por glaucoma.

O individuo da familia 8, portador da mutagio 718-719delCT no gene FOXCI,
apesar das alteragBes restritas 4 regifio ocular, apresentava fenétipo grave, representado por
acuidade visual bastante reduzida em um dos olhos (visdo de “conta dedos”) e glaucoma de
dificil controle, tendo sido submetido a cirurgia filtrante e estando em uso adicional de

medicagfo hipotensora no pés-operatério.

Apesar do pequeno nimero de individuos avaliados, o que prejudica uma
analise estatistica mais detalhada, os pacientes que apresentaram Sindrome de
Axenfeld-Rieger associada ao glaucoma de desenvolvimento e mutagdes no gene FOXC/
foram comparados aqueles sem alteragBes estruturais no gene FOXC/. Os pacientes com
mutagdes no gene FOXCJ apresentaram glaucoma de desenvolvimento mais precocemente,

maior freqii€ncia de cegueira unilateral, maior descontrole da pressio ocular e maior
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freqiiéncia de cirurgia anti-glaucomatosa, evidenciando uma tendéncia de pior evolugdo
clinica quando avaliados conjuntamente com os individuos sem mutagdes neste gene
[Tabela X]. Para a realizaciio desta avaliagdo, foram considerados os casos-indice das
familias estudadas, & excec¢do da familia 6, cujo caso-indice apresentava mutagdo tanto no
gene FOXCI éuanto no GJAI Neste caso especifico, para efeito de analise, foi considerado

seu irmdo (MGS), portador exclusivamente da mutagio no FOXC1.

Tabela X - Comparagio clinica entre os individuos portadores de mutagio no gene FOXC/

e os individuos sem mutagio neste gene.

Mutacio no gene FOXCJT Presente (n=3) Ausente {n = 3)
Idade ao diagnéstico do glaucoma (média em anos) 26+25 10+72
Cegueira em um dos olhos (%) 2 {66,6%) 1 (20%)
PIO (média no pior otho em mmElg)* 27+ 12,1 i9+43
Nimero de colirios (média) 2 1,6
Cirurgia prévia realizada 100% 40%

1 = nimero; PIO = pressdo intra~ocular; mmHg = milimetros de merciirio.

* A despeito do tratamento institnido (clinico on cirirgico).
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4 - DISCUSSAO
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4.1 - Dados Epidemiologicos

O glaucoma ¢ a segunda maior causa de cegueira trreversivel no mundo, com
uma prevaléncia estimada de 6,7 milhdes de pessoas afetadas pela doenca
(QUIGLEY, 1996).

Uma das abordagens em genética ¢ a identificagio de genes associados a
doengas que, na area especifica da oftalmologia, poderia ajudar na predicdio do progndstico
e na instituicio do melhor tratamento, na tentativa de prevenir a cegueira
(SAMPLES e WIRTZ, 2003).

O conhecimento das bases genéticas das doencas oculares permite que se abram
novas perspectivas na terapéutica, com o desenvolvimento de drogas com tecnologia de
recombinagio génica que possam equilibrar a deficiéncia funcional causada por um gene
defeituoso ou estimular, por meio de proteinas recombinantes, uma via alternativa na
seqiéncia de eventos enzimaticos envolvidos na fisiopatologia da doenga em questdo
(SAMPLES e WIRTZ, 2003).

A identificagio de genes e Joci envolvidos nas diversas formas de glaucoma
levaram, nos Gltimos anos, a uma melhor compreensdo dos mecanismos fisiopatologicos do
glaucoma primario de dngulo aberto, do glaucoma primario juvenil e de algumas formas de
glaucoma associado a malformagdes do desenvolvimento, entre elas a Sindrome de
Axenfeld-Rieger (ALWARD, 2000).

A Sindrome de Axenfeld-Rieger é uma entidade clinica rara, com freqiiéncia
estimada de 1 caso em cada 200.000 individuos {ALKEMADE, 1969). Apesar de algumas
de suas caracteristicas clinicas terem sido inicialmente observadas por VOSSIUS em 1883,
foi a partir de 1920 que comegou a ser considerada uma entidade distinta devido as
observagdes sistematicas de AXENFELD e, subseqiientemente de RIEGER
(ALWARD, 2000).

Seu diagnostico baseia-se principalmente em uma variedade de manifestacdes
oculares transmitidas de forma autossémica dominante e que incluem alteragdes no dngulo

iridocorneano e no tecido iriano. Estas malformagdes tém alta penetrincia, ou seja, estdo
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presentes numa significativa proporgio de individuos dentro de uma familia acometida,
acarretam um risco aproximado de 50% de glaucoma devido 2 deficiéncia de escoamento
do humor aquoso pela imaturidade da malha trabecular (LINES et al, 2002).

SHIELDS (1983) avaliou 24 pacientes portadores da sindrome num amplo
estudo, determinando caracteristicas epidemiologicas e estabelecendo correlagbes
clinico-patologicas que permanecem como a base das manifestacSes clinicas e dos
possiveis mecanismos fisiopatologicos envolvidos. SHIELDS (1983) observou que a idade
dos individuos acometidos era extremamente variavel, abrangendo uma faixa etara de 6
semanas a 71 anos, com média de 26,2 anos. Da mesma forma, a idade no momento do
diagnostico variou desde o nascimento até os 71 anos. No nosso grupo de estudo, a média
de idade foi de 17,8 anos e, de forma semelhante, a idade dos pacientes apresentou grande
variagio (de 8 a 38 anos), assim como a idade no momento do diagnostico
{(do pascimento aos 38 anos). A média de idade dos nossos pacientes no momento do
diagnéstico da sindrome e do glaucoma associado a ela foi de 10,6 anos. Esta media ¢
discretamente mais baixa que a descrita na literatura, na qual o glaucoma torna-se

manifesto na adolescéncia ou no inicio da idade adulta (SHIELDS et al, 1985).

O glaucoma associado as malformacdes de Axenfeld-Rieger esta presente em
aproximadamente metade dos pacientes, sendo geralmente de dificil controle ¢
necessitando, ndo raro, de intervengdo cirtirgica (SHIELDS et al, 1985). Dos oito pacientes
portadores da sindrome com glaucoma, 50% deles foram submetidos a cirurgia filtrante
(trabeculectomia) em pelo menos um dos olhos. Esta porcentagem € semelhante aquela
encontrada por SHIELDS {1983), em que 45,8% dos seus pacientes foram submetidos a

trabeculectomia.

