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RESUMO

RIBEIRO, L. G. (2019). Estudo das caudas genéticas do albinismo em humanos e a relagéo
com o diagnostico dermatoldgico e alteracbes oftalmoldgicas. (Dissertacdo de Mestrado).
Instituto de Psicologia, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo.

Albinismo em humanos é uma doenga autossémica recessiva caracterizada pela
reducdo ou auséncia de melanina. Predominam dois tipos principais: o albinismo ocular (OA,
do inglés, Ocular Albinism), que manifesta alteracdes oculares, e o albinismo 6culo-cutaneo
(OCA, do inglés, Oculocutaneous Albinism) no qual encontramos altera¢des na pele, olhos e
cabelos. Dentre os tipos de OCA, destacam-se: OCA1, causado por muta¢Ges em homozigose
ou heterozigose composta no gene TYR e OCAZ2, causado também por mutacGes em
homozigose ou heterozigose composta no gene OCA2. Séo diagnosticados a partir de uma
analise dermatologica combinada a uma analise oftalmologica, que contribuem mas ndo
determinam exatamente o tipo de albinismo, sem uma anélise genética para confirmacdo do
diagndstico clinico. No albinismo ocorrem alteracfes oftalmolégicas importantes causando
desconforto para esses individuos, como hipopigmentacdo da iris e do epitélio pigmentado da
retina, nistagmo e fotofobia. O objetivo deste trabalho foi diagnosticar geneticamente 21
albinos acompanhados na Santa Casa de Misericordia de S&o Paulo e comparar seu
diagndstico dermatoldgico prévio e alteragGes oftalmoldgicas (diagnosticadas pelos exames
de biomicroscopia por lampada de fenda com foto; teste de acuidade visual; exame de
transiluminacao da iris; e retinografia) aos resultados moleculares, identificados através do
sequenciamento dos genes TYR e OCA2. Os resultados obtidos foram: a) trés participantes
foram classificados como OCA1l e 18 como OCAZ2; oito apresentaram mutacdes em
heterozigose; também foram encontradas quatro mutagdes no gene TYR e seis no gene OCA2,
uma delas do gene OCA2 ainda ndo descrita na literatura; b) de acordo com a avaliacdo
dermatoldgica, seis participantes foram classificados como OCAL1 e 15 como OCA2; c) em
relacdo a avaliagdo oftalmoldgica, nos 21 albinos, a retinografia mostrou que o grau de
transparéncia da retina variou de 2, 3 e 4, enquanto que a foto da iris, resultou nos graus 1 até
4 e acuidade visual, este Gltimo resultou em 8 variantes. Em concluséo, o diagnostico genético
se mostrou de extrema importancia para a confirmacéo e identificacdo do tipo de albinismo
sugerido dermatologicamente e ndo houve uma correlacdo entre os achados genéticos e
oftalmoldgicos.

PALAVRAS-CHAVE: Albinismo, humanos, gene TYR, gene OCA2,

heterozigose composta



ABSTRACT

RIBEIRO, L. G. (2019). Study of genetic causes of albinism in humans and the relation
with dermatological diagnosis and ophthalmological changes. (Dissertacdo de
Mestrado). Instituto de Psicologia, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo.

Albinism in humans is an inheritance autosomal recessive disease, characterized
by reduced or absent of melanin. There are two main types: Ocular Albinism (OA) that
shows ocular changes, and the Oculocutaneous Albinism (OCA) that shows changes in
the skin, eyes and hair. Among the types of OCA, stand outs: OCA1, that is caused by
homozygous or compound heterozygous mutations in the TYR gene; and OCAZ2, that is
also caused by homozygous or compound heterozygous mutations in the OCA2 gene.
Subjects are diagnosed from a dermatological analysis combined with an
ophthalmological analysis, that contribute, but do not determine exactly the type of
albinism present in the subject, without a genetic analysis to confirm the clinical
diagnostic. In the albinism there are important ophthalmological changes, that causes
discomfort, such as photophobia, for these individuals, as hypopigmentation of the iris
and retina and nystagmus. The aim of this study was to accomplish the genetical diagnose
in 21 albinos accompanied at “Santa Casa de Misericordia de S&o Paulo” and to compare
with the preliminary dermatological diagnose and the ophthalmological changes
(diagnosed by the exams slit lamp biomicroscopy with iris photo; visual acuity from
Snellen test; retinography (3D CT 1000, Topcon) and iris transillumination) to molecular
results, identified through sequencing of TYR and OCAZ2 genes. The results were: a) three
individuals classified as OCAl1 and 18 as OCAZ2; eight subjects shown mutation in
heterozygosis; were found four mutations for TYR gene and six for OCA2 gene, one of
those OCA2 mutations was not described in any literature; b) according with
dermatological analysis, six subjects were classified as OCAl and 15 as OCAZ2; c)
regarding the ophthalmological changes, in all subjects were evaluated the retinography,
which varied from 2 to 4, photo of iris which varied from 1 to 4 and visual acuity, the last
resulted in 8 variants. In conclusion, the genetical diagnosis showed itself of extreme
importance to the confirmation and identification of the type of albinism dermatologically
suggested, once there are different genes for each type of albinism and there was no

correlation between genetic and ophthalmologic findings.

