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RESUMO

A catarata congénita € a principal causa de cegueira reversivel na infincia, com
prevaléncia de um a cinco casos por 10.000 nascidos vivos. A forma hereditdria
corresponde a 50% desses casos, sendo a forma de transmissdo autossOmica dominante a
mais comum. As alteracdes genéticas podem determinar mudangas no funcionamento das
proteinas do cristalino, tais como cristalinas, conexinas, proteinas de transporte de
membrana e proteinas de citoesqueleto. As cataratas nucleares e lamelares sdo as formas
mais comuns entre as opacidades congénitas, e as alteracdes nos genes que codificam as
proteinas aA-cristalina (CRYAA), yC-cristalina (CRYGC) e yD-cristalina (CRYGD) tém
sido relacionadas com esses tipos de catarata. O presente estudo teve como objetivo
determinar as alteragdes estruturais nos genes CRYAA, CRYGC e CRYGD em pacientes
com catarata congénita bilateral, formas nuclear e lamelar, do ambulatério de catarata
congénita do Hospital das Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP). Foram investigadas dez familias (69 individuos),
incluindo os casos-indice e seus parentes em primeiro grau. As regides de codificacdo e as
juncdes intron/exon foram amplificadas a partir de 4cido desoxirribonucleico (DNA)
genOmico e submetidas a sequenciamento automadtico. Este estudo identificou seis
polimorfismos (SNP) e uma mutagcdo nos trés genes investigados (gene CRYAA — SNP
D2D, Y18Y e G137G; gene CRYGC — SNP G41G e S119S; gene CRYGD — SNP R95R e
mutacio Y134C), sendo trés deles inéditos na literatura (G137G, G41G e Y134C). No gene
CRYGD, a inédita mutacdo Y134C mostrou-se potencialmente deletéria para o

funcionamento da proteina yD-cristalina.

Xiii



Xiv



ABSTRACT

Congenital cataract is the leading cause of reversible blindness in childhood, with a
prevalence of one to five cases per 10,000 live births. The hereditary form corresponds to
50% of these cases. The most common mode of inheritance is autosomal dominant with
high penetrance. Genetic abnormalities determine changes in lens proteins, such as
crystallins, connexins, membrane transport proteins and cytoskeletal proteins. The nuclear
and lamellar cataracts are the most common among congenital opacities. Abnormalities in
aA-crystallin (CRYAA), yC-crystallin (CRYGC) and yD-crystallin (CRYGD) genes have
been associated with these phenotypes. The present study aimed to determine the structural
alterations in CRYAA, CRYGC and CRYGD genes in patients with bilateral congenital
cataract, nuclear and lamellar forms, evaluated at Hospital das Clinicas, Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Ambulatério de
Catarata Congénita. We investigated ten families (69 individuals), including the probands
and their first-degree relatives. Coding regions and intron/exon boundaries were amplified
from genomic deoxyribonucleic acid (DNA) and directly sequenced. Six single-nucleotide
polymorphisms (SNP) and one missense mutation were identified (CRYAA gene — SNP
D2D, Y18Y and G137G; CRYGC gene — SNP G41G and S119S; CRYGD gene — SNP
R95R and mutation Y 134C), three of them unpublished (G137G, G41G and Y134C). In the
CRYGD gene, the novel mutation Y 134C proved to be potentially damaging for functioning
of the yD-crystallin protein.
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1. INTRODUCAQ

1.1 - REVISAO DA LITERATURA

1.1.1 — Cristalino

Trata-se de uma lente natural biconvexa, avascular e transparente localizada no
segmento anterior do olho. E envolvido por uma cépsula, sendo composto por uma por¢io
central compacta e por uma regido periférica, denominadas nicleo e cortex,
respectivamente. A deposicdo continua de novas fibras cristalinianas ao longo da vida leva
ao crescimento ininterrupto dessa estrutura (Coulombre & Coulombre, 1963; Duke-Elder &

Wybar, 1961; Hogan et al., 1971; Kanski, 2004).

A transparéncia do cristalino resulta da arquitetura adequada das suas células e
do arranjo compactado das suas proteinas, possibilitando uma transmissao eficiente da luz

com os comprimentos de onda entre 320 nm a 1200 nm (Hejtmancik, 2008; Trokel, 1962).

Cristalino e cdérnea sdo as principais estruturas responsdveis pelo poder
refrativo do olho. O cristalino responde por cerca de 20% da refragdo total do olho, sendo
responsavel por um processo de focalizacdo mais acurada das imagens na retina,

denominado acomodacdo (Duke-Elder & Wybar, 1961; Hejtmancik, 2008).

1.1.2 — Embriologia do Cristalino

O cristalino se desenvolve a partir do ectoderma superficial apds o contato entre
o ectoderma e a vesicula optica (Fig. 1A). O espessamento do ectoderma superficial no
ponto de contato com a vesicula Optica dd origem, em torno da terceira semana de gestagao,
ao placéide cristaliniano (Fig. 1B) (Beby et al, 2003; Duke-Elder & Wybar, 1961; Mann,
1961; Reddy et al, 2004).

Entre 0 22° e 0 23° dias de gesta¢do, como resultado da invaginagdo do placéide

cristalino, forma-se a fosseta cristaliniana (Fig. 1C). Essa, ao se destacar do epitélio
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superficial, origina a vesicula cristaliniana, que é envolvida por uma cdpsula (Fig. 1E). As
células anteriores permanecem como uma camada Unica de células epiteliais cubdides,
enquanto as células posteriores sofrem alongamento e formam as fibras primdrias do
cristalino, obliterando o interior da vesicula (Fig. 1E) (Duke-Elder & Wybar, 1961; Mann,
1961; Reddy et al., 2004).

Por volta do final da quarta semana, a vesicula cristaliniana torna-se uma
formacdo celular s6lida, denominada nicleo embriondrio do cristalino (Fig. 1F). Fibras
cristalinianas secunddrias, que sdo derivadas de células epiteliais anteriores do cristalino,
depositam-se concentricamente em torno do nucleo embriondrio com disposicdo
semelhante a uma casca de cebola, dando origem ao nicleo fetal (Duke-Elder & Wybar,

1961; Mann, 1961; Reddy et al., 2004).

As suturas cristalinianas surgem no segundo més de gestagdo nos polos anterior
e posterior do nicleo embrionario como resultado da jungdo entre as terminagdes finais das
fibras secunddrias. Essas fibras sdo continuamente produzidas apds o nascimento e sao
responsaveis pela formacdo do cértex cristaliniano no periodo pds-natal (Duke-Elder &

Wybar, 1961; Kuszak, 1995; Mann, 1961; Reddy et al., 2004).

Ectoderma superficial

Placoide cristaliniano Fossetarcrisialineing Niicleo embrionario do cristalino

Vesicula dptica

FIGURA 1: Esquema ilustrativo do desenvolvimento embriondrio do cristalino

(modificado de Spalton, 2006).
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1.1.3 — Histologia do Cristalino

Na estrutura microscépica do cristalino, sdo observados capsula, epitélio, fibras

cristalinianas e fibras zonulares (Fig. 2).

A céapsula € uma membrana transparente, eldstica e com espessura média entre
11 e 18 um, envolvendo todo o cristalino. Tal estrutura é a membrana basal do epitélio
cristaliniano, sendo sua por¢do anterior é mais espessa em relacdo a por¢do posterior

(Salzmann, 1912).

O epitélio cristaliniano € formado por uma camada tnica de células cubicas e
estende-se por toda face anterior do cristalino até a zona equatorial. As células epiteliais

tornam-se mais cilindricas a medida que se aproximam do equador (Fawcett, 1994).

As fibras cristalinianas constituem a “substancia do cristalino”, apresentando
disposi¢do conceéntrica e formato de prisma de seis faces (Weiss, 1988; Fawcett, 1994). As
células epiteliais equatoriais se diferenciam para formar as fibras cristalinianas mais
proximas do equador (Kuzsak et al., 2004), justificando a semelhanga entre os dois tipos
celulares, inclusive com a presenca das mesmas organelas (Hogan et al., 1971). As

proteinas cristalinas sdo o principal componente do citosol dessas células (Fawcett, 1994).

As fibras zonulares sdo originadas a partir do corpo ciliar. Essas estruturas sao
formadas por feixes de microfibrilas ricas em uma glicoproteina denominada fibrilina.
Penetram na cdpsula cristaliniana em uma regido denominada lamela zonular, onde a

capsula se apresenta mais frouxa (Cotta-Pereira et al., 1976; Sakai et al., 1986).
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Fibras zonulares proximas a capsula
Capsula
Epitélio
Fibras cristalinianas

FIGURA 2: Corte histolégico da superficie do cristalino, préximo ao equador,
demonstrando a capsula, o epitélio, as fibras cristalinianas e as fibras zonulares (modificado

de Stafford, 2001).

1.1.4 — Baixa visdo na infancia

O desenvolvimento visual normal depende de boas condi¢des anatdmicas e
fisiolégicas. Até o total estabelecimento da acuidade visual, qualquer obsticulo a formagao
de uma imagem clara em ambos os olhos, como catarata, estrabismo, anisometropia ou
ptose palpebral, podem levar a um mau desenvolvimento do cortex visual, que se tornaré
irreversivel se ndo for tratado em tempo util. Ambliopia € o termo utilizado quando ndo ha
um adequado desenvolvimento da visdo por causa desses problemas (Graziano & Leone,

2005).

A acuidade visual de recém-nascidos se desenvolve muito rapidamente durante
os primeiros trés meses de vida. Até 3-4 anos, acredita-se que o sistema visual esteja
totalmente desenvolvido, podendo ainda pode ser moldado até 8 a 10 anos (Graziano &

Leone, 2005).

44



Em criancas com deficiéncia visual, o desenvolvimento motor e a capacidade
de comunicacdo sdo prejudicados. Dessa forma, o diagndstico precoce de doengas, o
tratamento eficaz e um programa de estimulacdo visual precoce podem permitir as criangas
uma maior interacdo com o meio ambiente, principalmente nos primeiros trés meses de

vida (Graziano & Leone, 2005).

A Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) recomenda uma metodologia
padronizada para classificar as causas de cegueira na infancia com base no local anatdmico

afetado e na etiologia de base, disponivel na tabela 1 (Gilbert et al., 1993).

1.1.5 — Catarata Congeénita

Catarata congénita ¢ definida pela presenca de opacidade no cristalino ao
nascimento ou na primeira década de vida (Duke-Elder, 1964; Marner et al., 1989). Trata-
se da principal causa de cegueira reversivel na infancia (Gralek et al., 2007; Santana et al.,

2009).

No mundo, a catarata congénita responde por aproximadamente 10 % dos casos
de cegueira na infancia (Francis et al., 2000). No Brasil, estudos demonstram a prevaléncia
dessa afeccao em torno de 0,07 a 0,11% (Couto Junior et al., 2007; Schimiti et al., 2001),
podendo alcancar de 13 a 22% dos casos em servicos oftalmoldgicos tercidrios de
referéncia (Haddad er al., 2006; Kara-José er al., 1984; Lucas et al., 2003). A cada ano,
20.000 a 40.000 novos casos dessa doenga sdo diagnosticados no mundo (Apple et al.,

2000).

O tratamento da catarata congénita depende da intensidade da opacidade. Nos
casos em que € possivel a visualizacdo da retina e dos grandes vasos, o tratamento
conservador pode ser considerado. Por outro lado, nas situacdes em que a opacidade
dificulta a avaliagdo fundoscépica, o desenvolvimento de ambliopia é muito provavel, e o
tratamento cirdrgico deve ser cogitado (Duke-Elder, 1964; Roche et al., 2006; Zetterstrém

et al., 2005).
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Quando hd indicagdo de tratamento cirdrgico, a abordagem deve ser realizada o
mais cedo possivel, preferencialmente nas primeiras semanas de vida. Nos casos
unilaterais, a cirurgia precoce, a correcao rapida da afacia no olho operado e o tratamento
oclusivo agressivo no olho sadio sdao muito importantes para evitar a ambliopia

(Zetterstrom et al., 2005).

1.1.6 — Etiologia da Catarata Congénita

A catarata congénita pode apresentar diversas causas, incluindo infec¢des intra-
uterinas, desordens metabdlicas e anormalidades cromossdomicas (Duke-Elder, 1964;
Lambert & Drack, 1996). A doenca pode ser herdada como anormalidade ocular isolada ou
fazer parte de uma sindrome (Francis et al., 2000), entre as quais sindrome de Down,

doencga de Wilson e distrofia miotonica (He & Li, 2000).

A maior parte dos pacientes com catarata congénita ndo-sindromica isolada ndo
tém qualquer causa identificdvel para a doengca. A mutacdo genética é provavelmente a
causa mais comum, especialmente para catarata bilateral. Embora os agentes teratogénicos
(por exemplo, rubéola) possam ser responsdveis por uma propor¢do de casos, tais insultos

normalmente ddo origem a malformacdes sist€micas, além da catarata (Reddy et al., 2004).

Os casos de catarata congénita unilateral ndo sd@o geralmente associados com
doenca sist€émica e raramente sdo hereditdrios, sendo a maior parte de causa idiopética

(Zetterstrom et al., 2005).

1.1.7 - Classificacao da Catarata Congénita

Existem algumas formas de classificacdo para a catarata congénita. Alguns
autores classificam a doenga de acordo com o fator etioldgico (Hiles & Carter, 1977).
Entretanto, o sistema de classificagdo que considera a morfologia, a densidade, o tamanho e

a localizacdo da opacidade no cristalino parece ser o mais confidvel e reprodutivel (Foster
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et al., 2006). Esses parametros podem ser uteis para a determinagdo do progndstico visual

dos pacientes afetados pela doenca (Lambert & Drack, 1996; Amaya et al., 2003).

1.1.7.1 — Catarata Polar Anterior

A catarata polar anterior é uma discreta opacidade situada no polo anterior do
cristalino (Fig. 3) (Duke-Elder, 1972; Reddy et al., 2004). Esse tipo de catarata mede entre
0,5 — 2 mm, usualmente ndo progride ao longo do tempo e normalmente ndo afeta a visao.
Cerca de 90% dos casos sdo unilaterais, sendo os casos bilaterais comumente assimétricos

(Lambert & Drack, 1996).

Os casos de catarata polar anterior frequentemente t€ém origem hereditéria,
mesmo aqueles isolados. Alteragcdes em diferentes cromossomos podem determinar o

mesmo fenotipo dessa opacidade (Amaya et al., 2003).

FIGURA 3: Catarata polar anterior (modificado de Amaya et al., 2003).
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TABELA 1: Classificagdo das causas de deficiéncia visual ou cegueira na infancia, de
acordo com a localizacdo anatdmica afetada (modificado de Rahi, 2007 apud Gilbert et al.,

1993).

Localizacio anatémica afetada

Globo ocular e segmento anterior
Microftalmia / anoftalmia
Disgenesia do segmento anterior
Coloboma de multiplos sitios
Outros

Glaucoma
Primario
Secundario

Cornea
Esclerocérnea
Ceratomalacia
Outras cicatrizes corneanas

Cristalino
Catarata
Afacia
Subluxacio

Uvea
Anidiria
Uveite
Coloboma de sitio tinico

Retina
Retinopatia da prematuridade
Distrofias retinianas e maculares
Albinismo oculo-cutineo
Retinite/neuroretinite
Descolamento de retina
Retinoblastoma
Outros

Nervo dptico
Hipoplasia
Atrofia (primdria ou secundaria)
Neurite/neuropatia
Outros

Cerebral/vias dpticas
Desordens neuro-degenerativas
Encefalopatia hipéxico-isquémica
Lesao ndo-acidental
Infeccdo
Anormalidades estruturais
Tumores
Outros

Outros
Nistagmo idiopético
Altas ametropias
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TABELA 2: Classificagdo das causas de deficiéncia visual ou cegueira na infancia, de
acordo com os fatores etioldgicos pela sua época de acometimento (modificado de Rahi,

2007 apud Gilbert et al., 1993).