Nio foi possivel realizar uma avaliagdo estatistica das alteragbes de campo
visual pelo fato de que varios pacientes nio conseguiram realiza-lo, quer seja pela baixa
acuidade visual quer seja pela idade. Assim, nfo consideramos os resultados perimétricos

como uma variavel a ser avaliada em nosso estudo.

O diagnostico da sindrome associada ao glaucoma ¢ geralmente realizado
através da observagio das alterages oculares caracteristicas, além da presenga de pressdo

ocular elevada em pacientes jovens, baixa acuidade visual em pacientes adultos ¢ pela
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presenca dos achados extra-oculares (SHIELDS et al, 1985). Contudo, alguns casos sdo
diagnosticados através de exame de rotina ou pela presenca de familiares afetados
(SHIELDS et al, 1985).

Mesmo com transmissdo autossdmica dominante e peneirdncia varidvel
(VAUX et al, 1992), das oito familias avaliadas em nosso estudo apenas uma apresentava
familiares afetados (12,5% dos casos-indice). Este dado contrasta com o estudo de
SHIELDS (1983), em que a ocorréncia de familiares afetados estava presente em quase
40% dos casos, mas evidencia que a ocorréncia de casos esporadicos na populagdo pode ser

freqgiiente.

As manifestacbes extra-oculares da sindrome apresentam penetrincia
incompleta e expressdo variavel e caracterizam-se mais comumente por alteragdes
dentarias, faciais e da regido umbilical (SHIELDS, 1983).

Estas manifestactes foram inicialmente observadas por MATHIS em 1936 ¢
subsegiientemente por RIEGER (ALWARD, 2000). As alteracSes dentarias compreendem
mudan¢as na forma, tamanho e nimero dos dentes, sendo os mais freqiientemente
acometidos os incisivos centrais € os primeiros molares (SHIELDS, 1983). As alteraces
faciais descritas por RIEGER envolviam os ossos maxilares que, devido & sua hipoplasia,
resultavam no aplanamento da face associada ao retrocesso do labio superior,
principaimente se houvesse hipoplasia dental concomitante. Além da hipoplasia maxilar,
s#o igualmente descritos hipertelorismo e base nasal alargada nos fendtipos da sindrome
(CROSS et al, 1979). Outras alteragles sistémicas geralmente associadas incluem
alteragdes na regiio umbilical, que se manifestam através de redundincia da pele
peri-umbilical ou pela presenca de hérnias, e a presenca de hipospadias no sexo masculino
(SHIELDS et al, 1985).

As manifestacGes extra-oculares nem sempre acompanham a Sindrome de
Axenfeld-Rieger, visto que SHIELDS (1983) encontrou alteragSes dentarias ¢ faciais em
apenas quatro pacientes ¢ alteracbes umbilicais em outros quatro, de um total de 24
pacientes estudados. Na nossa populagio, observou-se a presenga de manifestacBes

extra-oculares em trés de oito pacientes. Estes trés pacientes apresentavam hipoplasia
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maxilar e alteragSes dentarias ¢ apenas um deles apresentava faléncia de involugio da pele
peri-umbilical. Além destes achados, baixa estatura, hipertelorismo e Orbitas rasas estavam
presentes em cinco pacientes da mesma familia (familia 6). A presenga de alteragbes
sistémicas ndo influenciou na idade de diagndstico da doenca e nem na necessidade de

cirurgia filtrante de forma estatiscamente significante.

Quanto a etnia dos pacientes estudados, nio havia pacientes negros ou de
origem asiatica no nosso grupo de estudo, impossibilitando a analise de distribuico racial.
Quanto ao sexo, a pequena amostragem ndo permite afirmar predilegdo, mas foi encontrado

um nimero maior de pacientes acometidos pertencentes ao sexo masculino.

4.2 - Mutacoes no Gene PITX2

A freqiiéncia de mutagdes no P/TX2 em pacientes portadores da Sindrome de
Axenfeld-Rieger ¢ variavel. SEMINA et al (1996a) encontraram uma prevaléncia de
42 2%, mas prevaléncias mais baixas foram observadas em outros estudos. PERVEEN et al
(2000) encontraram mutagdes em aproximadamente 11% dos seus casos, PRISTON et al
(2001) em cerca de 14% de seus pacientes com sindrome incluindo alteragGes
extra- oculares e em 8% de pacientes com malformacSes restritas ao segmento anterior
ocular e LINES et al (2004) relataram a ocorréncia de alteracdes em 9,4% de pacientes
portadores de malformacdes oculares que compreendiam os fendtipos de Axenfeld-Rieger.
No Brasil, o unico estudo disponivel mostrou uma freqiiéncia aproximada de 39%
(BORGES et al, 2002). Esta variedade de resultados reflete a grande heterogeneidade
genética da sindrome (PERVEEN et al, 2000).

O PITX2 é um gene do tipo homeobox, ou seja, possui um dominio de ligagio
ao DNA (homeodominio) de 60 aminoacidos, e pertence & familia bicoidal de fatores de
transcri¢dio, caracterizada pela presenga de um residuo de lisina na posi¢io 50 da terceira
hélice do seu homeodominio que confere especificidade de ligacdo a um dinucleotideo CC
do DNA (SEMINA et al, 1996a). Esta especificidade ¢ caracteristica a todos os membros
da familia bicoidal (HANES et al, 1994). '
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Os genes homeobox exercem papel fundamental no controle genético do
desenvolvimento (ESPINOZA et al, 2002) e o gene PITX2, por sua vez, esta envolvido na
diferenciagio do mesénquima ocular, da ldmina dentaria e do cordio umbilical
(SEMINA et al, 1996a). Suas mutacdes podem causar Sindrome de Axenfeld-Rieger
através de mecanismos de ganho de fungado (positivo ou negativo) sobre O alelo normal
(SEMINA et al, 19%96a; FLOMEN et al, 1998; SAADI et al, 2001) ou por
haploinsuﬁciéncia, devido a delegdo de um dos Cromossomos homologos
(LINES et al, 2004) ou a translocagdes insercionais balanceadas herdadas de individuos
sadios (FLOMEN et al, 1997, SCHINZEL et al, 1997). Apesar da haploinsuﬁciéncia do
gene PITX2 ser O mecanismo  geral sugerido como causador da sindrome
(LINES et al, 2004), a presencd de atividade residual do alelo mutante
(KOZLOWSKI e WALTER, 2000), de mudangas na localizaciio nuclear do gene
(AMENDT et al, 1998) e de rearranjos cromossomais distantes cerca de 90 kb do gene
(LINES et al, 2002) também contribuem para a variabilidade fenotipica.