Fator etiologico pela época de acometimento

Pré-natal

Hereditario
AutossOmico recessivo, autossdmico dominante,
Ligado ao X
Cromossdmico

Hipdxia/isquemia

Infeccdo

Drogas

Outros

Fator presumido, mas desconhecido

Perinatal/neonatal
Hipdxia/isquemia
Infeccdo
Lesao nao-acidental
Outros
Fator presumido, mas desconhecido

Infancia
Tumor
Nutricional
Infeccdo
Hidrocefalia/aumento da pressao intracraniana
Hipdxia /isquemia
Lesao nio-acidental
Les@o accidental
Desordens sistémicas especificas
Fator presumido, mas desconhecido

Epoca indeterminada de lesdo e fatores desconhecidos
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QUADRUO 1: Etiologia da catarata congénita (modificado de Santana, 2009 apud Arkin et
al., 1992).

1.1.7.2 — Catarata Polar Posterior

Neste tipo de catarata, a opacidade estd presente no polo posterior do cristalino
(Fig. 4). Tanto formas estaciondrias quanto progressivas tém sido relatadas. Esse fenétipo
comumente se apresenta de forma simétrica e € facilmente identificado ao nascimento
(Duke-Elder, 1964; Reddy et al., 2004). Em razao da sua maior proximidade com a mécula,

mesmo uma catarata polar posterior pequena pode afetar a visao (Lambert & Drack, 1996).
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O tratamento cirdrgico da catarata polar posterior deve ser realizado com
cautela em virtude da maior predisposi¢cao a ruptura da cdpsula posterior nesses casos. A
excessiva aderéncia entre a opacidade e a cdpsula posterior € uma menor espessura da
capsula posterior parecem explicar essa maior fragilidade (Vasavada & Singh, 1999; Osher

etal., 1990).

FIGURA 4: Catarata polar posterior (modificado de Francis et al., 2000).

1.1.7.3 — Catarata Nuclear

O termo catarata nuclear € utilizado para descrever a opacificac@o cristaliniana
que acomete o nucleo fetal e/ou embrionario. Esse fendtipo pode se apresentar desde
pequenos pontos até opacidades confluentes no nidcleo (Fig. 5). A necessidade de
intervencdo cirtdrgica depende da natureza da opacificacdo. Casos mais leves podem nao

necessitar de tratamento (Amaya et al., 2003; Duke-Elder, 1972; Reddy et al., 2004).

A catarata nuclear normalmente estd presente ao nascimento e ndo €
progressiva (Zetterstrom et al., 2005). A apresentacao usual € bilateral (Duke-Elder, 1972).

Esse tipo de opacidade € a forma mais comum de catarata com heranca autossOmica

dominante (Amaya et al., 2003).
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FIGURA 5: Catarata nuclear (modificado de Zetterstrom et al., 2005).

1.1.7.4 — Catarata Pulverulenta

A catarata pulverulenta caracteriza-se pela presenca de opacidades puntiformes
com aspecto “pulverizado” (Fig. 6), apresentando normalmente ocorréncia bilateral e
raramente afetando a visdo (Amaya et al., 2003; Duke-Elder, 1972; Reddy et al., 2004).
Tem sido relatada heranga autossomica dominante e recessiva para esse tipo de catarata.
Nos casos de heranca autossdmica recessiva, a doenga se apresenta mais tardiamente. As
opacidades podem ser restritas tanto ao ndcleo quanto as lamelas, fazendo com que alguns
autores discriminem os subtipos “pulverulenta nuclear” e “pulverulenta lamelar” (Reddy et

al., 2004).

FIGURA 6: Catarata pulverulenta (modificado de Amaya et al., 2003)
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1.1.7.5 — Catarata Lamelar

A catarata lamelar ou zonular envolve uma ou mais lamelas do cristalino, sendo
normalmente cercada por nidcleo e cortex transparentes (Fig. 7). A opacidade pode ser
importante a ponto de afetar gravemente a visdo, mas pode permanecer subclinica por
vdrios anos (Amaya et al., 2003; Duke-Elder, 1972; Lambert & Drack, 2006; Zetterstrom et
al., 2005).

Esse tipo de catarata é usualmente progressivo, e a cirurgia € frequentemente
realizada antes da idade escolar (Zetterstrom et al., 2005). Entretanto, muitos casos podem
ser conduzidos conservadoramente, sem necessidade de cirurgia na infancia. O progndstico
visual, especialmente nas formas té€nues de catarata lamelar, é provavelmente melhor
quando comparado com varios outros tipos morfologicos. A forma de heranga mais comum
€ autossdmica dominante. Existe uma marcante variabilidade interocular e intrafamilial na

apresentacdo desse fenétipo (Amaya et al., 2003).

FIGURA 7: Catarata lamelar (modificado de Amaya et al., 2003).
1.1.7.6 — Catarata Coraliforme

A catarata coraliforme ou cristalina é uma opacidade cristaliniana central rara e

complexa (Gunn, 1895). E formada por fusos que se irradiam a partir do centro do
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cristalino e poupam a cépsula. Esse fendtipo geralmente se apresenta de forma bilateral e

nao afeta a visd@o. Pode apresentar heranga autossdmica dominante (Amaya et al., 2003).

FIGURA 8: Catarata coraliforme (modificado de Amaya et al., 2003)

1.1.7.7 — Catarata Cortical

Esta forma de catarata hereditdria é rara e afeta a porcdo externa do cortex
cristaliniano adjacente a cdpsula anterior (Fig. 9). Representa um insulto tardio as fibras
secunddrias recém-formadas. Normalmente, as outras regides do cristalino sao
transparentes, incluindo o eixo visual, tornando o progndstico desse fendtipo excelente

(Duke-Elder, 1961; Reddy et al., 2004).

Em algumas familias que apresentam a catarata cortical, observa-se o padrao de
heranca autossdomica dominante. Quando ocorre o aparecimento da doenca no periodo pds-

natal, a deficiéncia visual pode acontecer ap0s a infancia (Amaya et al., 2003).

FIGURA 9: Catarata cortical (modificado de Reddy et al., 2004).
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1.1.7.8 — Catarata Cerulea

A catarata certlea ¢ uma forma distinta de opacidade cristaliniana, com aspecto
colorido e rara beleza a lampada de fenda. Além dos padrdes azulado e esverdeado, outras
cores podem ser vistas, incluindo vermelho, marrom e branco. As opacidades apresentam
dimensdes e formas varidveis, concentrando-se perifericamente no cértex da regido

equatorial do cristalino (Fig. 10) (Amaya et al., 2003; Reddy et al., 2004; Vogt, 1922).

Esse tipo de catarata ndo estd presente ao nascimento, mas se desenvolve na
infncia e progride precocemente ao longo da vida. Frequentemente, a cirurgia ndo é
necessdria até a idade adulta. O padrio de herangca mais comumente observado €

autossOmico dominante (Amaya et al., 2003; Reddy et al., 2004).

FIGURA 10: Catarata cerilea (modificado de Amaya et al., 2003).

1.1.7.9 — Catarata Aceuliforme

Esta forma rara de catarata congénita estd associada a projecdes em forma de
agulha (Fig. 11), estendendo-se do nucleo para as por¢des anterior e posterior do cortex
(Vogt, 1922). Também tem sido chamada de catarata "em forma de agulha”. Pode haver

sobreposicao deste fendtipo com a catarata coraliforme (Reddy et al., 2004).
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FIGURA 11: Catarata aceuliforme (modificado de Reddy et al.,2004).

1.1.7.10 — Catarata Sutural

A catarata sutural € relativamente comum e ndo afeta a visdo. Normalmente,
essa opacidade € um achado casual em exames de rotina. Seu aspecto varia desde o
aumento da densidade das suturas até a presenca de opacidades puntiformes em torno das
suturas (Fig. 12). Apresenta-se de forma bilateral e ndo progressiva (Duke-Elder, 1972).
Raramente, ocorre sem outras opacidades cristalinianas concomitantes, tais como nuclear,
pulverulenta, cerilea e lamelar. Pode apresentar heranca autossOmica dominante ou

recessiva ligada ao X (Amaya et al., 2003; Reddy et al., 2004).

FIGURA 12: Catarata sutural (modificado de Zetterstrom et al., 2005).
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1.1.7.11 — Catarata Total

A catarata total ¢ definida como a completa opacificacdo do nucleo fetal ao
nascimento e do cortex apds o nascimento (Fig. 13) (Duke-Elder, 1972). Individuos com
esse tipo de opacidade necessitam de cirurgia precocemente. A forma de heranca mais

frequente € ligada ao X, sendo rara a heranga autossdmica dominante (Reddy et al., 2004).

Essa forma de catarata se apresenta bilateralmente e pode evoluir a partir dos

fenétipos nuclear e lamelar (Amaya et al., 2003).

i

FIGURA 13: Catarata total (modificado de Reddy et al., 2004).

1.1.8 — Genética da Catarata Congénita

Em torno de 8,3 a 25% das cataratas congénitas t€m etiologia hereditaria. A
doenca pode ocorrer isoladamente ou em associacdo com grande nimero de sindromes
genéticas e doencas metabodlicas. As cataratas congénitas isoladas tendem a apresentar alta
penetrancia, sendo herdadas mais comumente de maneira autossomica dominante. As
formas de heranca autossdmica recessiva e ligada ao X também podem ocorrer nessa
afeccdo, embora sejam menos comuns (Lambert & Drack, 1996; He & Li, 2000;

Hejtmancik, 2008; Shiels & Hejtmancik, 2007).

Mutacoes de sentido errado (ou missense) e sem sentido (ou nonsense) t€m sido
descritas em associagdo com catarata congénita (Reddy et al., 2004; Santana et al., 2009).

Diferentemente dos polimorfismos, as mutagdes sdo encontradas em menos de 1% da
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populacdo humana e geralmente estdo associadas com repercussoes clinicas (Thompson &

Thompson, 1973).

Fenétipos idénticos de catarata congénita podem resultar de mutagdes em
diferentes genes com formas de heranca varidveis, enquanto fenétipos diferentes podem ser
encontrados em uma mesma familia. Isso sugere que outros genes ou fatores ambientais
podem modificar a expressdo de uma mutacdo primdria associada com catarata (Amaya et
al., 2003; Lambert & Drack, 1996; He & Li, 2000; Hejtmancik, 2008; Shiels &
Hejtmancik, 2007).

Entre os loci génicos mapeados para catarata congénita isolada, mais de 20 t€m
sido associados com mutagdes em genes especificos. Nas familias com catarata congénita
em que o gene mutante é conhecido, cerca de 50% das mutacdes sdo descritas nos genes
que codificam as proteinas cristalinas, em torno de 25% tém mutacdes nos genes que
codificam as proteinas conexinas, e o restante das mutagdes € dividido, na maior parte,
entre os genes que codificam aquaporina 0 (AQPO) ou proteina intrinseca maior (MIP),
genes que codificam Heat Shock Transcription Factor 4 (HSF4) e genes que codificam

Beaded Filament Structural Protein 2 (BFSP2) (Shiels & Hejtmancik, 2007).

1.1.8.1- Proteinas Cristalinas

As protefnas cristalinas s@30 os maiores constituintes do cristalino de
vertebrados. Constituem aproximadamente 90 % das proteinas cristalinianas soluveis em
agua. Essas proteinas sdo bastante estdveis e apresentam um arranjo espacial particular,

contribuindo para a transparéncia do cristalino (He & Li, 2000; Reddy et al., 2004).

Os genes que codificam as proteinas cristalinas sdo, portanto, considerados
6bvios candidatos para a catarata congénita com base nos seus altos niveis de expressdao no
cristalino e nas suas funcdes de manuten¢do da transparéncia dessa estrutura. Evidéncias
crescentes sugerem a correlacdo de mutagdes nesses genes com a ocorréncia de catarata

congénita em humanos (He & Li, 2000).
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1.1.8.1.1 — Proteinas Alfa-cristalinas

Esse grupo de proteinas inclui os subtipos alfa-A-cristalina e alfa-B-cristalina.
Além de serem consideradas proteinas estruturais, essas moléculas apresentam atividade
“chaperone-like” e sao membros da familia “small heat-shock protein” (He & Li, 2000;
Reddy et al., 2004). Em humanos, as proteinas alfa-cristalinas sao codificadas por dois

genes estreitamente relacionados, CRYAA e CRYAB (He & Li, 2000).

Nas cataratas com padrdo de heranga dominante e com mutagdes “missense”
relacionadas as proteinas alfa-A-cristalinas, sugere-se que a proteina alfa-A-cristalina
mutante exerca um efeito deletério que danifica ativamente as fibras cristalinianas ou iniba
a funcdo das proteinas normais remanescentes. Nas cataratas com padrdo de heranca
recessiva, parece haver perda da atividade “chaperone-like”. Como as proteinas alfa-A e
alfa-B-cristalinas funcionam de forma semelhante in vitro, pode-se esperar que mutagdes
associadas as proteinas alfa-B-cristalinas tenham um efeito semelhante ao das proteinas

alfa-A-cristalinas, pelo menos no cristalino (Hejtmancik, 2008).

As proteinas alfa-cristalinas parecem exercer algum papel no desenvolvimento
normal do segmento anterior do olho, embora de maneira inespecifica. Qualquer
perturbacdo na formacdo do cristalino pode ocasionar outras consequéncias no

desenvolvimento ocular, tais como microcornea e microftalmia (Reddy et al., 2004).

Atualmente, sdo conhecidas nove mutagdes no gene CRYAA e seis mutagdes no
gene CRYAB. As mutagOes ja descritas nos genes que codificam as proteinas alfa-cristalinas

estdo disponiveis na tabela 3.
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TABELA 3: Mutagdes relacionadas a catarata congénita hereditdria, descritas nos genes CRYAA e

CRYAB (modificado de Santana, 2009).