O gene PITX2 foi inicialmente clonado € caracterizado por SEMINA et al
(1996a), sendo originalmente denominado RIEG. O estudo pioneiro de SEMINA et al
(1996a) envolveu 10 familias, das quais sete possuiam individuos portadores de mutagOes
no PITX2, resultando numa prevaléncia de mutacdes de 42,2%. Apesar de uma prevaléncia
clevada, vérios individuos com fenétipos de Axenfeld-Rieger ndo apresentaram mutagdes,

sendo sugerida uma possivel heterogeneidade genética da moléstia.

Apos a identificagdo do PITX2, outros estudos foram realizados com pacientes
portadores de entidades consideradas distintas, mas que compartithavam fenétipos
semelhantes, como a Sindrome de Iridogoniodisgenesia (KULAK et al, 1998) e a
Hipoplasia de fris Autossdmica Dominante (ALWARD et al, 1998).

KULAK et al (1998) estudaram uma familia com 39 individuos, dos quais 11
eram portadores de Sindrome de Iridogoniodisgenesia, caracterizada clinicamente por
hipoplasia de iris, glaucoma juvenil, hipoplasia maxilar, alteragdes dentarias e faléncia de
involugio da pele peri-umbilical. Neste estudo foi encontrada uma mutagio no gene PITX2
do tipo sentido trocado no quarto aminoacido da hélice 2 do homeodominio, levando a

substituicdo de arginina pot histidina com possivel desestabilizagio da ligagio da proteina
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ao DNA. Este achado contribuiu para a suposigdo, pela primeira vez, de que a Sindrome de
Iridogoniodisgenesia e a Sindrome de Axenfeld-Rieger pudessem ser doengas aiélicas por

resultarem de mutagio no mesmo gene.

De forma semelhante, ALWARD et al (1998) estudando uma familia com 12
individuos, dos quais sete com Hipoplasia de fris Autossbmica Dominante, observaram a
presenca de mutagdo no homeodominio do gene P/7X2, caracterizada pela substituigio de
arginina por triptofano no codon 46. A Hipoplasia de fris Autossémica Dominante, na
época considerada também entidade clinica distinta da Sindrome de Axenfeld-Rieger,
caracteriza-se por hipoplasia do estroma iriano associada, por vezes, a alteragGes sistémicas
que incluem hipoplasia maxilar, alteracdes dentarias e da pele peri-umbilical. Este estudo
contribuiu para reforcar a hipotese de que estas malformagdes do segmento ocular anterior

pudessem ser, na realidade, também doengas alélicas.

Em 2000, PERVEEN et al estudando 76 individuos portadores de
malformacBes no  segmento anterior do olho que incluiam  aniridia
(auséncia bilateral de iris), Anomalia de Peters (opacificacio da cornea associada a adesdes
comeo-cristalinianas) e Sindrome de Axenfeld-Rieger, encontraram mutagdes no PITX2 em
8 pacientes (11%). Nestes pacientes com mutagdes, dois casos eram esporadicos e oito
apresentavam familiares afetados. Das 12 mutag¢des encontradas, duas eram do tipo sentido
trocado e se situavam no homeodominio, seis foram identificadas na regido de
processamento (introns 2 e 3) e gquatro mutagdes eram do tipo sem sentido situadas no exon
4 que resultaram em terminagdes prematuras da por¢do C-terminal. Estas mutagdes com
terminacBes prematuras sugeriram que 0 mecanismo envolvido na manifestacio clinica da
sindrome podia ser decorrente de uma insuficiéncia de haplotipo. Os achados de
PERVEEN et al foram ligeiramente discordantes daqueles de SEMINA et al (1996a),
KULAK et al (1998) e ALWARD et al (1998) no que diz respeito a localizagio das
mutacBes, pois estes autores demonstraram que a maioria das mutagBes situava-se no
homeodominio. Ainda no estudo de PERVEEN et al (2000), 58% dos pacientes com
Sindrome de Axenfeld-Rieger ndo apresentaram mutacdes, sendo este fato atribuido a

heterogeneidade genética propria da doenga.
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PRISTON et al (2001), avaliando 38 individuos com malformagdes do

segmento anterior do olho, encontraram trés mutagdes no Pl 7X2, com uma prevaléncia de
8% Dentre as malformagdes oculares incluiam-se pacientes portadores da Sindrome de
Axenfeld-Rieger com manifestagOes apenas oculares (9 casos), pacientes cOm
manifestagOes ocu-lares e sistémicas (21 casos) e pacientes portadores de Hipoplasia de fris
(5 casos) ¢ Anomalia de Peters (3 casos). Nos pacientes portadores de manifestagdes
sistémicas da sindrome, a freqiiéncia de mutacgdes encontrada foi de aproximadamente
14%. As trés mutagbes encontradas estavam presentes no homeodominio do PITX2 de
pacientes portadores de manifestagdes oculares € sistémicas da Sindrome de
Axenfeld-Rieger. Neste estudo foi observada a presenca de uma mutagdo no codon 45
(homeodominio) com substituigio de uma valina por leucina (mutagio V45L) que
aumentava a atividade de ligacao a0 DNA_ tomando-se t0 prejudicial a0 desenvolvimento
normal do olho quanio 2 ocorréncia de mutacdes que diminuem a atividade ligacional do
gene. Além desta mutac¢do, observou-se, pela primeira vez, uma duplicacdo de 21 pares de
bases na porgio N-terminal do homeodominio, levando 2 formagdo de uma proteina
solurshin defeituosa com conformagio alterada que inibe a ligagio ao DNA. PRISTON
et al (2001) observaram que 2 baixa prevaléncia de mutagdes no PITXZ era condizente com

a heterogeneidade genética da sindrome.

Mais recentemente, LINES et al (2004) encontraram uma prevaléncia de
mutacdes no gene PI TX2 de 9,4% estudando 64 pacientes portadores de malformacdes do
segmento anterior ocular que compreendiam 0s fenotipos de Axenfeld-Rieger. A
observacdo desta baixa prevaléncia contrasta com os achados de SEMINA et al (1996a),
mas esta em concordéncia com as freqiiéncias encontradas de mutacdes no PITX2 em

outros estudos (PERVEEN et al, 2000; PRISTON et al, 2001).

A limitada prevaléncia de mutagdes no gene PI TX2 sugere que haja um
subgrupo de pacientes com Sindrome de Axenfeld-Rieger onde as mutagOes ndo sao
normalmente detectaveis apenas pelas analises de seqiienciamento usuais € nos quais a
presenca de hemizigose do gene PITX?2 produz um fenotipo semelhante a0 das mutagdes,
contribuindo para a hipotese de que a haploinsuficiéncia é o mecanismo fisiopatologico

geral envolvido na ocorréncia da sindrome (LINES et al, 2004).
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Apesar das inimeras mutagdes no PITX2 ja descritas na literatura [Tabela H],
niio foram encontradas mutagdes neste gene no nosso grupo de estudo. Das oito familias
examinadas, trés delas apresentavam o caso-indice com alteragdes oculares e sistémicas,
fenétipo mais associado a mutagSes no gene PITX2 quando comparado & presenca de
alteracdes oﬁalmolégicas isoladas (SEMINA et al, 1996a; NISHIMURA et al, 1998;
PRISTON et al, 2001). Avaliando-se o padrido de transmissdo, apenas uma familia da nossa
amostra {familia 6) possuia um padrdo autossdmico dominante, sendo os demais casos
esporadicos. Interessante mnotar que o caso-indice desta familia apresentava, como
caracteristica associada as malformacdes dentarias, um aumento na fragilidade dos dentes
[Figura 10B), fato considerado relativamente comum por ESPINOZA et al (2002) e mais
freqilentemente associado a mutages no gene PITX2, pela sua impossibilidade de ativar

genes envolvidos pa formac3io dentaria (AMENDT et al, 1998).

Os nossos resultados s3o diferentes daqueles obtidos por BORGES et al (2002)
que, apos avaliarem cinco familias brasileiras com padrio de transmissiio autossdmico
dominante, encontraram duas mutagdes diferentes no gene PITX2 e sugeriram que
alteracdes moleculares neste gene seriam responsaveis por uma significativa proporgdo de
casos de Sindrome de Axenfeld-Rieger no Brasil. Tanto o estudo de BORGES et al (2002)
como 0 nosso sugerem que a heterogeneidade genética da sindrome possa ser um fator
importante na auséncia de mutagbes no gene PITX2 pestes pacientes, principalmente
quando outros estudos (MIRZAYANS et al, 2000; SUZUKI et al, 2001; HONKANEN
et al, 2003) demonstram a associacdo de manifestagBes sistémicas da sindrome com
muta¢des no gene FOXCI. Porém, além da heterogeneidade genética, os nossos achados
tornam possivel hipotetizar que, a despeito da presenga de manifestagdes oculares e
sistémicas, a proporgio de mutagBes no gene P/TX2 possa ser menor quando se trata de
casos esporadicos. Além disso, a ocorréncia de hemizigose, como proposto por LINES et al
{2004), pode justificar a baixa freqiiéncia de alteragGes estruturais no gene P/7X2 nesta
populagio. Para uma analise mais apropriada seria necessario avaliar este grupo de
individuos através da metodologia de FISH (“Fluorescent In Situ Hybridization™) para
afastar a deleciio de um alelo do gene PITX2.
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4.3 - Mutacées no Gene FOXCI

A presenga de mutagdes no gene FOXCI em pacientes com a Sindrome de
Axenfeld-Rieger foi inicialmente descrita pelos trabaihos independentes de NISHIMURA
et al (1998) e de MEARS et al (1998) envolvendo pacientes portadores de alteragOes
restritas a regido ocular.

Até o ano de 2000, acreditava-se que a Sindrome de Axenfeld-Rieger com
malformagdes oculares e sistémicas estava ligada apenas a mutagdes no gene PITX2 ouno
Jocus RIEG?2 (13q14), mas MIRZAYANS et al (2000), estudando uma familia com nove
membros afetados pela sindrome que apresentavam manifestaces sistémicas ¢ cuja analise
de ligagiio excluia o gene PITX2 e o locus RIEGZ, identificaram uma mutaciio sem sentido
(GIn23STOP) antes do dominio forkhead e sugeriram que a haploinsuficiéncia envolvendo
o FOXCI poderia levar a fendtipos envolvendo alterag3es sistémicas.

KOMATIREDDY et al (2003) estudaram 10 familias com manifestagbes
apenas oculares da sindrome e identificaram duas novas mutacdes do tipo sem sentido que
resultavam em haploinsuficiéncia (GIn2STOP ¢ GIn123STOP). Foi observado que este
mecanismo n3o necessariamente resultava em manifestagdes clinicas extra-oculares, como
havia sido previamente proposto por MIRZAYANS et al (2000), mas ocasionava uma
ampla variabilidade fenotipica.

Quanto  expressividade da sindrome, SUZUKI et al (2001) estudaram uma
familia japonesa de trés geragBes com oito pacientes portadores de manifestagbes oculares e
sistémicas e identificaram uma mutacio de sentido trocado localizada proxima a primeira
hélice do dominio forkhead. Foi entdo sugerido que as mutagdes de sentido trocado situadas
nesta regidio poderiam resultar em um fendtipo compreendendo alteragdes extra-oculares,
diferentemente daquelas localizadas na regido da segunda e terceira hélices, como as
identificadas nos estudos de NISHIMURA et al (1998) e de MEARS et al (1998), que
compreenderiam fenotipos com alteragdes apenas oculares.

De modo geral, contudo, as mutagdes no gene FOXC! ndo permitem prever a
presenca ou nio de manifestactes sistémicas na sindrome
(SALEEM et al, 2003; MURPHY et al, 2004), diferentemente do gene PITX2, em que €
possivel estabelecer uma correlagio genétipo/fenotipo bem definida baseada na fungdo
residual do gene (KOZLOWSKI e WALTER, 2000; PRISTON et al, 2001).
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NISHIMURA et al (2001) sugeriram que pacientes com Sindrome de

Axenfeld-Rieger ligada a regifio 6p25 e sem evidéncia de mutagdo no gene FOXCI
poderiam ser portadores de alteragBes estruturais em um novo locus (IRID1b) que
compreende os genes FOXF2 e FOXQI. A hipotese de que mutaghes nestes dois genes
pudessem es;tar envolvidas na sindrome n3o foi confirmada, mas a identificacio de
duplicagbes e delegdes intersticiais envolvendo a regido 6p25 sugerem que um nivel maior
ou menor de atividade funcional do gene FOXCI, ou mesmo de outros genes adjacentes,
possam estar envolvidos na manifestagdo clinica da sindrome
(NISHIMURA et al, 2001, LEHMANN et al, 2002).

Em nosso estudo foram encontradas trés alteragdes estruturais no gene FOXCI,
sendo uma insercdo, uma delegdo e uma mutagdo do tipo sem sentido, nenhuma das quais

previamente descritas na literatura.