Gene Locus Mutacédo Proteina Fenétipo Modo de Referéncias
trasmissao
Catarata nuclear +

CRYAA 21q22.3 R116C aA-cristalina Microcérnea + AD Litt et al. (1998)

Microftalmia
CRYAA 21q22.3 WoxX aA-cristalina - AR Pras et al. (2000)
CRYAA 21q22.3 R49C aA-cristalina Catarata lamelar AD Litt et al. (1998)
CRYAA 21q22.3 GI98R aA-cristalina Catarata total AD Santhiya et al. (2006)
CRYAA 21q22.3 R2IL aA-cristalina Catarata nuclear AD Santhiya et al. (2006)
CRYAA 219223 R12C aA-cristalina Catarata polar e lamelar AD Hansen et al. (2007)
CRYAA 21q22.3 R21W aA-cristalina - AD Hansen et al. (2007)
CRYAA 21q22.3 R116H aA-cristalina Catarata nuclear AD Hansen et al. (2007)
CRYAA 21q22.3 R54C aA-cristalina Catarata nuclear + AD Devi et al. (2008)

Microcérnea +
Microftalmia
Catarata total + AR Khan et al. (2007)

Microcérnea
CRYAB 11922.3-g23.1 450delA aB-cristalina Catarata polar posterior AD Berry et al. (2001)
CRYAB 11922.3-g23.1 Al171T aB-cristalina Catarata lamelar AD Devi et al. (2008)
CRYAB 11922.3-q23.1 RI1H aB-cristalina Catarata nuclear AD Chen et al. (2009)
CRYAB 11922.3-g23.1 P20S aB-cristalina Catarata polar posterior AD Liu ez al. (2006)
CRYAB 11q22.3-q23.1 DI140N aB-cristalina Catarata lamelar AD Liu et al. (2006)
CRYAB 11q22.3-q23.1 R56W aB-cristalina Catarata total, Catarata AR Safieh et al. (2009)

nuclear, Catarata cortical

AD: AutossOmica Dominante; AR: AutossOmica Recessiva

1.1.8.1.2 — Proteinas Beta/Gama-cristalinas

As proteinas beta/gama-cristalinas sao reconhecidas como membros de uma

superfamilia de proteinas. Esses polipeptideos apresentam em comum um modelo de

estabilidade proteica denominado “Greek key” (He & Li, 2000). As proteinas gama-
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cristalinas s@o encontradas na forma de mondmeros, enquanto as beta-cristalinas se
associam em complexos de alta ordem. Espera-se que a maioria das mutagdes descritas nos
genes que codificam as proteinas beta/gama-cristalinas causem alteracdes importantes na
estrutura da proteina, resultando em moléculas instdveis, com maior tendéncia a
precipitacdo e a eventual formacao de catarata. Esse mecanismo tem sido demonstrado para

um nimero razodvel de cataratas hereditarias (Hejtmancik, 2008; Reddy et al., 2004).

A familia das proteinas beta-cristalinas consiste de quatro formas acidas (BA1-
cristalina, BA2-cristalina, PA3-cristalina, BA4-cristalina) e trés formas basicas (BB1-
cristalina, BB2-cristalina, BB3-cristalina). Os genes CRYBAI e CRYBA3, que codificam as
proteinas PAl-cristalina e A3-cristalina, respectivamente, estdo localizados no
cromossomo 17 (17q11.2-q12). O gene CRYBA2, codificador da proteina BA2-cristalina,
localiza-se no cromossomo 2 (2q33-q35). O gene CRYBA4, que codifica a proteina fA4-
cristalina, e os genes CRYBBI, CRYBB2 e CRYBB3, codificadores das proteinas fB1-
cristalina, PB2-cristalina, [B3-cristalina, respectivamente, estdo localizados no
cromossomo 22 (22q11.2—q13.1 e 22q11.2—q13.1). Seis genes que codificam as proteinas
gama-cristalinas podem ser agrupados em dois grupos, localizados no cromossomo 2
(2933-36): CRYGA/CRYGB/CRYGC e CRYGD/CRYGE/CRYGF. O gene CRYGS estd
localizado no cromossomo 3 (3q26.3-qter) (He & Li, 2000). Atualmente, sdo conhecidas
duas mutagdes no gene CRYBAI, cinco no gene CRYBB2, sete no gene CRYGC, doze no
gene CRYGD e uma no gene CRYGS. As mutacdes ja descritas nos genes que codificam as

proteinas beta/gama-cristalinas estdo disponiveis na tabela 4.
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TABELA 4: Mutacdes relacionadas a catarata congénita hereditaria, descritas nos genes CRYBAI,

CRYBB2, CRYGC, CRYGD e CRYGS (modificado de Santana, 2009).

Gene Locus Mutacao Proteina Fenétipo Modo de Referéncias
trasmissao
CRYBAI 17q11.2-q12 IVS3+IG — A BA3/Al- Catarata nuclear, AD Padma et al. (1995)
cristalina sutural, pulverulenta Kannabiran et al. (1998)
CRYBAI 17q11.2-q12 c.271- BA3/A1- - AD Reddy et al. (2004)
273delGGA cristalina

CRYBB2 22q11.23 Q155X BB2-cristalina Catarata certlea AD Litt et al. (1997)

progressiva, Gill et al. (2000)
nuclear, sutural

CRYBB?2 22q11.23 D128V BB2-cristalina = - AD Pauli ez al. (2007)

CRYBB2 22q11.23 WI151C BB2-cristalina Catarata nuclear AD Santhiya et al. (2004)

CRYBB?2 22q11.23 V187M BB2-cristalina Catarata nuclear AD Mothobi et al. (2009)

CRYBB?2 22q11.23 W59C BB2-cristalina Catarata total AD Santhiya et al. (2010)

CRYGC 2q33-q35 TSP yC-cristalina Catarata lamelar, AD Heon et al. (1999)
pulverulenta

CRYGC 2q33-q35 225- yC-cristalina Catarata nuclear, AD Heon et al. (1999)

226insGCGGC pulverulenta

CRYGC 2q33-q35 R168W yC-cristalina Catarata lamelar AD Santhiya et al. (2002)

CRYGC 2q33-q35 C109X yC-cristalina Catarata nuclear AD Yao et al. (2008)

CRYGC 2q33-q35 WI157X yC-cristalina Catarata nuclear + AD Zhang et al. (2009)
Microcérnea

CRYGC 2q33-q35 R48H yC-cristalina Catarata lamelar, --—--- Kumar ef al. (2011)

Catarata nuclear

CRYGC 2q33-q35 G129C yC-cristalina Catarata nuclear AD Liet al. (2012)

CRYGD 2q33-q35 R58H yD-cristalina Catarata lamelar AD Heon et al. (1999)

CRYGD 2q33-q35 R14C yD-cristalina Catarata punctata AD Stephan et al. (1999)

juvenil progressiva
CRYGD 2q33-q35 Y134X yD-cristalina Catarata total AD Hansen et al. (2007)
CRYGD 2q33-q35 E107A yD-cristalina Catarata nuclear AD Messina-Bass et al.
(2006)
CRYGD 2q33-q35 W156X yD-cristalina Catarata nuclear AD Reddy er al. (2004)
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CRYGD 2q33-q35 P23T yD-cristalina Catarata lamelar AD
CRYGD 2q33-q35 R36S yD-cristalina Catarata coraliforme AD
CRYGD 2q33-q35 R15S yD-cristalina Catarata coraliforme AD
CRYGD 2q33-q35 c.494delG yD-cristalina Catarata nuclear AD
CRYGD 2q33-q35 G61C yD-cristalina Catarata corliforme AD
CRYGD 2q33-q35 R77S yD-cristalina Catarata polar AD
anterior
CRYGD 2q33-q35 W43R yD-cristalina Catarata nuclear AD
CRYGS 3q26.3-qter V42M yS-cristalina Catarata nuclear AD

Santhiya et al. (2002)

Kmoch et al. (2000)

Zhang et al. (2009)

Zhang et al. (2007)

Li et al. (2008)

Roshan et al. (2010)

Wang et al. (2011)

Vanita et al. (2009)

AD: AutossOmica dominante

1.1.8.2— Proteinas de Transporte de Membrana

7

A transparéncia do cristalino é resultado direto da sua arquitetura altamente
ordenada. A manutencdo dessa estrutura depende do controle da hidratacdo e do volume
das células cristalinianas. A maioria dessas células depende da glicélise anaerdbica para
satisfazer suas necessidades energéticas. Entretanto, as fibras profundas do cristalino nao
podem receber a nutricdo adequada por difusdo passiva, tornando-se dependentes de um
eficiente sistema de transporte para fornecer nutrientes e remover metabdlitos para a

superficie do cristalino (Reddy er al., 2004).

1.1.8.2.1 — Aquaporina 0 ou “Major Intrinsic Protein”

A proteina de transporte de membrana mais abundante no cristalino maduro € a
Aquaporina 0 (AQPO) ou “Major Intrinsic Protein” (MIP). Trata-se de uma proteina da
familia das aquaporinas, expressa somente nas fibras cristalinianas diferenciadas, que sio

as células predominantes no cristalino (Hejtmancik, 2008; Reddy et al., 2004).

A AQPO tem fraca atividade dos canais de 4gua em pH neutro. Entretanto, essa

atividade aumenta para niveis tipicos das aquaporinas em pH 6,5 e em baixas concentragdes
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de célcio, que sdo condicdes proximas as encontradas no cristalino. Cataratas lamelares e
polimorficas tém sido associadas com mutagdes “missense” no gene que codifica a AQPO

(MIP) (Hejtmancik, 2008).

Atualmente, sdo conhecidas dez mutacdes no gene MIP, que estdo descritas na

tabela 5.

1.1.8.2.2 — Conexinas

Uma caracteristica do cristalino € possuir uma ampla rede de canais de baixa
resisténcia tipo “gap junctions” entre as fibras cristalinianas. Esses canais permitem o fluxo
de fons, de segundos mensageiros e de metabodlitos entre as células, preservando sua

homeostase (Reddy et al., 2004).

As proteinas estruturais pertencentes a familia das conexinas compdem os
canais intercelulares presentes entre as fibras cristalinianas. Trés genes distintos (CX43,
CX46, e CX50) que codificam as proteinas conexinas sdo expressos no cristalino. Essas
proteinas de transporte de membranas sdo importantes para o correto desenvolvimento

embrioldgico do cristalino apesar dos baixos niveis de expressao (Reddy et al., 2004).

Atualmente, sdo conhecidas dezessete mutagdes no gene CX46 (GJA3) e
dezoito no gene CX50 (GJAS). As mutacdes nos genes que codificam as proteinas

conexinas estdo descritas na tabela 5.
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TABELA 5: Mutacoes relacionadas a catarata congénita hereditéria, descritas nos genes CX46,
CX50 e MIP (modificado de Santana, 2009).

Gene Locus Mutacdo Proteina Fenétipo Modo de Referéncias
trasmissao

CX46 (GJA3) 13q11-q13 N63S Conexina 46 Catarata nuclear AD Mackay et al. (1997)
pulverulenta

CX46 (GJA3) 13q11-q13 1136- Conexina 46 Catarata nuclear AD Mackay et al. (1997)

1137insC pulverulenta

CX46 (GJA3) 13q11-q13 P187L Conexina 46 Catarata nuclear AD Rees et al. (2000)
pulverulenta

CX46 (GJA3) 13q11-q13 D3Y Conexina 46 Catarata nuclear AD Rees et al. (2000)
pulverulenta

CX46 (GJA3) 13q11-q13 L11S Conexina 46 Catarata nuclear AD Hansen et al. (2006)
pulverulenta

CX46 (GJA3) 13q11-q13 F32L Conexina 46 Catarata nuclear AD Jiang et al. (2003)
pulverulenta

CX46 (GJA3) 13q11-q13 P59L Conexina 46 Catarata nuclear AD Bennett er al. (2004)
pulverulenta

CX46 (GJA3) 13q11-q13 R76G Conexina 46 Catarata nuclear AD Devi et al. (2005)
pulverulenta,
Catarata total

CX46 (GJA3) 13q11-q13 V28M Conexina 46 Catarata total, Catarata AD Devi et al. (2005)

cortical posterior,
Catarata subcapsular
anterior

CX46 (GJA3) 13q11-q13 R76H Conexina 46 Catarata nuclear AD Burdon et al. (2004)
pulverulenta

CX46 (GJA3) 13q11-q13 N188T Conexina 46 Catarata nuclear AD Li et al. (2004)
pulverulenta

CX46 (GJA3) 13q11-q13 R33L Conexina 46 Catarata lamelar AD Guleria et al. (2007)
pulverulenta

CX46 (GJA3) 13q11-q13 T87M Conexina 46 Catarata nuclear AD Guleria et al. (2007)

CX46 (GJA3) 13q11-q13 T19M Conexina 46 Catarata polar posterior AD Santhiya et al. (2010)

CX46 (GJA3) 13q11-q13 V44M Conexina 46 Catarata nuclear AD Zhou et al. (2010)

CX46 (GJA3) 13q11-q13 G143R Conexina 46 Catarata pulverulenta AD Zhang et al. (2012)

CX46 (GJA3) 13q11-q13 N188I Conexina 46 Catarata Coraliforme AD Zhang et al. (2012)

CX50 (GJAS) 1q21.1 P88S Conexina 50 Catarata nuclear AD Shiels et al. (1998)
pulverulenta

CX50 (GJAS) 1q21.1 P88Q Conexina 50 Catarata nuclear AD Shiels et al. (1998)
pulverulenta

CX50 (GJAS) 1q21.1 Q48K Conexina 50 Catarata nuclear AD Berry et al. (1999)
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CX50 (GJAS)

CX50 (GJAS)

CX50 (GJAS)

CX50 (GJAS)

CX50 (GJAS)

CX50 (GJAS)

CX50 (GJAS)

CX50 (GJAS)

CX50 (GJAS)

CX50 (GJAS)

CX50 (GJAS)

CX50 (GJAS)

CX50 (GJAS)

CX50 (GJAS)

CX50 (GJAS)

MIP

MIP

MIP

MIP

MIP

MIP

MIP

MIP

MIP

MIP

1q21.1

1q21.1

1q21.1

1q21.1

1g21.1

1g21.1

1g21.1

1q21.1

1q21.1

1q21.1

1q21.1

1q21.1

1q21.1

1q21.1

1q21.1

12q12

12q12

12q12

12p11.2q15

12q12

12q12

12q13

12q12

12q12

12q12

R23T

V44E

V64G

V79L

P189S

R198Q

L247M

ins776G

W45S

D47N

D47Y

S276F

I31T

R198W

S258F

T138R

E134G

R33C

R233K

IVS3 -1 G>A

V1071

MIT

Y177C

R187C

G165D

Conexina 50

Conexina 50

Conexina 50

Conexina 50

Conexina 50

Conexina 50

Conexina 50

Conexina 50

Conexina 50

Conexina 50

Conexina 50

Conexina 50

Conexina 50

Conexina 50

Conexina 50

MP 26

MP 26

MP 26

MP 26

MP 26

MP 26

MP 26

MP 26

MP 26

MP 26

Catarata nuclear

Catarata total

Catarata nuclear

Catarata sutural

Catarata cortical

Catarata subcapsular

Catarata nuclear

Catarata triangular

Catarata medusiforme +

microcérnea
Catarata nuclear

pulverulenta

Catarata nuclear
pulverulenta

Catarata nuclear

Catarata nao-classificada

+ microcdrnea

Catarata nuclear

Catarata lamelar

, Catarata polar anterior

Catarata lamelar

Catarata total

Catarata polimérfica

Catarata nuclear

Catarata nuclear

Catarata cerulean

Catarata nuclear

Catarata nuclear

Catarata lamelar

AD

AD

AD

AD

AD

AD

AR

AD

AD

AD

AD

AD

AD

AD

AD

AD

AD

AD

AD

Willoughby et al. (2003)

Devi et al. (2006)

Devi et al. (2006)

Vanita et al. (2006)

Hansen et al. (2007)

Devi et al. (2006)

Polyakov et al. (2001)

Schmidt et al. (2008)

Vanita et al. (2008)

Arora et al. (2008)

Lin et al. (2008)

Yan et al. (2008)

Wang et al. (2009)

Hu et al. (2010)

Gao et al. (2010)

Berry et al. (2000)

Berry et al. (2000)

Gu et al. (2007)

Lin et. al. (2007)

Jiang et. al. (2009)

Wang et al. (2010)

Xiao et. al. (2011)

Yang et al. (2011)

Wang et. al. (2011)

Kumar et al. (2012)

AD: AutossOmica dominante; AR: AutossOmica recessiva
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1.1.8.3— Proteinas do Citoesqueleto

A organizacdo estrutural das células cristalinianas € determinada pela interagao
entre o citoesqueleto e as proteinas cristalinas dentro do citoplasma. O citoesqueleto das
fibras cristalinianas é formado por microfilamentos, microtibulos e filamentos
intermedidrios. Os microfilamentos, compostos por moléculas de actina, facilitam as
mudancas na forma celular, reforcam o contato entre as células e definem compartimentos
da membrana plasmatica. Os microtibulos, compostos por moléculas de tubulina,
direcionam o processo de transporte intracelular e contribuem para a distribuicdo de
organelas. Os filamentos intermedidrios ajudam as células cristalinianas a superarem o
estresse fisico causado pela acomodacdo e por variagdes de temperatura (Reddy et al.,

2004).

1.1.8.3.1 - “Beaded Filament Structural Protein 2” (BFSP2 ou CP49)

As proteinas “Beaded Filament Structural” (BFSP) sdo especificas do
citoesqueleto das fibras cristalinianas. Duas proteinas dos filamentos intermedidrios
(“Beaded Filament Structural Protein” 2 [BFSP2] e “filensin”) sdo encontradas no
complexo do citoesqueleto e interagem com as proteinas alfa-cristalinas. Dessa forma, os
genes que codificam as BFSP sdo considerados bons candidatos para catarata congénita

hereditaria (Reddy et al., 2004).

As cataratas associadas a mutagdes no gene que codifica a BFSP2 normalmente
apresentam os fendtipos nuclear, lamelar e sutural, enquanto as cataratas relacionadas a
mutacdes no gene que codifica BFSP1 podem se apresentar no fendtipo cortical. As
mutagdes no gene que codifica BFSP1 estdo relacionadas as cataratas do desenvolvimento

(Hejtmancik, 2008).
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TABELA 6: Mutacdes relacionadas a catarata congénita hereditaria, descritas no gene BFSP2

(modificado de Santana, 2009).

Gene Locus Mutacao Proteina Fendtipo Modo de Referéncias
transmissao

BFSP2 3q21.2- R287W BFSP2 Catarata nuclear e AD Conley et al. (2000)
q22.3 sutural

BFSP2 3q21.2- 233delE BFSP2 Catarata cortical e AD Jakobs et al. (2000)
q22.3 subcapsular

posterior

BFSP2 3q21.2- R339H BFSP2 Catarata lamelar AD Ma et al. (2008)

q22.3

AD: Autossdomica dominante.

1.1.8.4- Reguladores do Desenvolvimento

O desenvolvimento do cristalino € coordenado pela interacdo temporal e
espacial de uma série de genes e de seus produtos. Os genes envolvidos nesse processo
extremamente complexo codificam fatores de transcricio e fatores de crescimento
difusiveis. MutacOes em genes que codificam fatores de transcricao t€m sido implicadas em
uma série de desordens do desenvolvimento do segmento anterior, mas apenas trés deles

(PITX3, MAF, and HSF4) tém sido implicados em catarata isolada (Reddy et al., 2004).

1.1.8.4.1 — “Paired-like Homeodomain Transcription Factor3” (PITX3)

PITX3 ¢ um membro da classe “prd-like” de fatores de homeodominio e sua
expressao foi descoberta originalmente no desenvolvimento do cristalino do rato. Mutagdes
no gene PITX3 causam predominantemente catarata polar posterior associada com
disgenesia mesenquimal do seguimento anterior (DMSA), incluindo opacidades corneanas,
adesdes de iris e anormalidades do nervo Optico, embora existam relatos de mutacdes

causadoras de catarata isolada (Hejtmancik, 2008; Reddy et al., 2004).
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Atualmente, sdo conhecidas trés mutagdes no gene PITX3 relacionadas a

formacdo de catarata congénita. Essas mutagdes estao descritas na tabela 7.

1.1.8.4.2 — “Avian Musculoaponeurotic Fibrosarcoma” (MAF)

MAF ¢ um fator de transcricdo denominado ‘“basic region leucine zipper”
(bZIP), expresso no placdide cristaliniano, na vesicula cristaliniana e nas fibras primarias
do cristalino. O gene MAF interage com as regides promotoras dos genes para as proteinas

cristalinas e PITX3 (Reddy et al., 2004).

Mutagdes no gene MAF podem causar cataratas associadas a DSMA em

algumas familias, mas isoladas em outras (Hejtmancik, 2008).

Até o momento, sdo conhecidas trés mutagdes no gene MAF relacionadas a

catarata congénita. Essas alteracOes estdo descritas na tabela 7.

1.1.8.4.3 — “Heat Shock Transcription Factor 4” (HSF4)

HSF4 ¢ um fator de transcri¢do responsavel pela regulacao das proteinas “small
heat shock” e “large heat shock”. Enquanto as primeiras, tais como alfa-B-cristainas e Hsp
27, t&ém uma reconhecida atividade “chaperone-like” e ndo dependem de ATP, as segundas
sao dependentes de ATP e tém uma capacidade adicional de restaurar proteinas
desnaturadas e de evitar sintese mal executada das novas proteinas. (Hejtmancik, 2008;

Reddy et al., 2004).

Mutacdes no gene HSF4 tém sido associadas com cataratas autossOmicas
dominantes e recessivas. As cataratas dominantes se apresentam na infancia precoce e sao
descritas com o fendtipo lamelar, enquanto as cataratas recessivas estdo presentes ao
nascimento e apresentam gravidade varidvel de fenétipos, tais como catarata nuclear com

algum envolvimento cortical ou catarata total associada a nistagmo (Hejtmancik, 2008).
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Atualmente, sao relatadas sete mutagdes no gene HSF4, relacionadas a catarata

congénita, que estdo descritas na tabela 7.

TABELA 7: Mutacdes relacionadas a catarata congénita hereditdria, descritas nos genes PITX3,

MAF e HSF4 (modificado de Santana, 2009).

Gene Locus Mutacao Proteina Fendtipo Modo de Referéncias
transmissao
PITX3 10924-q25 S13N PITX3 Catarata total AD Semina et al. (1998)
PITX3 10q24-q25 656- PITX3 Catarata + disgenesia AD Semina et al. (1998)
657ins17pb anterior
PITX3 10924-q25 542delC PITX3 Catarata polar posterior AD Berry et al. (2011)
MAF  16q22-q23 R288P MAF Catarata pulverulenta + AD Jamieson et al. (2002)
microcérnea +
coloboma de iris
MAF  16q22-g23 K297R MAF Catarata cerilea AD Vanita et al. (2006)
MAF  16q22-g23 R299S MAF Catarata polar AD Hansen et al. (2007)
posterior, catarata
nuclear, catarata
lamelar + microcornea
+ coloboma de firis

HSF4 16g22 A19D HSF4 Catarata lamelar AD Bu et al. (2002)
HSF4 16q22 R73H HSF4 Catarata total AD Ke et al. (2006)
HSF4 16g22 186V HSF4 Catarata lamelar AD Bu et al. (2002)
HSF4 16q22 L114P HSF4 Catarata lamelar AD Bu et al. (2002)
HSF4 16q22 R119C HSF4 Catarata lamelar AD Bu et al. (2002)
HSF4 16g22 R175P HSF4 Catarata lamelar AR Forshew et al. (2005)
HSF4 16q22 R405X HSF4 AR Sajjad et al. (2008)

AD: AutossOmica dominante; AR: AutossOmica recessiva.
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1.1.8.5 — Mutacao no Gene L-Ferritina

A ferritina € uma proteina de depdsito intracelular de ferro com funcdo de
proteger os tecidos dos danos oxidativos ocasionados pelo ferro livre. Mutagdes no
elemento responsivo ao ferro (IRE) do gene “Lightferritin” (LFT) no cromossomo 19
(19q13.3-13.4) estdo relacionadas com a sindrome de catarata associada a hiperferritinemia
(SCH). A presenca de catarata pulverulenta pode ser a Unica alteracdo clinica encontrada
em pacientes com essa sindrome. Dessa forma, casos de catarata puverulenta com heranca
autossdmica dominante devem ser investigados para hiperferritinemia (Hejtmancik, 2008;

Reddy et al., 2004).

1.2 - Justificativa

Em virtude da elevada prevaléncia de casos de catarata congénita bilateral com
etiologia hereditaria, a identificacdo de alteragOes genéticas estruturais relacionadas a essa
afeccdo na populagdo brasileira é fundamental para permitir acdes de aconselhamento

genético e para propiciar melhores abordagens terapéuticas para os pacientes afetados.

Atualmente, ainda hd poucos estudos brasileiros relacionados com a

identificacdo de genes e de mutacdes associados a catarata congénita. Espera-se, dessa

forma, contribuir para a descri¢do de novas alteracdes estruturais nos genes estudados.
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2. OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral

Determinar a ocorréncia de alteracdes estruturais nos genes CRYAA, CRYGC e
CRYGD em pacientes portadores de catarata congénita bilateral com fenétipo nuclear ou

lamelar.

2.2 — Objetivos Especificos

2.2.1 — Estudar os pacientes acometidos por catarata congé€nita e seus familiares,
determinando, nesses individuos, a presenca da doenca, o fendtipo (em caso de

acometimento) e a ocorréncia de alteracdes estruturais nos genes estudados.

2.2.2 — Avaliar, no grupo controle, a presenca das alteracdes estruturais encontradas nas
familias estudadas, especialmente aquelas potencialmente deletérias a funcdo da proteina

codificada.

2.2.3 — Comparar as alteracdes genéticas encontradas nos pacientes relacionados com os

dados j4 descritos na literatura.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1 — Recrutamento dos pacientes

Trata-se de estudo transversal, incluindo pacientes e parentes em primeiro grau
de dez familias, atendidos no Ambulatério de Catarata Congénita, Setor de Catarata do
Departamento de Oftalmo-Otorrinolaringologia do Hospital de Clinicas da UNICAMP. O
grupo controle foi composto por cinquenta pacientes atendidos no Ambulatério de
Oftalmologia do Hospital de Clinicas da UNICAMP. Os participantes do estudo assinaram
termo de consentimento livre e esclarecido, que foi aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP (Anexo 1).

3.2 — Exame Oftalmolégico

Os pacientes com diagndstico de catarata congénita e seus familiares em

primeiro grau foram submetidos a exame oftalmoldgico, que constou de:

e Anamnese com historia clinica, familiar e materno-obstétrica;

e Medida de acuidade visual através da tabela de Snellen, para pacientes
informantes, e através dos cartdes de acuidade de Teller, para pacientes sem capacidade de
informacao;

e Refracao;

e Biomicroscopia de segmento anterior apds midriase medicamentosa com
Tropicamida 1% (Mydriacyl ® - Alcon Laboratorios do Brasil), uma gota aplicada por trés
vezes a cada 5 minutos;

e Medida da pressdo intraocular com tondmetro de aplanagdo tipo Goldmann
sempre que possivel;

e Oftalmoscopia binocular indireta e biomicroscopia de p6lo posterior;

e Ultrassonografia ocular em modo B para os casos nos quais opacidades de

meios dificultaram a visualiza¢do do fundo de olho.
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3.3 — Critérios de Inclusao
Os seguintes critérios permitiram a inclusdo dos pacientes no estudo:

e (atarata congénita bilateral;

e Catarata do tipo nuclear ou lamelar, com fenétipo classificado a lampada de
fenda ou claramente documentado em prontudrio médico para pacientes ja operados.
Na familia 8, em que houve uma maior propor¢do de individuos afetados e uma maior
ocorréncia de SNP, optou-se por incluir, na andlise genética, todos os individuos que

compareceram ao exame oftalmolégico.

3.4 — Critérios de Exclusao

Os pacientes que apresentaram as seguintes caracteristicas foram excluidos do

estudo:

e Pacientes com catarata congénita associada a quadros sindrOmicos
sistémicos;

e Casos de catarata congénita unilaterais;

e Casos de catarata congénita de etiologia ndo hereditdria, como distirbios

metabolicos, infeccdes intrauterinas e prematuridade.

3.5 — Grupo Controle

Os participantes do grupo controle foram submetidos a exame oftalmoldgico
semelhante ao descrito no item 3.2. Foram incluidos pacientes com cristalino transparente
ao exame oftalmoldgico e sem historia familiar de catarata congénita ou de cegueira de
causa indeterminada. Individuos com qualquer tipo de opacificacdo do cristalino ou com
histéria familiar de catarata congénita ou de cegueira de causa indeterminada foram

excluidos. Os participantes do grupo controle assinaram termo de consentimento livre e
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esclarecido, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas

da UNICAMP (Anexo 1).

3.6 — Extracao de DNA a Partir de Sangue Periférico

As amostras de DNA foram extraidas a partir de 5 a 10 mL de sangue

periférico, conforme método descrito no anexo 2.

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Genética Molecular
Humana do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG) da
UNICAMP.

3.7 — Analise dos Genes CRYAA, CRYGC e CRYGD

A andlise dos genes CRYAA, CRYGC e CRYGD foi realizada, a principio, nos
casos-indice e nos seus familiares em primeiro grau. Na ocorréncia de alguma alteracdo
estrutural na sequéncia de nucleotideos que ocasionasse potencial mudanca na fun¢do da
proteina codificada nesses individuos, foi realizada a andlise da mesma regido genética nos

pacientes do grupo-controle.

3.7.1 — Reacao em Cadeia da Polimerase

Os pares de iniciadores para amplificacdo de regides codificadoras e de sitios de
jungdes intron/exon dos trés genes foram selecionados através do programa “primer 3”
(Cambridge, MD, USA), a partir das sequéncias dos genes CRYAA (OMIM 123660),
CRYGC (OMIM 123680) e CRYGD (OMIM 123690). As sequéncias iniciadoras, os

tamanhos dos fragmentos e as temperaturas de anelamento estdo disponiveis na tabela 8.
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TABELA 8: Sequéncias de oligonucleotideos utilizados como “primers” na reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) dos genes CRYAA, CRYGC e CRYGD, tamanho dos

fragmentos (pb) e temperaturas de anelamento (°C).

Gene Exon Primers (5 3") Tamanho do T (°C)
fragmento (pb)

CRYAA 1-sense CACGCCTTTCCAGAGAAATC 466 63,9
1-antisense CTCTGCAAGGGGATGAAGTG

2-sense CTTGGTGTGTGGGAGAAGAGG 377 58,0
2-antisense TCCCTCTCCCAGGGTTGAAG

3-sense CCCCCTTCTGCAGTCAGT 989 57,0
3-antisense GCTTGAGCTCAGGAGAAGGA

CRYGC 1 e 2-sense ACCAGAGAACAAGGACACAATC 674 66,6
1 e 2-antisense TGGCTTATTCAGTCTCTGATG

3-sense ATTCCATGCCACAACCTACC 590 66,3
3-antisense CCAACGTCTGAGGCTTGTTC

CRYGD 1 e 2-sense CCCTTTTGTGCGGTTCTTG 596 54,0

1 e2-antisense =~ TTTGTCCACTCTCAGTTATTGTGAC

3-sense TGTGCTCGGTAATGAGGAG 700 61,0

3-antisense AGGCCAGAGAATCAAATGAG

pb: Pares de bases; T: Temperatura; °C: Graus Celsius.