A inser¢do de trés bases (GGC) na posi¢io 1359-1360 do gene localiza-se no
segundo dominio de ativagfo transcricional (aminoacido 453), situado apoés ¢ dominio
forkhead, entre os aminoacidos 446 e 553, e levou a adigdo de um aminoacido glicina a0
produto codificado. Apenas um individuo (caso-indice da familia 5 - MCV) apresentou esta
mutaco, ndo tendo sido possivel a avaliagio molecular dos pais (fenotipicamente normais).
Tal fato abre a possibilidade de o paciente MCYV ter herdado um alelo alterado de cada um
dos pais ou de ter ocorrido a dele¢do do alelo normal, uma vez que o seqiienciamento desta
regifo [Figura 4] mostra apenas a seqiiéncia com a insercio das trés bases. Outras
insercdes de bases foram previamente descritas por NISHIMURA et al (2001) em pacientes
portadores da sindrome com alteragBes restritas a regido ocular, nos quais as inser¢des
localizavam-se no primeiro dominio de ativagio transcricional e no dominio de inibigio. A
insercio GGC encontrada no nosso estudo localiza-se no segundo dominio de ativagio e
causou manifestagbes oculares e sistémicas além de alteracdes funcionais graves que
levaram o paciente a cegueira em um dos olhos. Conforme postulado por NISHIMURA
et al (2001), talvez a gravidade das manifestagtes clinicas esteja mais relacionada a
dosagem génica, isto &, 4 sua atividade funcional para mais ou para menos, do que ao tipo ¢

localizacio da mutaciio no gene.
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A delecdo encontrada no nosso estudo (718-719delCT) localiza-se no dominio
de inibigdo e foi encontrada em um dnico individuo (caso-indice da familia 8 - WDC),
portador de manifestacdes apenas oculares e com glaucoma de dificil controle, resposavel
por uma reducio acentuada da visio em um dos olhos. Varias outras delegSes ja foram
descritas, est_ando presentes em pacientes com fenotipos diversos, mas nenhuma delas
situava-se no dominio de inibicdo [Tabela I¥]. Esta alteragdo nfo estava presente nos pais
do paciente WDC, caracterizando uma mutacdo de novo. Tal achado sugere que a auséncia
de familiares com Sindrome de Axenfeld-Rieger nio afasta a possibilidade de alteractes

estruturais no gene FOXC/ associada 4 mesma.

A mutagio do tipo sem sentido encontrada no nosso grupo de estudo estava
presente em seis individuos da familia 6, sendo caracterizada por uma terminacdo da
seqiiéncia de nucleotideos no cédon 152 (Trp152STOP). Esta mutagio esta localizada no
dominio forkhead do gene FOXCI entre as asas 1 e 2. O aminoacido triptofano nesta
posi¢do € extremamente conservado em diversas espécies, incluindo: Damio rerio,
Drosophila melanogaster, Apis mellifera, Fugu rubripes, Anopheles gambiae, Ratus
norvegicus, Tetraodon nigroviridis e Mus musculus. Finalizando, esta alteragio leva 2 um
truncamento da proteina a partir desta posicdo, 0 que pode caracterizar uma
haploinsuficiéncia. Até o presente momento, tal mutagio no gene FOXC/ (Trp152STOP)
ndo foi descrita em nenhum outro estudo e, além disso, comparadas as trés oufras mutacdes
do tipo sem sentido ja relatadas (MYRZAYANS et al, 2001; KOMATIREDDY et al,
2003), esta € a segunda mutacdo associada a manifestagtes extra-oculares da sindrome. Em
nosso estudo, todos os individuos portadores da mutaciio TrplS2STOP apresentavam a
sindrome com manifestacdes oculares e sistémicas. A mutagio segregou
concomitantemente com a doenca, observando-se um padrio de transmissio autossdmico
dominante com alta penetrdncia, visto que todos os individuos afetados
(12 individuos avaliados, seis afetados) apresentavam a mutagio, quatro dos quais com
fenotipos agressivos caracterizados por glaucoma refratario a tratamento clinico e cirargico
e acuidade visual muito reduzida, inclusive com cegueira bilateral em um deles
[Tabela VIII]. As alteragOes extra-oculares ndo causavam limitagdes as atividades normais
dos pacientes, ja que acometiam apenas as estruturas Osseas e dentarias, sem repercussdes

na saude geral.
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A idade de aparecimento do glaucoma € variavel, mas geralmente OCOITe

durante a adolescéncia. Este inicio um pouco mais tardio correlaciona-se & quantidade de
tecido normal presente no ngulo iridocorneano, o que possibilita a manutencgio de niveis
pressoricos proximos da normalidade (SMITH et al, 2000). Porém, a presenca de mutagdes
no FOXCI deixaria as estruturas oculares mais predispostas aos efeitos ambientais ¢ de
envelhecimento, assim COmMO poderia causar alteragdes metabolicas na composi¢do da
matriz extra-cetular da malha trabecular, dificultando o processo de escoamento da camara
anterior (SMITH et al, 2000). Dos pacientes afetados pelas alteragdes no gene FOXCI, seis
manifestaram o glaucoma desde 2 infincia (casos-indice das familias 5 ¢ 8 e quatro
individuos da familia 6), enquanto dois descobriram ser portadores ja na idade adulta, sem

repercussdes na acuidade visua! {caso-indice da familia 6 [OGS] e seu irmao [RGSD.