A padronizagdo da PCR foi realizada com o uso dos reagentes a seguir: 0,5 uLL
de cada “primer” na concentracdo de 20 pmoles, sendo 0,25 puL do “primer” sense e 0,25
puL do “primer” antissense; 2,5 uL do tampao da enzima 10 X [Tris-HCI 20 mM (pH 8.,4),
KCl1 50mM, gelatina 0,01%]; 1,5 uL de MgCl, 50 mM; 0,5 uL. da mistura de nucleotideos
10mM (dATP, dCTP, dTTP, dGTP); 0,1 uL de Tag DNA polimerase recombinante
(“Fermentas”, Burlington, Canada) na concentracdo de SU/uL, acrescentados a 0,5 pug de
DNA gendmico e dgua deionizada estéril, atingindo o volume de 25,0 uL. Os “primers”
utilizados foram sintetizados pela “Invitrogen™ Life Technologies” (Carlsbad, CA, USA).
Na reagdo de PCR para a regido 1-2 do gene CRYGD, foi utilizado dimetilsulf6xido
(DMSO) 10%.
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Obteve-se a amplificacdo das amostras através do aparelho termociclador
“MasterCycler EP Gradient S” (Eppendorf, Hamburg, Germany), utilizando-se os
parAmetros a seguir: desnaturacdo inicial do DNA a 94°C por 5 minutos, seguida de 35
ciclos de desnaturagio a 94°C por 1 minuto, anelamento com temperatura de acordo com o
par de “primers” utilizado por 1 minuto, extensdo a 72°C por 1 minuto e fase de extensdo

final a 94°C por 7 minutos.

Ap6s a conclusio da amplificagdo, 3,0 uL do produto da PCR foram
acrescentados a 1,2 uL do corante “Blue Juice Loading Buffer 10X” (Invitrogen™ Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) e aplicados em gel de agarose 1,5% adicionado a
brometo de etidio na concentracdo de 0,5 mg/ml para realizacdo de eletroforese. Depois de
40 minutos, o resultado da eletroforese foi analisado através de iluminagdo sob luz

ultravioleta em aparelho transiluminador (Eagle EyeTM IT Stratagene®, La Jolla, CA, USA).

FIGURA 14: Produto da PCR do éxon 3 do gene CRYAA ap0s eletroforese em gel de

agarose 1,5%.

3.7.2 — Sequenciamento Automatico

Para a reacdo de sequenciamento, adicionou-se a cada poco da placa especifica
para o sequenciador (96 — well ultraplate, Natural, Sorenson TM, Sollentuna, Sweden) 1,0
puL do produto da PCR e 1,0 uL do “primer” sense ou antissense a ser utilizado na
concentracdo de 5 pmol, completando-se o volume final de 20,0 uL em cada pogo da placa

com 18,0 uLL da mistura, que se segue: 1350,0 uLL de dgua deionizada estéril, 400,0 uL de
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tampao de sequenciamento 5X e 50,0 uL de Big Dye (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA).

As placas foram levadas ao termociclador sob as seguintes condigdes: ciclo
tinico de 1 minuto e 30 segundos a 96°C, seguido por 24 ciclos da sequéncia 12 segundos a
96°C, 6 segundos a 50°C e 4 minutos a 60°C. Apds essa rea¢do, as amostras foram

purificadas a fim de eliminar nucleotideos ndo incorporados (Anexo 3).

As amostras foram ressuspensas em 10,0 uL. de Formamida Hi-Di (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), desnaturadas por 5 minutos a 96°C, colocadas
imediatamente no gelo e submetidas a eletroforese no sequenciador automatico “ABI
PRISM 3700 Genetic Analyser” (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A
confirmacdo da regido gendmica analisada foi realizada através de buscas por similaridade,

utilizando-se o “algoritmo de buscas” Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

Foi realizado o alinhamento da sequéncia de aminodcidos alfa-A-cristalina,
gama-C-cristalina e  gama-D-cristalina  por meio do  “site”  Polyphen2
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), avaliando a sua conservacio ao longo da evolucao

das diferentes espécies.

3.8 — Métodos Computacionais para Avaliacao de Alteracdes do Tipo “Missense”

Os métodos computacionais sdo algoritmos automatizados disponiveis na
“internet” e foram as ferramentas utilizadas para avaliar a possivel influéncia da

substituicdo de um aminodcido na funciao de uma determinada proteina.

O método “Sorting Intolerant from Tolerant amino acid substitutions” (SIFT,
http://blocks.thcre.org/sift/SIFT.html) assume que os aminodcidos importantes tendem a ser
conservados entre as espécies. Esse algoritmo atribui um escore de probabilidade de 0-1
para cada substitui¢do de aminoécido. Substitui¢des com probabilidade inferior a 0,05 sdo

consideradas intolerantes (Chan et al., 2007).
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0] algoritmo “Polymorphism Phenotyping 2” (PolyPhen-2,
http://genetics.bwh.havard.edu/pph2) considera a conservacdo de aminodcidos entre as
espécies e as diferencas fisico-quimicas entre proteinas selvagens e mutantes. Esse método
realiza uma classificagdo qualitativa, de acordo com a possibilidade do dano estrutural a

proteina, em trés categorias: “benign”, “possibly damaging” e “probably damaging” (Chan

et al., 2007; Tavtigian et al., 2008).

O método “Grantham Score Difference” (Align-GVGD, http://agvgd.iarc.fr)
baseia-se nas diferencas quimicas, de polaridade e do volume molecular entre os
aminodcidos trocados. A pontuacdo varia entre 15 e 215. Escores maiores que 100 sao

preditivos de mutacdes deletérias. Escores menores que 60 sdo considerados tolerdveis

(Chan et al., 2007).

3.9 — Familias

Foram selecionadas dez familias de individuos portadores de catarata congénita
bilateral (Tabela 9), sendo quatro familias com fendtipo nuclear (1, 4, 6, 9) e seis com

fenétipo lamelar (2, 3, 5, 7, 8, 10).

TABELA 9: Dados clinico-oftalmolégicos dos individuos analisados entre as familias
estudadas.

Idade Melhor acuiddade visual

Familia Individuo Sexo Fenétipo
(anos)  Olho direito Olho esquerdo

1 I-1 Masculino 33 1,0 1,0 Naio-afetado
1 12 Feminino 31 1,0 1,0 Naio-afetado
1 1I-1 Masculino 7 1,0 1,0 Naio-afetado
1 1I-2 Feminino 3 0,3 0,5 Nuclear
2 I1-1 Masculino 34 1,0 1,0 Naio-afetado
2 12 Feminino 31 1,0 1,0 Naio-afetado
2 1I-1 Feminino 12 1,0 0,9 Naio-afetado
2 112 Masculino 10 0,9 0,9 Lamelar
3 I-1 Masculino 24 1,0 1,0 Nao-afetado
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Feminino
Masculino
Feminino
Masculino
Masculino
Masculino
Feminino
Masculino
Masculino
Feminino
Feminino
Feminino
Feminino
Masculino
Feminino
Feminino
Masculino
Masculino
Feminino
Masculino
Feminino
Masculino
Feminino
Feminino
Masculino
Feminino
Masculino
Feminino
Feminino
Masculino
Feminino
Feminino
Feminino
Feminino
Masculino

Feminino

23

28
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46
38
15

34
15

42
35
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0.4
0,15
1,0
1,0
0,1
0,5
1,0
1,0
1,0
0,3
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
0,7
0,13
0,5
0.4
1,0
1,0
1,0
0,6
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
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CD
0,05
1,0
1,0
0,3
0,5
1,0
1,0
1,0
0,5
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
0,2
0,05
0,5
0,2
1,0
1,0
1,0
0,2
1,0
1,0
1,0
1,0
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1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
1,0
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Nao-afetado
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Nao-afetado
Nuclear
Nao-afetado
Nao-afetado
Pulverulenta
Nao-afetado
Lamelar
Nao-afetado
Nao-afetado
Nao-afetado
Nao-afetado
Nao-afetado
Nao-afetado
Nao-afetado
Nao-afetado
Nao-afetado
Nao-afetado
Nao-afetado
Pulverulenta
Nao-afetado
Nao-afetado
Nao-afetado
Nao-afetado
Nao-afetado
Nao-afetado
Pulverulenta

Nao-afetado



8 I11-8 Feminino 19 1,0 1,0 Nao-afetado
8 I11-10 Masculino 16 1,0 1,0 Naio-afetado
8 I1-11 Masculino 14 1,0 1,0 Naio-afetado
8 I11-16 Feminino 20 1,0 1,0 Naio-afetado
8 111-18 Masculino 31 1,0 1,0 Naio-afetado
8 II-19 Feminino 22 CDh 0,6 Lamelar
8 111-20 Masculino 17 1,0 1,0 Naio-afetado
8 111-21 Masculino 26 1,0 1,0 Pulverulenta
8 111-22 Masculino 25 1,0 1,0 Pulverulenta
8 111-23 Feminino 22 1,0 1,0 Naio-afetado
8 111-24 Feminino 13 1,0 1,0 Naio-afetado
8 111-25 Feminino 11 1,0 1,0 Naio-afetado
8 111-26 Feminino 11 1,0 1,0 Naio-afetado
8 IvV-1 Masculino 18 1,0 1,0 Naio-afetado
8 1vV-2 Feminino 12 1,0 1,0 Naio-afetado
8 1v-3 Feminino 13 1,0 1,0 Naio-afetado
8 1V-5 Masculino 3 0,05 0,1 Lamelar

8 V-6 Feminino 1 0,05 0,05 Lamelar
8 V-7 Masculino 1 0,3 0,5 Lamelar
9 I-1 Masculino 34 CD CD Indeterminado
9 12 Feminino 23 0,9 1,0 Naio-afetado
9 1I-1 Masculino 2 0,05 0,1 Nuclear
10 I-1 Masculino 33 1,0 1,0 Naio-afetado
10 1-2 Feminino 29 1,0 1,0 Nao-afetado
10 1I-1 Feminino 4 1,0 0,3 Lamelar

CD: conta dedos; SPL: sem percep¢ao luminosa.

3.9.1 — Familia 1

Esta familia € representada por duas geracdes de individuos. Trés individuos
eram nao-afetados e apenas o caso-indice (I1I-2) era afetado bilateralmente pelo fendtipo

nuclear (Fig. 15).

O individuo II-2 realizou cirurgia de catarata em ambos os olhos, atingindo

melhor acuidade visual corrigida de 0,3 em olho direito e 0,5 em olho esquerdo.
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FIGURA 15: Heredograma da familia 1, que apresenta um individuo portador de catarata
congénita nuclear bilateral. Todos os individuos foram analisados.

3.9.2 — Familia 2

Esta familia € representada por duas geracdes de individuos. Trés individuos
eram ndo-afetados e apenas o caso-indice (II-2) era afetado bilateralmente pelo fendtipo

lamelar (Fig. 16).

O individuo II-2 realizou cirurgia de catarata em ambos os olhos, atingindo

melhor acuidade visual corrigida de 0,9 em ambos os olhos.
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FIGURA 16: Heredograma da familia 2, que apresenta um individuo portador de catarata

congénita lamelar bilateral. Todos os individuos foram analisados.

3.9.3 — Familia 3

Esta familia € representada por duas geragdes de individuos. Um individuo era
nao-afetado (I-1) e dois individuos (I-2 e II-1) eram afetados bilateralmente pelo fen6tipo

lamelar (Fig. 17).

O individuo I-2 realizou cirurgia de catarata em olho esquerdo na infancia em
outro servico de oftalmoldgico, evoluindo com afacia e ambliopia severa nesse olho. O
olho direito do individuo I-2 ndo foi operado, permanecendo com opacidade do cristalino

(Fig. 18) e acuidade visual corrigida de 0,4.

N

O individuo II-1 foi submetido a cirurgia de catarata em ambos os olhos,
evoluindo com acuidade visual corrigida de 0,15 em olho direito e 0,05 em olho esquerdo.
Na tultima avaliacdo, apresentava opacidade de cdpsula posterior em ambos os olhos, mais
intensa em olho esquerdo. Foi programada a capsulotomia posterior com Nd:YAG laser em

ambos os olhos.
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FIGURA 17: Heredograma da familia 3, que apresenta dois individuos portadores de
catarata congénita lamelar bilateral. Todos os individuos foram analisados.

FIGURA 18: Catarata lamelar em olho direito do individuo I-2 da familia 3.

3.9.4 — Familia 4

Trata-se de uma familia representada por duas geracdes de individuos. Trés
individuos eram ndo-afetados (I-1, I-2 e II-2). Apenas o caso indice (II-1) era afetado

bilateralmente pelo fendtipo nuclear (Fig. 19).
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O individuo II-1 foi submetido a cirurgia de catarata em olho esquerdo e, no

momento da avaliacdo, aguardava procedimento cirdrgico em olho direito, que apresentava

catarata nuclear.

@

A1 -2

|:| O Individuos nao-afetados . Caso-indice

FIGURA 19: Heredograma da familia 4, que apresenta um individuo portador de catarata
congénita nuclear bilateral. Todos os individuos foram analisados.

3.9.5 — Familia 5

Esta familia é composta por duas geracdes de individuos. Trés individuos eram

ndo-afetados e apenas o caso-indice (II-2) era afetado bilateralmente pelo fendtipo lamelar
(Fig. 20).

O individuo II-2 apresentava melhor acuidade visual corrigida de 0,3 em olho

direito e de 0,5 em olho esquerdo com catarata lamelar nos dois olhos.
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FIGURA 20: Heredograma da familia 5, que apresenta um individuo portador de catarata
congénita lamelar bilateral. Todos os individuos foram analisados.

3.9.6 — Familia 6

Trata-se de uma familia representada por duas geracdes de individuos. Trés
individuos eram ndo-afetados (I-2, II-2 e II-3). Apenas o caso indice (II-1) era afetado

bilateralmente pelo fendtipo nuclear. O individuo I-1 ndo foi analisado (Fig. 21).

O individuo II-1 foi submetido a cirurgia de catarata bilateralmente, atingindo

acuidade visual corrigida de 1,0 em ambos os olhos.

1—O

1I-1* 1-2

o

I -1 -2 -3

[ 1O Individuos ndo-afetados . Caso-indice
al

FIGURA 21: Heredograma da familia 6, que apresenta um individuo portador de catarata
congénita nuclear bilateral. O individuo marcado com asterisco ndo foi analisado.
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3.9.7 — Familia 7

Esta familia € composta por duas geracdes de individuos. Dois individuos eram
ndo-afetados. Um individuo (I-1) era afetado bilateralmente por catarata pulverulenta e o

caso-indice (II-1) era afetado bilateralmente pelo fendtipo lamelar (Fig. 22).

O individuo II-1 foi submetido a cirurgia de catarata em olho direito,
apresentando afacia e acuidade visual corrigida de 0,13 nesse olho. Em olho esquerdo,
apresentava catarata lamelar densa e acuidade visual corrigida de 0,05. A cirurgia de

catarata do olho esquerdo j4 estava programada.

B O

-1 1-2

2 -1 n-2

O |:| Individuos nao-afetados /‘ Caso-indice
. Individuo afetado

FIGURA 22: Heredograma da familia 7, que apresenta um individuo portador de catarata
congénita lamelar bilateral (II-1) e um individuo portador de catarata pulverulenta bilateral
(I-1). Todos os individuos foram analisados.

3.9.8 — Familia 8

Trata-se de uma familia representada por quatro gera¢des de individuos. Quatro
individuos, incluindo o caso-indice, eram afetados pelo fenétipo lamelar bilateral (III-19,
IV-5, IV-6 e 1V-7), quatro individuos eram acometidos por catarata pulverulenta bilateral

(II-11, III-6, III-21 e III-22) e dois individuos (II-7 e III-10) apresentavam o fendtipo
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cortical anterior radiado. Os individuos mais idosos da familia (I-1 e I-2) apresentavam

opacidades de cristalino com caracteristicas de senilidade (Fig. 23).