A fregiiéncia de mutagdes no FOXCI em pacientes com Sindrome de
Axenfeld-Rieger ndo ¢ bem conhecida, mas MEARS et al (1998), nos Estados Unidos,
encontraram uma prevaléncia de 20% e KOMATIREDDY et al (2003), na india,
encontraram uma prevaléncia aproximada de 30% estudando pacientes com Sindrome de
Axenfeld-Rieger em que as alteragdes estavam restritas a regiio ocular. No Brasil, de cinco
familias previamente estudadas do ponto de vista molecular, num total de 23 individuos
afetados, ndo foi encontrada nenhuma mutagdo neste gene (BORGES et al, 2002),
corroborando a hipotese de que, na ocorréncia de manifestagdes extra-oculares, a
frequiéncia de mutagdo no gene FOXCI é menor (MIRZAYANS et al, 2000; HONKANEN
et al, 2003). Na presenca de manifestagio extra-ocular da sindrome, a presenca de mutagdo
no FOXCI pode ser responsavel por fenotipos que incluem anomalias cardiacas
(TSAIl e GRAJEWSKI, 1994; SWIDERSKI et al, 1999), mas ndo ha uma correlagdo bem
definida entre a variabilidade do fendtipo e o grau de deficiéncia funcional do gene
(SALEEM et al, 2003; MURPHY et al, 2004) [Tabela Id]. Portanto, as mutagbes do
FOXCI podem resultar num amplo espectro de manifestacdes clinicas da sindrome que
podem ser decorrentes da interferéncia que as mutagbes exercem sobre a interacio de
grupos celulares diferentes durante a embriogénese (MIRZAYANS et al, 2000;
HONKANEN et al, 2003) sem, contudo, estabelecer um padréo associativo entre o tipo de
mutacdo e as alteragdes clinicas (HONKANEN et al, 2003).
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No nosso estudo, das oito familias estudadas, foram encontradas mutagdes no
FOXCI em trés casos-indice, perfazendo uma freqiiéncia de 37,5%. No total do grupo de
estudo, oito individuos apresentaram mutagdes no gene FOXCI, dos quais sels eram
pertencentes 4 familia 6. Apenas um individuo (caso-indice da familia 8 - WDC) era
portador da sindrome com manifestacdes restritas & regido ocular. Pelo fato das mutagOes
encontradas no gene FOXCI estarem presentes em regides funcionalmente importantes,
njo foi realizado rastreamento de mutagdes nesie gene em grupo controle. Entretanto, seria
interessante realiza-lo, principalmente para avaliar a alteracio estrutural identificada no
individuo MCV (caso indice 5).

4.4 - Mutacdes no Gene GJAI

A passagem de fons e de pequenas moléculas entre as células ocorre através de
jungdes do tipo fenda (gap Jjunctions), as quais s3o encontradas em todos 0s Organismos

multicelulares desde o periodo de desenvolvimento embrionario (BECKER et al, 1995).

As jungdes do tipo fenda s3o formadas por uma familia de proteinas chamadas
conexinas, que além de permitirem a comunicagdo intercelular, tém a capacidade intrinseca
de regular a expressio de genes envolvidos no crescimento e diferenciacio celular
(LECANDA et al, 1998).

No olho, a comunicagio direta entre as jungdes do tipo fenda é responsavel pelo
transporte de metabolitos essenciais ao cristalino (BECKER et al, 1995), estrutura que
expressa principalmente as conexinas 46 e 50 e exerce funcio primordial no
desenvolvimento do estroma e endotélio corneanos (estruturas derivadas da crista neural)
além de contribuir, em menor importdncia, para a formacio do epitélio da comea
(BEEBE e COATS, 2000).

O cristalino é capaz de produzir o Fator de Crescimento Tecidual fragio alfa
(“Tissue Growth Factor » _ TGFa) e o Fator de Crescimento  Endotelial
(“Endotelial Growth Facior” - EGF), capazes de regular tanto a formagio do endotélio
comeano como da cimara anterior do olho (BEEBE e COATS, 2000; RENEKER et al,
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2000). A expressdo acima dos niveis normais de TGFa pelo cristalino pode causar uma
alteragdo no desenvolvimento normal das células mesenquimais que migram para o olho
durante a morfogénese (DECSI et al, 1994; RENEKER et al, 1995). A expressdo de TGFa
em altas concentragdes pelo cristalino induz as células do mesénquima periocular a
migrarem para a regido intraocular ao redor do cristalino, podendo ocasionar microfiaimia e
displasia retiniana (RENEKER et al, 1995). Da mesma forma, concentragSes de EGF acima
do normal também sdo responsiveis por alteragdes na diferenciacio celular das estruturas
oculares anteriores. A expressio aumentada destes dois fatores causa uma diferenciagdo
defeituosa do endotélio corneano e malformacio da cimara anterior. A auséncia do
endotélio corneano associa-se, provavelmente, a defeitos secundéarios nas estruturas
oculares anteriores, incluindo adesdes iridocomeanas, edema estromal de comea e

diferenciacio anormal do epitélio corneano (RENEKER et al, 2000).

Por outro lado, a molécula de adesdo celular chamada N-caderina expressa-se
por sinais enviados pelo epitélio do cristalino durante a formago do endotélio corneano
(BEEBE e COATS, 2000). A N-caderina promove firme adesio intercelular e
possivelmente contribui para a estruturagdo da camada endotelial da cémea. A continua
expressio de N-caderina no endotélio da comnea contribui para que uma barreira de
permeabilidade seletiva seja formada nesta regido, regulando a hidratagdo do estroma, e
permite que o endotélio se mantenha ndo-aderente, impedindo que a iris e o cristalino

entrem em contato com a matriz extracelular do estroma corneano (RENEKER et al, 2000).

Talvez por inibirem diretamente a diferenciacio endotelial quando em
concentragdes acima do normal, TGFa ¢ EGF possuam a capacidade de inibir também a
expressio da N-caderina no endotélio corneano. Além disso, é passivel de especulagio que
tanto o TGFa quanto o EGF possam estimular 0 mesénquima periocular, onde os genes
MFI (analogo murino do FOXC/ humano) e Pifx2 (analogo murino do P/7X2 humano)
estio expressos, antes da diferenciagio do endotélio corneano e assim causar uma

disfungiio na expressdo destes genes, o que causaria malformagdes no segmento anterior do
oltho (RENEKER et al, 2000).
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Em suma, o cristalino, fonte importante de expressdo de conexinas, ¢ capaz de
induzir a formagio das células endoteliais da comnea pela agdo equilibrada de TGFa, EGF e
N-caderina, determinando a diferenciacio de células derivadas da crista neural na formagéo
do segmento anterior do olho (BEEBE e COATS, 2000). Defeitos na diferenciagdo
resultantes do desequilibrio entre estes fatores resultam em alteragGes, dentre outras, do
angulo iridocorneano, com manifestagdes semelhantes aquelas observadas na Sindrome de
Axenfeld-Rieger.

A primeira alterag@o descrita na conexina 43 relacionava-se a defeitos cardiacos
(REAUME et al, 1995), tendo sido observado que células da crista neural migravam para a
regido de desenvolvimento e diferenciagdo do musculo cardiaco juntamente com jungdes
do tipo fenda formadas por conexina 43 (MASCHHOFF e BALDWIN, 2000).