Um dos individuos portador de catarata lamelar foi submetido a cirurgia em
outro servico oftalmoldgico, evoluindo com afacia bilateral e ambliopia severa em olho
direito. Outros dois individuos portadores de catarata lamelar foram operados
precocemente, evoluindo com afacia bilateral, correcdo dptica e oclusdao adequada. O outro
individuo acometido pelo fendtipo lamelar teve o olho esquerdo operado, com implante de

lente intraocular, e aguardava cirurgia em olho direito.

Os individuos portadores dos fendtipos pulverulento e cortical anterior tiveram
seus diagnésticos estabelecidos nesta avaliacdo, apresentando melhor acuidade visual
corrigida de 1,0 em ambos os olhos. Os dois individuos portadores do fenétipo cortical

anterior nao foram considerados afetados, pois um deles ndo pertence a familia estudada.
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FIGURA 23: Heredograma da familia 8, que apresenta individuos portadores de catarata congénita bilateral com os fenétipos lamelar (ITI-19, IV-5,IV-6 e
IV-7) e pulverulento (II-11, III-6, III-21 e I1I-22). Os individuos marcados com asterisco nao foram analisados.



3.9.9 — Familia 9

Esta familia € composta por duas geracdes de individuos. Dois individuos eram
afetados e um era nao-afetado (Fig. 24). Um individuo (I-1) foi operado bilateralmente em
outro servigo oftalmolégico, ndo sendo possivel a classificacdo fenotipica da catarata. O

caso-indice (II-1) era afetado bilateralmente pelo fenétipo nuclear.

O individuo I-1 era afacico em ambos os olhos, com melhor acuidade visual

corrigida de conta-dedos bilateralmente e nistagmo horizontal severo.

O individuo II-1 realizou cirurgia de catarata bilateralmente, apresentando
afacia em ambos os olhos, com presenca de restos corticais em eixo visual de olho direito.
Demonstrava acuidade visual corrigida menor que 0,05 nesse olho e 0,1 em olho esquerdo.

Aguardava procedimento cirdrgico para remocado de restos corticais em olho direito.

2 -1

O Individuo nao-afetado . Individuo afeta;lv(. Caso-indice

FIGURA 24: Heredograma da familia 9, que apresenta dois individuos portadores de
catarata congénita bilateral, um deles com fendtipo nuclear documentado em prontudrio e
outro operado em outro servigo oftalmoldgico. Todos os individuos foram analisados.

3.9.10 — Familia 10

7

Esta familia € composta por duas geracdes de individuos (Fig. 25). Dois
individuos eram ndo-afetados. O caso-indice (II-1) era afetado bilateralmente pelo fenétipo

lamelar (Fig. 26).
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O individuo II-1 foi submetido a cirurgia de catarata em olho direito, evoluindo

com melhor acuidade visual corrigida de 1,0 nesse olho e 0,4 em olho esquerdo.

1-1 1-2

-1

|:| O Individuos nao-afetados /‘ Caso-indice

FIGURA 25: Heredograma da familia 10, que apresenta um individuo portador de catarata
congénita lamelar bilateral. Todos os individuos foram analisados.

I

FIGURA 26: Catarata lamelar em olho esquerdo do individuo II-1 da familia 10.

91



4. RESULTADOS

4.1 — Resultados do Sequenciamento Automatizado
4.1.1 — Gene CRYAA
4.1.1.1 — Identificacdo do SNP D2D (rs872331C>T)

Este ¢ um SNP localizado no éxon 1 e descrito previamente na literatura
(Hattori et al., 2000; Santana et al., 2009;
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Mappings). E caracterizado pela troca da

base nitrogenada citosina por timina no cédon 2 (GAC = GAT).

Tal SNP foi identificado em heterozigose nos casos-indice das familias 3, 6, 7,
9 e 10 e em homozigose nos casos-indice familias 4, 5 e 8. Nos casos-indice das familias 1
e 2, o SNP nao foi identificado. A tabela 9 descreve os individuos em que o SNP D2D foi

identificado.

CATGGACGT GA CATGGATGTGA

Mo Lol

CATGG ANGT G Al

C

FIGURA 27: Sequenciamento direto do primeiro éxon de gene CRYAA (5" 37): A:
Individuo homozigoto para o alelo C. B: Individuo homozigoto para o SNP D2D. C:
Individuo heterozigoto para o SNP D2D.
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TABELA 10: Individuos portadores do SNP D2D.

Familia Individuo Fenétipo Situacdo

1 12 Naio-afetado Heterozigose
1 1I-1 Naio-afetado Heterozigose
2 12 Nao-afetado Heterozigose
2 1I-1 Naio-afetado Heterozigose
3 I-1 Nio-afetado Homozigose
3 1I-1 Lamelar Heterozigose
4 I-1 Naio-afetado Heterozigose
4 12 Naio-afetado Heterozigose
4 1I-1 Nuclear Homozigose
4 1I-2 Nao-afetado Heterozigose
5 I-1 Nio-afetado Homozigose
5 -2 Nao-afetado Homozigose
5 1I-1 Nao-afetado Homozigose
5 1I-2 Lamelar Homozigose
6 12 Naio-afetado Heterozigose
6 1I-1 Nuclear Heterozigose
7 I-1 Pulverulenta Homozigose
7 1I-1 Lamelar Heterozigose
7 1I-2 Nao-afetado Heterozigose
8 12 Nao-afetado Heterozigose
8 1I-1 Nao-afetado Heterozigose
8 1I-7 Nao-afetado Homozigose
8 1I-10 Nao-afetado Heterozigose
8 1I-13 Naio-afetado Heterozigose
8 1I-14 Naio-afetado Heterozigose
8 1I-15 Nao-afetado Heterozigose
8 1I-17 Nao-afetado Heterozigose
8 1I-2 Nao-afetado Heterozigose
8 1II-5 Naio-afetado Heterozigose
8 111-6 Pulverulenta Heterozigose
8 111-9 Nao-afetado Heterozigose
8 1I-10 Naio-afetado Homozigose
8 II-11 Nao-afetado Heterozigose
8 11I-18 Nao-afetado Heterozigose
8 1I-19 Lamelar Homozigose
8 111-20 Naio-afetado Homozigose
8 1I-21 Pulverulenta Homozigose
8 111-24 Naio-afetado Homozigose
8 1I1-25 Naio-afetado Heterozigose
8 111-26 Nao-afetado Heterozigose
8 Iv-1 Naio-afetado Homozigose
8 V-5 Lamelar Homozigose
8 V-6 Lamelar Homozigose
9 12 Nio-afetado Homozigose
9 1I-1 Nuclear Heterozigose
10 I-1 Nio-afetado Homozigose
10 12 Nio-afetado Heterozigose
10 1I-1 Lamelar Heterozigose
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4.1.1.2 — Identificacdo do SNP Y18Y (rs61729442C>T)

Trata-se de um SNP localizado no éxon 1 e descrito previamente na literatura
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Mappings). Caracteriza-se pela troca da

base nitrogenada citosina por timina no cédon 18 (TAC—TAT).

O referido SNP foi identificado em heterozigose em dois individuos da familia

2, incluindo o caso-indice (Tab. 10).

TTCTACCC TTCTANCCC

A B

FIGURA 28: Sequenciamento direto do primeiro éxon de gene CRYAA (5" 37): A:
Individuo homozigoto para o alelo C. B: Individuo heterozigoto para o SNP Y18Y.

TABELA 11: Individuos portadores do SNP Y18Y.

Familia Individuo Fendétipo Situacao
2 I-2 Nao-afetado Heterozigose
2 I1-2 Lamelar Heterozigose
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4.1.1.3 — Identificacao do SNP G137G

Este € um SNP localizado no éxon 3 e inédito na literatura. Caracteriza-se pela

troca da base nitrogenada citosina por adenina no cédon 137 (GGC = GGA).

Tal SNP foi encontrado em heterozigose em todas as familias estudadas,

estando presente nos casos-indice das familias 2, 4, 6, 7, 8 e 10 (Tabela 11).

FIGURA 29: Sequenciamento direto do terceiro éxon de gene CRYAA (5" 37): A:
Individuo homozigoto para o alelo C. B: Individuo heterozigoto para o SNP G137G.
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TABELA 12: Individuos portadores do SNP G137G.

Familia Individuo Fenétipo Situacao

1 -2 Nao-afetado Heterozigose
1 1I-1 Nio-afetado Heterozigose
2 I-1 Nio-afetado Heterozigose
2 -2 Nao-afetado Heterozigose
2 1I-1 Nio-afetado Heterozigose
2 1I-2 Lamelar Heterozigose
3 I-1 Nao-afetado Heterozigose
3 12 Lamelar Heterozigose
4 I-1 Nio-afetado Heterozigose
4 12 Nao-afetado Heterozigose
4 1I-1 Nuclear Heterozigose
4 1I-2 Naio-afetado Heterozigose
5 12 Nao-afetado Heterozigose
5 1I-1 Nao-afetado Heterozigose
6 1I-1 Nuclear Heterozigose
7 12 Nao-afetado Heterozigose
7 1I-1 Lamelar Heterozigose
7 1I-2 Nao-afetado Heterozigose
8 I-1 Nao-afetado Heterozigose
8 -2 Nao-afetado Heterozigose
8 1I-1 Naio-afetado Heterozigose
8 1I-2 Naio-afetado Heterozigose
8 1I-3 Nao-afetado Heterozigose
8 1I-4 Nao-afetado Heterozigose
8 11-6 Nao-afetado Heterozigose
8 1I-7 Nao-afetado Heterozigose
8 1I-10 Nao-afetado Heterozigose
8 1I-15 Nao-afetado Heterozigose
8 1I-17 Nao-afetado Heterozigose
8 11-20 Naio-afetado Heterozigoto
8 111-8 Nao-afetado Heterozigose
8 1I-19 Lamelar Heterozigose
8 1I-21 Pulverulenta Heterozigose
8 11-22 Pulverulenta Heterozigose
8 111-24 Nao-afetado Heterozigose
8 1I1-25 Naio-afetado Heterozigose
8 111-26 Naio-afetado Heterozigose
8 V-1 Nao-afetado Heterozigose
8 V-5 Lamelar Heterozigose
8 Iv-6 Lamelar Heterozigose
8 1v-7 Lamelar Heterozigose
9 1-2 Nao-afetado Heterozigose
10 I-1 Naio-afetado Heterozigose
10 12 Nio-afetado Heterozigose
10 1I-1 Lamelar Heterozigose
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4.1.2 — Gene CRYGC
4.1.2.1- Identificacdao do SNP G41G

Este é um SNP localizado no éxon 2 ainda ndo descrito na literatura. E
caracterizado pela troca da base nitrogenada citosina por timina no cédon 41 (GGC—»

GGT).

Esse SNP foi identificado na familia 8 em heterozigose no caso-indice e no
individuo III-18 (Tab. 12).

GAGCGGCTGC T GAGCGGNTGCT

U O N

FIGURA 30: Sequenciamento direto do segundo éxon de gene CRYGC (5" 37): A:

Individuo homozigoto para o alelo C. B: Individuo heterozigoto para o SNP G41G.

TABELA 13: Individuos portadores do SNP G41G.

Familia Individuo Fenétipo Situacao
8 IV-5 Lamelar Heterozigose
8 II1-18 Nao-afetado Heterozigose
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4.1.2.2 — Identificacao do SNP S119S (rs61736036C>T)

Este ¢ um SNP localizado no éxon 3 e j4 descrito previamente na literatura
(Santana et al., 2009). Caracteriza-se pela troca da base nitrogenada citosina por timina no

cddon 119 (AGC ->AGT).

Tal SNP foi identificado em heterozigose em dois individuos ndo-afetados da

familia 8 (Tab. 13).

CTCAGC G AG CTCAGNG AG A

R At

FIGURA 31: Sequenciamento direto do terceiro éxon de gene CRYGC (5— 37): A:
Individuo homozigoto para o alelo C. B: Individuo heterozigoto para o SNP S119S.

TABELA 14: Individuos portadores do SNP S119S.

Familia Individuo Fendétipo Situacao
8 I11-24 Nao-afetado Heterozigose
8 I11-26 Nao-afetado Heterozigose
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4.1.3 — Gene CRYGD
4.1.3.1 — Identificacao do SNP R95R (rs2305430A>G)

Trata-se de um SNP localizado no éxon 3 e jd descrito na literatura  (Hillier et
al., 2005; Santana et al.  2009; http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/
Variation/Mappings). Caracteriza-se pela troca da base nitrogenada adenina por guanina

(AGA—>AGG) no cdédon 95.
Foi encontrado em homozigose nas familias 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8§ e 10 e em

heterozigose na familia 8 (Tabela 14).

TG AGAGAGAGG TG AG AGGG AGG

TGAGAGNGAGG

C. AN !

FIGURA 32: Sequenciamento direto do terceiro éxon do gene CRYGD (5 37): A:
Individuo homozigoto para o alelo A. B: Individuo homozigoto para o SNP R95R em

homozigose. C: Individuo heterozigoto para o SNP R95R.
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TABELA 15: Individuos portadores do SNP RO5R.

Familia Individuo Fenétipo Situacdo
1 I-1 Naio-afetado Homozigose
1 12 Naio-afetado Homozigose
1 1I-1 Nao-afetado Homozigose
1 1I-2 Nuclear Homozigose
2 I-1 Naio-afetado Homozigose
2 12 Nao-afetado Homozigose
2 1I-1 Naio-afetado Homozigose
2 1I-2 Lamelar Homozigose
4 I-1 Nao-afetado Homozigose
4 12 Nao-afetado Homozigose
4 1I-1 Nuclear Homozigose
4 1I-2 Nao-afetado Homozigose
5 I-1 Nao-afetado Homozigose
5 12 Naio-afetado Homozigose
5 1I-1 Naio-afetado Homozigose
5 1I-2 Lamelar Homozigose
6 12 Naio-afetado Homozigose
6 1I-1 Nuclear Homozigose
6 1I-2 Nao-afetado Homozigose
6 1I-3 Nao-afetado Homozigose
7 I-1 Pulverulenta Homozigose
7 -2 Nao-afetado Homozigose
7 1I-1 Lamelar Homozigose
7 1I-2 Naio-afetado Homozigose
8 I-1 Naio-afetado Homozigose
8 -2 Nao-afetado Homozigose
8 1I-2 Nao-afetado Homozigose
8 1I-3 Nao-afetado Homozigose
8 11-4 Naio-afetado Homozigose
8 11-7 Nao-afetado Homozigose
8 1I-10 Nao-afetado Homozigose
8 I-11 Pulverulenta Homozigose
8 1I-13 Nao-afetado Homozigose
8 1I-14 Nao-afetado Homozigose
8 1I-15 Naio-afetado Homozigose
8 -17 Naio-afetado Homozigose
8 111-2 Nao-afetado Heterozigose
8 1I-5 Naio-afetado Homozigose
8 111-6 Pulverulenta Heterozigose
8 -7 Nao-afetado Homozigose
8 111-8 Naio-afetado Homozigose
8 1I-10 Naio-afetado Homozigose
8 I-11 Nao-afetado Homozigose
8 1I-16 Nio-afetado Homozigose
8 I-19 Lamelar Homozigose
8 111-20 Nio-afetado Homozigose
8 111-21 Pulverulenta Homozigose
8 11-22 Pulverulenta Homozigose
8 111-23 Naio-afetado Homozigose
8 111-24 Nio-afetado Homozigose
8 1I1-25 Naio-afetado Heterozigose
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8 11-26 Naio-afetado Homozigose
8 V-1 Nao-afetado Homozigose
8 Iv-5 Lamelar Homozigose
8 V-6 Lamelar Heterozigose
8 1v-7 Lamelar Homozigose
10 I-1 Nao-afetado Homozigose
10 12 Nao-afetado Homozigose
10 1I-1 Lamelar Homozigose

4.1.3.2 — Identificacao da Mutaciao Y134C

Este € uma mutagao localizada no éxon 3 e ndo havia sido descrita na literatura
até a publicacdo de parte deste estudo (Anexo 5). Caracteriza-se pela troca da base
nitrogenada adenina por guanina (TAC - TGC) no c6édon 134 (posi¢dao 401), levando a
substituicdo do aminoédcido Tirosina pelo aminodcido Cisteina. Foi encontrada em

heterozigose em trés individuos da familia 8 (Tabela 15).