O gene codificador da conexina 43 humana, GJAI, foi identificado por
PAZNEKAS et al (2003) como responsave! pela Displasia Oculodentodigital (DODD),
sindrome de transmissdo autossdmica dominante com alta pepetrincia e variabilidade
fenotipica. Esta sindrome caracteriza-se por uma grande diversidade de manifestagdes
clinicas, envolvendo alteragdes oculares (atrofia de iris, iridosquise, catarata, glaucoma,
atrofia de nervo optico, hipervascularizagio do disco optico, microfialmia, microcéormnea,
estrabismo, nistagmo, ambliopia, diminui¢do da fissura palpebral e persisténcia de
membrana pupilar), alteracbes dentarias (microdontia, hipoplasia do esmalte, hipodontia),
alteragbes Osseas (sindactilia dos dedos das mios e pés e aplasia ou hipoplasia das falanges
médias e de ossos tubulares, hipo ou hipertelorismo, afilamento nasal, fenda palatina,
hiperostose craniana e mandibular e microcefalia) e alteragGes neurologicas

(disartria, bexiga neurogénica, paresia espastica, ataxia, surdez sensorial e convulsio).

Mutages no gene GJAI podem ter conseqiiéncias funcionais variadas. Em
geral, a delegdio de apenas uma copia do gene ndio é suficiente para causar alteracOes
morfofuncionais, mas quando ambas as copias sofrem delegdo, pode haver faléncia na
formaciio do conexon ou a formagdo de um conexon mutante disfuncional, no qual as
propriedades de condugdio, fosforilagio e permeabilidade idnica podem estar afetadas,
resultando tanto em perda como em ganho de fungio (PAZNEKAS et al, 2003).
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As manifestagdes oculares na vigéncia de mutagdes no GJAl compreendem

principalmente alteragBes nas estruturas do segmento anterior, COMO cornea e cristalino,
alteracdes de estroma iriano, atrofia do nervo optico e glaucoma, que podem fazer parte da
Displasia Oculodentodigital (PAZNEKAS et al, 2003). Algumas destas alteragdes
assemetham-se aquelas da Sindrome de Axenfeld-Rieger, principalmente as localizadas no
estroma iriano € as que comprometem 05 dentes e ossos faciais, a partir do que é possivel
inferir que defeitos na formacdo do cristalino € da cornea também podem causar alteragOes

caracteristicas da Sindrome de Axenfeld-Rieger (LINES et al, 2002).

Em nosso grupo de estudo foi encontrada uma mutagdo do tipo sentido trocado
(Ala253Val) em trés individuos da familia 6, sendo que um deles nfio apresentava a
sindrome e os outros dois a apresentavam de forma menos agressiva quando comparados
aos demais familiares portadores da doenca, MeSMO com a presenca concomitante da
mutagdo no gene FOXCI (Trp152STOP). Esta mutagdo Ala253Val néo foi observada no
grupo controle. A mutagiio encontrada no gene G.JA] localiza-se no citoplasma, proximo a
pOIgan C-terminal que, caracteristicamente, apresenta uma grande variabilidade tanto entre
as conexinas da mesma espécie quanto entre conexinas de espécies diferentes. A porgido
C-terminal exerce fungao na fosforilagio de quinases € na adesdo intercelular atraves de
complexos formados com jungdes compactas (TOYOFUKU et al, 1998; GIEPMANS ¢
MOOLENAR, 1998). Alteragbes nesta regido poderiam interferir com a fungdo exercida

pela porgao C-terminal da conexina 43.

Nos dois pacientes portadores da mutaciio Ala253Val associada a sindrome, ©
glaucoma foi diagnosticado na idade adulta, com preservagao da acuidade visual e controle
adequado da pressio ocular com apenas uma medicacgdo hipotensors, sugerindo um
fendtipo menos grave. Apesar disso, estes individuos também apresentavam alteragOes
extra-oculares como malformagdes dentarias e dos ossos faciais, além de baixa estatura. As
caracteristicas clinicas € 08 antecedentes familiares excluiram a possibilidade de se tratat de

DODD.

A ausénecia de manifestagdes fenotipicas em um dos individuos portador da
mutagio Ala253Val pode-se dever a um mecanismo compensatorio de fungdo

proporcionado pela diversidade de tipos celulares que expressam mais de um tipo de
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conexina, 0 que causa uma redundincia de agdes com conseqiiente atenuagio do déficit
funcional do gene GJA/ (WILLECKE et al, 2002).

Este estudo identificou uma nova mutagiio no gene GJAI (Ala253Val),
localizada numa regido ndo-conservada e, pela primeira vez, sugere-se a possibilidade de
associagdo deste gene & Sindrome de Axenfeld-Rieger. E possivel que a presenca desta
mutacdo especifica no (/47 tenha exercido uma fungio modificadora, atenuando o
fendtipo resultante da mutagfio concomitante no gene FOXCI por meio de um mecanismo
ainda desconhecido. Apesar de existirem evidéncias de que fatores de transcricdo ativam a
expressdo de conexinas (BONDURANG et al, 2001) e de que as jungdes do tipo fenda
formadas pela conexina 43 sdo capazes de modular a transcrigio de alguns genes
envolvidos na osteogénese (STAINS et al, 2003), estudos mais especificos sio necessarios
para determinar se realmente existe uma associa¢do entre os genes FOXC! e GJAI e se

cabe a este Gltimo alguma fun¢io na etiopatogénese da Sindrome de Axenfeld-Rieger.

Permanece intrigante, contudo, o fato de que a maior parte dos nossos pacientes
clinicamente afetados nfio apresentaram mutagdes em nenhum dos trés genes pesquisados.
Espera-se que o estudo continuo das bases moleculares da Sindrome de Axenfeld-Rieger
permita, no futuro, a descoberta de novos genes ou loci a ela associados ou que confirme
em definitivo aqueles ja descritos (gene PAXS6, locus 13ql4 [RIEG2] e locus 16q24),
possibilitando uma melhor compreensio dos mecanismos fisiopatolégicos envolvidos nesta

doenca.
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a) Ndo foram encontradas alteragdes estruturais no gene PITX2 em oito

familias brasileiras com Sindrome de Axenfeld-Rieger associada a

glaucoma. As freqiiéncias de alteragSes estruturais na seqiéncia dos genes

FOXC1 e GJA1 foram de 37,5% e de 12,5%, respectivamente, sendo esta

tltima em associagio 4 sindrome;

b) As mutacdes identificadas foram: 1359-1360insGGC, 718-719delCT e

Trp1528TOP no gene FOXCI e Ala253Val no gene GJAI, todas relatadas

pela primeira vez;

c) Pacientes com Sindrome de Axenfeld-Rieger portadores de alteragdes

estruturais no gene FOXCI apresentaram glaucoma de desenvolvimento
mais precocemente ¢ maior necessidade de procedimento cirlirgico para
controle da pressdo ocular quando comparados a individuos sem mutacdes
no gene FOXCI;

d) A existéncia de mutagio no gene GJAI em pacientes com Sindrome de

Axenfeld-Rieger ¢ glaucoma foi relatada pela primeira vez. A presenca
concomitante de alteragbes nos genes GJA7 ¢ FOXCI nos individuos desta
familia resultou num fenétipo menos grave da sindrome quando comparado
aquele de individuos da mesma familia com alteragfio exclusivamente no
gene FOXC], sugerindo uma possivel fungfo protetora desta mutacio sobre
o gene FOXCI;

Entre as oito familias com Sindrome de Axenfeld-Rieger, uma (12,5%)
apresentou padrdo de heranga autossdmico dominante. Nesta familia, a
mutacdo Trpl1528TOP no gene FOXCI apresentou segregagdo concomitante

¢ penetrancia completa com a sindrome.
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‘Regaatro |

Aprovagio da pesquisa pela Comissio Nacional de Etica em Pesquisa.

MENISTERIC DA SAUDE
Conssiho Macicnai ¢ Sauge
Comissée Nacional de Etice em Pesguszs - CONEP

PARECER N° 791/2002
- 3¥9c
ONEP = 3895 { £xto n° dave ser otado nas correspondancias referentes @ este projelo )

Registro. CEP-= 029/2002 Processo n® 25000.033558/2002-72

Projeto de Pesquisa: ‘““Rasireamento de mutacdo genéfica em famiias brasieiras
portadoras de anomaiia ou Sindrome de Axenfeld Rieger”.

Pesquisador Responsivel: Dr Werner Passarinho Cell

Instituigdo: Hospital de Clinicas da UNICAMP~SP

Area Temitica Especial ; Senética humana.

?\J

Ao se proceder a andlise das resposias ac parece CONEP nf 313/200
relauvo a0 projelo em questio, considerou-se gue:

a) foram aiendidas as sclicitagdes do referide parecer:

b} c proio preenche os requisitos fundamentais das Resolugées CNS
196/86 = sobre Direfrizes e Normas Reguiamentadoras de Fescuisas Srnvoivendo
Sergs Humanos: o

¢) © projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da mstituico
supracitada .

Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa -
CONEP, de acorde com as atribuicles definidas na Resclugdo CNS 196/86,
manifesta-se pela aprovacgio do projelo de pesquisa proposic .

Situagdo : Projen

aprovado
Brasiiia. 14 de junho ce 20C2

¥ L

CWILLIAM SAAD HOSSNE
Coordenador da CONEP-MS
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APENDICE 1

. Ficha cadastral dos pacientes e familiares envolvidos no estudo.

Telefone:

HC:

Nome:

Sexo: () masculine ( ) feminino Idade:
( ) Caso indice ( ) Familiar:

Tempo de diagnostico de glaucoma: anos

Alteracoes oculares

( ) embriotoxon posterior
( ) adesOes iridocorneanas
{ ) hipoplasia iriana

( ) corectopia

( ) policoria

PIO OD: PIO OF: Esc OD:

Glaucoma: ( )sim { )nio

Acuidade Visual (se portador de AR): OD:

Alteragées sistémicas

{ ) hipoplasia malar

{ ) hipoplasia mandibular

{ ) microdontia

{ ) hipodontia

{ )involugdo da cicatriz umbilical
( )outras:

Cirurgia prévia: { )sim ( )ndo

Esc OF:

OE:

Diagnostico
( ) Sindrome com manifestacdes oculares

( ) Sindrome com manifestagBes oculares e sistémicas

( ) Normal
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APENDICE 2

Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Ea, , aceito colaborar com o estudo “Rastreamento de
MutagBes Genéticas em Familias Brasileiras Portadoras da Sindrome de Axenfeld-Rieger”, que estd sendo realizado pelo Departamento
de Oftalmologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP.

Fui informado que o objetivo deste estudo & pesquisar possiveis alteragBes genéticas em familias brastieiras em que pelo
menos uma das pessoas tenha a chamada anomalia ou sindrome de Axenfeld-Rieger, doenga caracterizada principalmente por alteragdes
no ofho que podem aumentar 2 sua pressio ¢ causar cegueira. A importincia desta pesquisa s¢ deve ao fato de que, na populagio
brasileira, estas mutagdes genéticas ainda niio foram bem estudadas.

Como participante voluntirio da pesquisa, tenho conhecimento de que serei examinado pelo oftalinologista responsdvel pelo
estudo, o Dr. Wener Celia. O exame oftalmoldgice tem o objetive de observar se ha alterages no olho que lembrem aquelas que vemos

na apomalia de Axenfeld-Rieger. Além disso, minha pressio ocular serd medida, o que pode causar um leve ardor ocular ou
embagamento transitorio da visio. Estes procedimentos sio normalmente realizados em qualquer exame oftalmolégico, s3o seguros e ndo
apresentam riscos & minha vista. Apoés o exame oftalmolégico, sei que serd colhido um pouco do meu sangue, aproximadamente 5 ml, o
que pode causar um pouce de dor no local da picada da agulba. Este sangue serd enviado para ¢ laboratério de Genética em (ftalmologia
da UNTICAMP para ser analisado em busca de alteragfes genéticas.

Fui informado de que todos os resultados obtidos do meu exame sfo totalmemie confidenciais e apenas eu e a equipe
responsdvel pelo estudo terfio acesso a estas informagdes. Como a pesquisa serd desenvolvida por um periodo de tempo longo, tentho
conhecimento de que niio teret beneficio imediato com este trabalho ¢ que, além disso, posso desistir a qualquer horz sem prejudicar meu
tratamento.

Durante a pesquisa, caso seja descoberto que apresento sinais da anomalia ou sindrome de Axenfold-Rieger, serei orientado
sobre o tratamento adequado e terei aconsethamento genético tanto sobre a migha doenga quanto 3 possibilidade de transmiti-la a meus
fithos. Este aconselhamento serd feito pelo Dr. Wener Cella.

Fui informado de que, participando deste estudo, nfo terei despesas extras para consultz e tratamento, exceto aguelas que
normalmente fazem parte de uma consulta de rotina no Departamento de Oflalmologia da UNICAMP.

Campinas, de de 200

! assinatura do paciente

’ assinatura do médico

Telefones de contato: Dr. Wener Cella: 19 - 3788 7936; Comité de Etica em Pesquisa da Unicamp: 19 - 3788 8936
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