A avaliagdo do impacto da mutacdo Y134C na fungdo da proteina gama-D-
cristalina foi realizada através de métodos computacionais. Essa alteracdo foi considerada
intolerante segundo todos os algoritmos analisados (“SIFT”, “PolyPhen-2” e “Align-
GVGD”). Os escores obtidos foram 0,00 para o método “SIFT”, 1,000 para o método
“PolyPhen-2” e 193,72 para o método “Align-GVGD”.

O alinhamento entre diferentes espécies demonstrou que o residuo 134 da

proteina gama-D-cristalina € altamente conservado (Fig. 34).

CCTCTACG AGC T CCTCTIHNEGAGC ™

A B

FIGURA 33: Sequenciamento direto do terceiro éxon do gene CRYGD (5 37): A:

Individuo homozigoto para o alelo A. B: Individuo heterozigoto para a mutaciao Y 134C.
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| Aminodcido 134 |

|
Humano 120 EIl HSLNVLEGSWVL|Y ELSNYRGRQYL 145
Bovino 120 EIl HSLNVLEGSWVL|Y ELPNYRGRQYL 145
Rato 120 EIl YSLNVLEGCWVL|Y DMTNYRGRQYL 145
Cachorro 120 EI YSLHVLEGSWVL|Y ELPNYRGRQYL 145
Camundongo 120 EI YSLNVLEGCWVL|Y EMTNYRGROQYL 145
Coelho 120 EI HSLNVLEGSWVL|Y ELPNYRGRQYL 145
Cavalo 120 EVRSLHVLEGYWVL|Y EMPSTRGQQYL 145
Porco 120 EI YSLNVLEGSWVL|Y ELPNYRGRQYL 145

FIGURA 34: Alinhamento da sequéncia de aminodcidos da proteina gama-D-cristalina

(cédons 120-145) em diferentes espécies, demonstrando a alta conservagdo do residuo 134.

TABELA 16: Individuos portadores da mutagdo Y 134C.

Familia Individuo Fendétipo Situacao
8 II-15 Nao-afetado Heterozigose
8 I11-22 Pulverulenta Heterozigose
8 Iv-7 Lamelar Heterozigose
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5. DISCUSSAO

Uma quantidade considerdvel de mutacdes associadas com catarata congénita
humana foram descritas nos genes CRYAA, CRYGC e CRYGD. Estas mutacdes alteram a
estabilidade e/ou a solubilidade das proteinas alfa e gama-cristalinas e contribuem para a
perda de transparéncia das fibras do cristalino. Portanto, varios genes que codificam as
proteinas cristalinas tém sido considerados candidatos para catarata congénita hereditdria

(Santana et al., 2009; Santhiya et al., 2006; Yao et al., 2008).

A catarata congénita hereditdria tem alta penetrancia e geralmente € simétrica
nos individuos afetados. No entanto, pode haver consideravel variabilidade dentro de uma
famila e entre os dois cristalinos do mesmo individuo (Basti et al., 1996; Bateman et al.,
1986; Conneally et al., 1978; He & Li, 2000; Lund et al., 1992; Marner et al., 1989;
Salmon et al., 1988; Scott et al., 1994). Nas familias 7 e 8, foram observados mais de um

fenétipo nos pacientes afetados.

Existem poucos estudos sobre alteragdes genéticas relacionadas com catarata
congénita na populacdo brasileira. Santana et al. (2009) relataram a substitui¢do Y56X no
exon 2 do gene CRYGD em uma familia brasileira com o fenétipo nuclear, resultando em
uma proteina truncada com auséncia 118 aminoécidos. No mesmo estudo, uma mutag¢do no

exon 1 do gene CRYAA (R12C) foi relatada.

O presente estudo localizou SNP nos trés genes estudados, sendo dois inéditos
at¢é o momento, € uma mutacdo inédita em um dos genes analisados. No gene CRYAA,
foram localizados os SNP D2D (rs872331C>T) e Y18Y (rs61729442C>T), ambos ja
descritos  previamente  (Hattori et al., 2000; Santana et al., 2009;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP), além do inédito SNP G137G. No gene
CRYGC, foram encontrados o SNP S119S (rs61736036C>T), ja descrito na literatura
(Santana et al., 2009), e o inédito SNP G41G. No gene CRYGD, foi localizado o SNP
R95R (rs2305430A>@G), previamente descrito (Hillier et al., 2005; Santana et al., 2009;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP) e a mutacdo Y 134C, inédita até entdo.
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O SNP D2D, no gene CRYAA, é encontrado em cerca de 49% da populagdo
mundial (Hattori et al., 2000). Esteve presente em 70% dos casos analisados. Foi localizado
em 80% dos casos-indice estudados. Nos casos em que foi localizado, apresentou-se em

heterozigose em 62,5% e em homozigose em 38,5%.

O SNP Y18Y, no gene CRYAA, foi localizado em heterozigose em dois
individuos da familia 2, incluindo o caso-indice. Trata-se de um SNP de rara ocorréncia na

populacdo mundial (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP).

O SNP G137G, no gene CRYAA, foi localizado em heterozigose em 65% dos
individuos analisados, estando presente em 60% dos casos-indice. Nao hé descri¢do prévia
dessa alterac@o na literatura mundial. Trata-se de uma variagdo que ndo perturba a funcao
da proteina aA-cristalina. E provavel que essa alteragio funcione como marcador genético
ndo identificado nesta regido, tornando as familias afetadas candidatas a estudos de ligacao

através de marcadores microssatélites nas proximidades do SNP.

O SNP S119S, no gene CRYGC, foi localizado em heterozigose em dois
individuos nado-afetados da familia 8. Santana et al. (2009) encontraram essa alteracdo em
outro estudo com familias brasileiras, sugerindo que essa variagdo pode ser exclusiva da
populacgdo brasileira. O mesmo estudo sugere que esse SNP pode ser um marcador de um
gene ndo identificado localizado nesta regido e que sua auséncia em alguns individuos

afetados seria resultado de eventos de recombinacao.

O SNP G41G, no gene CRYGC, foi encontrado em heterozigose em dois
individuos da familia 8, sendo um deles afetado pelo fenotipo lamelar. Essa alteragdo era
inédita até o momento. Como essa variacao ndo segrega com a doenca nem altera a funcao
da proteina yC-cristalina, ndo € possivel estabelecer sua influéncia na manifestacdo da
doenca. A exemplo da alteragdo anteriormente citada, € possivel que o SNP G41G seja um

marcador de um gene ndo identificado localizado nesta regido.

O SNP R95R, no gene CRYGD, é encontrado em 35% da populacio mundial

(Hillier et al., 2005). Foi localizado em 85% dos casos analisados. Esteve presente em 80%
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dos casos-indice estudados. Nos casos em que foi localizado, apresentou-se em

heterozigose em 6,8% e em homozigose em 93,2%.

A mutagdo Y134C, no gene CRYGD, foi encontrada em heterozigose em trés
individuos da familia 8, sendo um deles nao-afetado, um afetado pelo fenétipo pulverulento

e um afetado pelo fenétipo lamelar. Essa variacdo era inédita antes do presente estudo.

O efeito da substituicio do aminodcido causada pela mutacdo Y134C foi
avaliado através dos métodos computacionais Polyphen-2, SIFT e Align-GVGD. A
combinagdo desses algoritmos parece aumentar o valor preditivo em relacdo a sua andlise
isolada (Chan et al, 2007; Tavtigian et al., 2008). O método SIFT revelou escore de 0.00
para a posi¢dao Y134, indicando que a alteracdo estudada tende a ser intolerante. O método
PolyPhen-2 demonstrou escore de 1.000, mostrando que o aminodcido tirosina é altamente
conservado entre as espécies e que as diferencas fisico-quimicas entre a proteina selvagem
e a proteina mutante sugerem provavel dano a forma mutante. Finalmente, o método Align-
GVGD apresentou escore de 193.72, demonstrando que a substituicdo é provavelmente
deletéria. Santana et al (2009) utilizaram os mesmos algoritmos para analisar a mutagcdo
R12C no gene CRYAA em uma familia brasileira com catarata congénita, obtendo

resultados similares aos deste estudo.

Sugere-se investigar alteracdes estruturais em outros genes relacionados a
catarata congénita, tais como aqueles relacionados as proteinas de transporte de membranas

e aos fatores de transcricao.
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6. CONCLUSOES

No estudo, foram encontrados seis SNP, sendo dois inéditos, € uma mutacao

inédita na literatura.

No gene CRYAA, foram encontrados os SNP D2D, Y18Y e G137G. As duas
primeiras alteracdes ja haviam sido descritos na literatura, enquanto a udltima ndo era

conhecida até o momento.

No gene CRYGC, localizaram-se os SNP S119S e G41G, sendo o ultimo

inédito na literatura.

No gene CRYGD, foram localizados o SNP R95R e a mutacdo Y134C. O
primeiro ja havia sido amplamente relatado na literatura, enquanto a tltima ndo havia sido
descrita até o momento. A mutacdo Y 134C causa uma alteracdo estrutural potencialmente

deletéria na proteina yD-cristalina.

Como se trata apenas do segundo estudo nacional envolvendo anélise genética
em pacientes com catarata congénita, sugerem-se novos estudos com andlise de outros

genes candidatos na populacdo brasileira.
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ANEXO 1

@
.\",‘ FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
n =

v ¢ COMITE DE ETICA EM PESQUISA
o oudl °

P Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP
UNICAMP @ (0_19) 3521-8936
FAX (0_19) 3521-7187
% www.fcm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

Termo de consentimento livre e esclarecido

Vocé estd sendo convidado (a) para participar, como voluntdrio, em uma pesquisa.
Ap6s ser esclarecido (a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do
estudo, assine ao final deste documento, que estd em duas vias. Uma delas € sua e a outra
do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé€ ndo serd penalizado (a) de forma
alguma.

Informacoes sobre a pesquisa:

Titulo do projeto: Estudo de alteracdes estruturais nos genes CRYAA, CRYGC e CRYGD
em pacientes com catarata congénita.

Pesquisador responsavel: Eugénio Santana de Figueiredo

Telefone para contato: 019 3521 7110

A catarata é uma das principais causas de visdao baixa em criancgas de todo o mundo.
Nos tultimos anos, muitas alteracOes genéticas t€ém sido encontradas em pacientes com esta
doenca. O principal objetivo de estudar estas alteracdes é que no futuro seja possivel
prevenir estas doengas e evitar que criancgas tenham problemas visuais por catarata.

Para participar do estudo, € necessario colher uma amostra de 10 a 20 ml de sangue
(o equivalente a duas colheres de sopa), como € feito em exames para anemia, glicose, etc,
tanto do paciente com catarata quanto de seus familiares. O exame € muito seguro e, fora o
desconforto da inje¢@o, ndo costuma causar efeitos colaterais. O sangue sera colhido apenas
uma vez e estocado para andlise atual ou futura. O exame oftalmolégico realizado serd o de
costume no ambulatdrio.

O participante do estudo nao receberd qualquer valor em dinheiro. Os resultados
serdo publicados, mas sua identidade serd preservada. Em caso de duvidas e ou
reclamacdes, entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP nos telefones (19) 3521-8936 e (19) 3521-7187.

Consentimento

Eu, RG ,
abaixo assinado, estou de acordo em participar do estudo proposto acima, como sujeito. Fui
devidamente informado (a) e esclarecido pelo pesquisador

sobre a pesquisa e os procedimentos nela
envolvidos, inclusive sobre o estoque do material biol6gico colhido. Foi-me garantido que
posso retirar meu consentimento a qualquer instante, sem prejuizo em meu
acompanhamento ou tratamento.
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() Autorizo que a minha amostra de DNA seja utilizada durante o projeto em questdo e
armazenada para utilizagcdo em projetos futuros, sabendo que os novos projetos serdo
submetidos a apreciagdo do CEP.

( ) Autorizo a utilizacdo da minha amostra de DNA apenas para a execu¢do deste projeto,
apo6s o qual ela ndo permanecerd armazenada.

Local e data:

Nome do paciente:

Nome e assinatura do responsavel legal: .
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ANEXO 2

Extracao de DNA a partir de sangue periférico

1* PARTE

1. O sangue devera ser coletado em EDTA ou ACD em tubos de vacunteiner em duas
aliquotas de 7-10mL.

2. Centrifugar este sangue por 10 minutos a 1900 rpm.

3. Remover a porcdo sobrenadante, correspondente ao plasma, pipeta Pasteur (de
plastico descartdvel). Em seguida, misturar as por¢des intermedidria e inferior,
correspondentes aos leucécitos e as hemdcias, respectivamente, com outra pipeta
Pasteur.

4. Transferir a mistura para um tubo falcon de 15mL. Adicionar tampao RSB 1X até
completar o volume final de 11mL. Misturar levemente com as maos.

5. Adicionar 60uL. de NONIDET — P40 (TRITON ou IGEFAL). Inverter e misturar.
Devera ficar translucido e de cor cereja contra luz.

6. Centrifugar a 2500rpm por 10 minutos e desprezar o sobrenadante.

7. Ressuspender o restante em 0,5mL de tampao RSB 1X. Homogeneizar bem.

8. Lisar os nucleos com 3mL de SDS (solucdo para sangue) e misturar gentilmente por
inversao repetidamente.

9. Adicionar proteinase K (numa concentragdo final de 100puL/mL) aproximadamente

N

80uL e incubar por 2-3 horas a 37°C. Pode-se também deixar de um dia para o

outro.
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2* PARTE

1.

Adicionar 3,0mL de fenol saturado e ‘misturar’ por cerca de 10 minutos, invertendo
o tubo gentilmente.

Centrifugar a 2500rpm por 10 minutos e remover a por¢do inferior do tubo (fenol),
com pipeta Pasteur, tomando cuidado para ndo misturd-la a por¢ao superior do
centrifugado.

Repetir os itens 1 e 2 usando cloroférmio saturado com fenol (1:1) , isto é, 1,5mL
de cloroférmio e 1,5mL de fenol.

Adicionar 3,0mL de alcool isoamilico-cloroférmio e misturar através de inversao
gentil do tubo.

Centrifugar a 2500rpm por 10 minutos e remover completamente a por¢do inferior
do centrifugado.

Adicionar 6,0mL de etanol 100% e misturar bem e levemente até precipitar o DNA.

Coletar o DNA com pipeta e ressuspendé-lo em 200-250uL. de TE pH 8,0.
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ANEXO 3

Purificacao da reacio de sequenciamento

1. Adicionar 80 ul de etanol 80%;

2. Centrifugar a 4000 rpm por 45 minutos;

3. Descartar por inversao, colocar a placa invertida sobre papel toalha e secar as
bordas;

4. Adicionar 150 pl de etanol 70%;

5. Descartar novamente por inversao, colocar a placa ainda invertida sobre papel
toalha e secar as bordas;

6. Realizar “spin” invertido;

7. Deixar secar em local escuro, envolto em papel aluminio, por 2 horas.
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ANEXO 4

Alteracoes estruturais localizadas nas familias analisadas no estudo.

Familia Alteracao Estrutural
CRYAA CRYGC CRYGD

1 D2D, G137G RI95R
2 D2D, Y18Y, G137G RI5R
3 D2D, G137G

4 D2D, G137G RI95R
5 D2D, G137G RI95R
6 D2D, G137G RI95R
7 D2D, G137G RI95R
8 D2D, G137G G41G, S119S RI95R, Y134C
9 D2D, G137G

10 D2D, G137G R95R
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Novel human CRYGD rare variant in a Brazilian family with
congenital cataract

Eugénio Santana de Figueirédo,'> Gabriel Gorgone Giordano,' Anderson Tavares,? Mircio José da Silva,?
José Paulo Cabral de Vasconcellos,? Carlos Eduardo Leite Arieta,' Ménica Barbosa de Melo?

'Department of Ophthaimology, Facm‘ty of Medical Sciences, University of Campinas - UNICAMP, Campinas, Sdo Paulo, Brazil;
Laboratery of Human Molecular Genetics, Center of Molecular Biology and Genetic Engineering (CBMEG), University of
Campinas — UNICAMP, Campinas, Sdo Paulo, Brazil

Purpese: To describe a novel polymorphism in the yD-crystallin (CRYGD) gene in a Brazilian family with congenital

cataract.

Methods: A Brazilian four-generation family was analyzed. The proband had bilateral lamell and the
phenotypes were classified by slit lamp examination. Genomic DNA was extracted from peripheral blood and coding
regions and mtrtm/exon buuudanes of the aA—crystallm (CRI'AA), yC-crystallin (CRIGC), and CRYGD genes were
amplified by poly chain and di

Results: Sequencing of the coding regions of CRYGD showed the presence of a heterozygous A—G transversion at c.
401 position, which results in the substitution of a tyrosine to a cysteine (Y 134C). The polymorphism was identified in
three individuals, two affected and one unaffected.

Conclusions: Anovelrare variant in CRYGD (Y134C) was detected in a Brazilian family with congenital cataract, Because
there is no segregation between the substitution and the phenotypes in this family, other genetic alterations are likely to

be present.

Congenital cataract is characterized by the presence of an
opacification of the lens at birth or during the first decade of
life [1-5]. If untreated, it can result in significant visual
impairment and even blindness [1]. This condition remains a
leading cause of reversible childhood blindness in the world
[4].

There are several causes for congenital cataract including
metabolic disorders, infections during embryogenesis, gene
defects, and chromosomal abnormalities [4]. About 8%25%
of congenital cataracts have hereditary etiology [4.6]. The
most common mode of inheritance is autosomal dominant
with high penetrance [4.7.8]. Inherited congenital cataracts
exhibit a high interfamilial and intrafamilial phenotypic
variability with a significant genotypic heterogeneity [1,4].

The water-soluble lens crystallin proteins (o-, f-, and v-
crystallins) account for approximately 90% of the total lens
proteins and perform an important function in maintaining the
transparency of the lens [1.4.7.9-11]. a-Crystallins exhibit
chaperone-like activity and are present in high concentrations
in the lens [4,11]. - and y-Crystallins have two domains
composed of two highly stable protein structures called
“Greek key” motifs [1,4,12]. The presence of ¢- and B-/y-

Comrespondence to: Eugénio Santana de Figueirédo, Department of
Ophthalmology, Faculty of Medical Sciences, University of
Campimas - UNICAMP, R. Tessilia Vieia de Camargo, 126,
Campinas, Sdo Paulo, Brazil, 13083-887, Phone:

crystallins within the lens makes their encoding genes
excellent candidates for congenital cataract, with several
mutations already described [1.4.11].

In the present study, the analysis of the oA-crystallin
(CRYA4). yC-crystallin (CRYGC), and yD-crystallin
(CRYGD) genes was performed in a large Brazilian family
presenting congenital cataract with phenoty pic variability and
suggestive high genetic heterogeneity.

METHODS

The study protocols adhered to the tenets of the Declaration
of Helsinki and were approved by the Research Ethics
Committees of the Faculty of Medical Sciences of the
University of Campinas (Campinas, SP, Brazil). Appropriate
informed consent from each participant was obtained.

Patients and clinical data: A Brazilian family of four
generations (8 affected members and 30 unaffected members)
was investigated at the University of Campinas
Ophthalmology Department. Affected status was determined
by ophthalmic examination that included visual function, slit
lamp examination. measurement of intraocular pressure, and
fundus evalation with dilated pupil. Cataract was classified
based on its characteristics present at slit lamp evaluation or
by the analysis of patients’ records who presented a history of
cataract extraction. Detailed ocular, medical. and family
histories were obtained from each available family member.

+55-19-3521-7380; FAX: 55-88-3512-1489; email: Individuals had no suggestive history of intrauterine infection,
eugsantana(@ig com.br unilateral cataract, and other ocular or systemic disorders.
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TabLE 1. PriMERS FOR PCR AMPLIFICATION OF THE CRYAA, CRYGC, Anb CRYGID GENES, PRODUCT SIZES, AND ANNEALING

TEMPERATURES.
Gene Exon Strand Sequence (5'—3") Fragment Size T (°C)
(bp)
CRYAA 1 sense CACGCCTTTCCAGAGAAATC 466 63.9
1 antisense CTCTGCAAGGGGATGAAGTG
2 sense CTTGGTGTGTGGGAGAAGAGG 377 58.0
2 antisense TCCCTCTCCCAGGGTTIGAAG
3 sense CCCCCTTCTGCAGTCAGT 989 576
5 antisense GCTTGAGCTCAGGAGAAGGA
CRYGC 1-2 sense ACCAGAGAACAAGGACACAATC 674 66.6
1-2 antisense TGGCTTATTCAGTCTCTGATG
3 sense ATTCCATGCCACAACCTACC 590 66.3
3 antisense CCAACGTCTGAGGCTIGTIC
CRYGD 1-2 sense CCCTTTTGTGCGGTICTTG 596 54.0
1-2 anlisense TTTGTCCACTCTCAGTTATTGTGAC
3 sense TGTGCTCGGTAATGAGGAG 700 61.0
3 antisense AGGCCAGAGAATCAAATGAG

Fifty subjects without diagnostic features of congenital
cataract were recruited as normal controls, representing a
sample of the Brazilian population.

Genomic DNA preparation and molecular analysis:
Venous blood (5-10 ml) was collected for genomic DNA
extraction and subsequent molecular genetic analysis.
Polymerase chain reaction (PCR) was used to amplify all the
exons and intron/exon boundaries of the candidate genes
(CRYAA, CRYGC and CRYGD). The PCR cycling conditions
were: initial denaturation at 94 °C for 5 min followed by 35
cycles of 94 °C for 1 min, X °C for 1 min, 72 °C for 1 min,
and final extension at 72 °C for 7 min. Amplification of
samples was performed in a “Mastercycler EP Gradient S”
thermalcycler  (Eppendorf, Hamburg, Germany).
Oligonucleotide primer pairs, PCR product sizes, and
annealing temperatures are described im Table 1. PCR
products were clectrophoresed in 1.5% agarose gels
containing 0.05% ethidium bromide, purified, and submitted
to direct sequencing on the ABI PRISM 3700 Genetic
Analyzer automated sequencer (Applied Biosystems. Foster
City. CA). The sequencing reactions conditions were: 1 cycle
of 96 °C for 1 min 30 s and 24 cycles of 96 °C for 12 s, 50 °C
for6 s, and 60 °C for 4 min. using Big Dye Terminator Ready
Reaction v3.1 (ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit; Applied Biosystems). Sequencing results
were analyzed through submission to similarity search using
the “search algorithm™ BLAST.

Computational methods: Algorithms available in the
internet as antomated methods were used as tools to evaluate
the possible influence of the substitution of an amino acid in
the protein function. Sorting Intolerant from Tolerant (SIFT)
amino acid substitutions assumes that the important amino
acids tend to be conserved between species. This method
assigns a substitution probability from 0 to 1 for each possible

amino acid change. Substitution with probabilities less than
0.05 are considered intolerant. Polymorphism Phenotyping 2
(PolyPhen-2) algorithm considers the conservation of amino
acids between species and physicochemical differences
between wild and mutant proteins. The Align-GVGD method
is based on chemical differences, polarity and molecular
volume between permuted amino acids. Scores range from 15
to 215, with scores >100 predictive of deleterious mutations
and tolerable <60.

RESULTS

Clinical evaluation: This family is represented by four
generations of individuals. Four members were affected by
bilateral lamellar cataract, including the proband (I11-19, TV-5,
IV-6, and 1V-7). Four individuals had bilateral pulvurulent
cataract (II-11. III-6. 11121, and II-22). The two oldest
individuals of the family (I-1 and I-2) had nuclear and anterior
cortical lens opacities with characteristics of senility. One
patient with lamellar cataract underwent surgery at another
hospital, presenting bilateral aphakia and severe amblyopia in
his right eye. Three other individuals with lamellar cataract
were operated at 1, 12, and 18 months of age, respectively
(Figure 1). Visual acuity in this family subsequently to surgery
ranged from count fingers to 1.0 (Table 2).

Mutation analysis: Direct sequencing was performed to cover
exons and intron-exon boundaries of CRYAA, CRYGC, and
CRYGD. A heterozygous A—G transition was identified at c.
401 position of exon 3 in two affected members (11122 and
IV-7) and in one unaffected member (I1-15; Figure 2). This
alteration resulted in the missense substitution of a wild type
tyrosine to a cysteine (Y 134C) in the CRYGD protein. The
variant was completely absent in 100 chromosomes of 50
unrelated controls. The other affected members showed no
alterations in any of the evaluated crystallins.
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Figure 1. Pedigree of a four-generation family harboring congenital cataract. The proband is marked with an arrow. Squares and circles indicate
males and females, respectively. Black and white symbols denote affected and unaffected individuals, respectively. A slash through the symbol
means that the family member is deceased. Thirty-eight individuals (eight affected and thirty unaffected) from the family were enrolled and

underwent ophthalmi tions and genelic analysis (individuals marked by an asterisk did not participate in the study).
TaBLE 2. CLINICAL EVALUATION OF PATIENTS AFFECTED BY CONGENITAL CATARACT.
Individual Diagnostic Phenotype Surgery BCVA OD BVCA OS Polymorphism

Age (years) Y134C in

CRYGD
1-11 46 Pulvurulent No 1.0 1.0 No
-6 24 Pulvurulent No 1.0 1.0 No
I-19 at birth Lamellar Yes CF 0.6 No
m-21 26 Pulvurulent No 1.0 1.0 No
11-22 25 Pulvarulent No 1.0 1.0 Yes
-5 at birth Lamellar Yes 04 0.5 No
V-6 at birth Lamellar Yes 0.05 0.05 No
w-7 at birth Lamellar Yes 04 03 Yes

BCVA OD: Best comected visual acuity in right eye. BCVA OS: Best corrected visual acuity in left eye. CF: Count fingers.

Computational method analysis: The SIFT method revealed
a score of 0.00 to position Y134. The PolyPhen-2 algorithm
showed a score of 1.000 and the Align-GVGD method
presented a score of 193.72.

DISCUSSION

A considerable amount of mutations associated with human
congenital cataracts have been described in CRYGD [1.4,13].
These mutations alter the stability and/or the solubility of y-
crystallins and contribute to loss of transparency of the lens
fibers [1]. Therefore, several crystallin genes have been
considered as candidates for hereditary congenital cataract
[4.6}.

The autosomal dominant congenital cataract has a high
penetrance and is usually symmetric in affected individuals.
However, there may be considerable variability within a
pedigree and between the two lenses of the same individual
[14-21]. This may explain the different phenotypes observed
in the family evaluated.

There are few studies about genetic alterations related to
congenital cataract in the Brazilian population. Santana et al.
[4] related the Y56X substitution in exon 2 of CRYGD in a
Brazilian family with the nuclear phenotype, resulting in a

truncated protein missing 118 amino acids. In the same study,
a mutation in exon 1 of CR¥A4 (R12C) was reported.

This study describes the Y134C substitution, located in
exon3 of CRYGD, which. to ourknowledge, was not reported
in any population to date. The effect of this amino acid
substitution was evaluated through Polyphen-2, SIFT, and
Align-GVGD computational programs. The results of in silico
analysis of these algorithms suggest that a variation Y 134C in
CRYGD tends to be intolerant as evaluated by the SIFT
method that revealed a score of 0.00 to position Y134.
Furthermore, PolyPhen-2 achieved a score of 1.000, showing
that the amino acid tyrosine at this position is highly conserved
among specics (Figure 2) as well as the physicochemical
differences between wild and mutant proteins indicate
“probably damaging.” Finally, the Align-GVGD method
presented a score of 193.72, demonstrating that the
substitution is probably deleterious as well. Santana and
colleagues [4] used these same algorithms to analyze the
RI2C mutation in CRYAA which was segregating with
congenital cataract in a Brazilian family. They found similar
scores to those obtained in this study.

The other mutation described by Santana and colleagues
[4], the Y56X in CRYGD, does not apply for the three in silico
methods due to generation of a truncated protein. Chan et al.
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Figure 2. Sequence analysis of CRYGD.
A: Sequence of a member without the
polymorphism.  B:  Heterozygous
polymorphism detected in exon 3 of

S NYRGRQY L 945 CRYGD (individuals II-15, ITI-22, and
PNYRGROY L M5 V7)) C: Multiple sequence alignment
by 142 of the CRYGD protein (codons 120—
TNYREGRQY L 145 145)indifferent species, demonstrating
PN Y RGRQY L 445 thatresidue 134 is highly conserved. D:
PSTREGQQVY L 145 Glitlamp  photograph,  showing
PNYRGRQY L 145

pulvurulent cataract in individual I11-22
(left) and lamellar cataract in individual
V-7 (right).

[22] reinforced that when the results of these algorithms are
combined, their isolated predictive value is increased.

Besides the analysis of these three algorithms suggesting
that the Y134C variant in CRYGD could be a causative disease
mutation and that it occurred in a gene already associated with
congenital cataract, the evaluation of its segregation pattern
within this family is not consistent with its relation to the
disease. The presence of this alteration in individuals TI-15,
111-22, and IV-7 and its absence in the other family members
might indicate the occurrence of a de novo mutation. The fact
that individual TI1-21 is affected but does not have the same
variation as his brother as well as the presence of congenital
cataract in other family members without this variation (II-11,
IIi-6, II-19, IV-5, and IV-6) indicates that other gene is
involved in the etiology and that the Y134C variant is a rare
SNP probably not associated with the discase.

There are six affected individuals who do not present the
substitution. Santana et al. [4] found a novel polymorphism in
CRYGC (S1198) in a family with bilateral autosomal
dominant congenital nuclear cataract and microcomea that
was absent in some affected individuals. It was suggested that
this absence could be justified by recombination events and
that this polymorphism could be a marker of an unidentified
gene located in this region.

Isolated autosomal dominant cataract is genetically
heterogencous and to date 14 genes and nine additional loci
have been implicated with the disease [11.23]. The
manifestation of the disease in this family may be influenced
by more than one gene with incomplete penctrance.
Additionally the possible interaction with other genes, not
analyzed in this study, may have interfered with the Y134C
substitution in the susceptibility to congenital cataract
development.

In conclusion, we found a novel substitution in CRYGD
in a Brazilian family with congenital cataract in which there
is no accurale segregation with the disease, hence, it is
probably not a disease causing mutation. Further studies in
this family involving structural and functional genes
associated with congenital cataract are necessary to better
understand the mechanisms underlying congenital cataract
development.
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