KEYWORDS: Albinism, humans, TYR gene, OCA2 gene, compound
heterozygous
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1.  INTRODUCAO

1.1. Albinismo

Albinismo é um termo clinico que descreve um grupo heterogéneo de doencas
congénitas raras determinadas por multiplas alteracdes genéticas que reduzem ou
eliminam a expressdo da melanina na pele, olhos e/ou cabelo (CASTILLO et al., 2013;
MARTINEZ-GARCIA & MONTOLIU, 2013; GRONSKOV et al., 2019).

E uma doenca autossdmica recessiva, 0s pais de uma crianca afetada so
portadores obrigatorios e a chance de um casal portador ter um filho albino é de 25%. Os
portadores de albinismo sdo assintomaticos (GRONSKOV et al., 2007). A partir do
diagnostico pré-natal é possivel determinar se a crianga nascerd albina, caso seja relatado
que os pais sao portadores. Os exames pré-natais podem ser feitos com a analise do DNA
extraido do feto através da retirada de uma amostra de vilos coridnicos ou através de
amniocentese (GRONSKOQV et al., 2007; KERR & KROMBERG, 2018).

As células responsaveis pela sintese da melanina sdo os melandocitos, células
dendriticas derivadas dos melanoblastos, que se originam da crista neural e migram para
a pele ap6s o fechamento do tubo neural. Quando essas células estdo completamente
desenvolvidas, migram para diversos locais: epitélio pigmentado retiniano, iris, coréide
(olhos), estrias vasculares (ouvidos), leptomeninges (sistema nervoso central), matriz dos
pelos, mucosas e pele (MIOT et al., 2009). Os melandcitos sintetizam e acumulam a
melanina em organelas chamadas de melanossomas (Figura 1). Nestes, ocorrem 0s
fendmenos biogquimicos que originam a melanina, uma proteina que pode ser produzida
em tamanhos, nimeros e densidades variadas. Apds a sintese de melanina, o0s
melanossomas (também denominado nesta fase de “granulo de melanina”), migram pelos
prolongamentos dos melandcitos podendo ser transferidos para outras células ou
mantidos nos melandcitos (HEARING & TSUKAMOTO, 1991; MIOT et al., 2009;
KAMARAJ & PUROHIT, 2014).
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Figura 1 - Desenho esquematico da ultraestrutura de um melandécito presente na epiderme, onde
a partir da entrada da tirosina para dentro da célula, inicia-se a cascata de eventos no complexo
de Golgi para a produgdo da melanina com acdo da enzima tirosinase. Em seguida a melanina
polimerizada deposita-se em pequenas vesiculas denominada melanossomas, que se deslocam
pelos prolongamentos dos melandcitos até sairem da célula, como grdos de melanina, e serem
depositados no interior dos ceratindcitos (TOLEDO, 2004; MIOT et al., 2009).

Em humanos, a melanogénese ocorre inicialmente a partir da conversao da
tirosina em DOPA e esta em DOPAquinona, através da oxidacao realizada pela enzima
tirosinase (GIEBEL et al., 1991). A partir desse momento, a presenca ou auséncia de
cisteina ird determinar qual pigmento sera sintetizado. Em caso de auséncia de cisteina,
DOPAquinona é convertida a DOPAcromo, em seguida, ocorre duas vias de degradacao
do DOPAcromo: uma que forma DHI (5,6-di-hidroxindole) e outra que forma DHICA
(&cido 5,6-di-hidroxindole-2-carboxilico), monémeros de melanina, e entdo finalmente,
desse processo a eumelanina, responsavel pelas cores mais escuras como 0 marrom e o
preto, é sintetizada (MIOT et al., 2009; LEVIN & STROH, 2011; DOLINSKA et al.,
2016). Ja em caso de presenca de cisteina, DOPAquinona reage com a substancia para
sintese da feomelanina, responsavel pela cor amarelo-avermelhado (MIOT et al., 2009;
LEVIN & STROH, 2011; DOLINSKA et al., 2016) (Figura 2). Ap0s o término da sintese,

os melanossomas com pigmento sintetizado sdo depositados, através dos prolongamentos
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dendriticos dos melandcitos, no interior dos ceratindcitos (células sintetizadoras de
queratina), no caso da epiderme (MIOT et al., 2009; Cichorek et al., 2013).

Tirosina

Tirosinase| ——— ‘

DOPA
Tirosinase
/ DOPAquinona \
DOPAcromo DOPAcisteina
Dhica DHI
\ / Feomelanina
Eumelanina

Figura 2- Esquema simplificado dos processos bioquimicos da melanogénese. A tirosinase
catalisa duas etapas na sintese de melanina, incluindo a primeira e segunda reacao: hidroxila¢do
da DOPA e a oxidagdo da DOPA em DOPAgquinona (LEVIN et al., 2011; KALAHROUDI et al.,
2014; SANO, 2017).

1.2. Tipos de Albinismo e Sintomas

O albinismo pode ser classificado como:

1) Albinismo ocular (OA, do inglés, Ocular Albinism), caracterizado
pela hipopigmentacéo, principalmente, nas células do epitélio pigmentado da retina e na
iris, mantendo, em geral, uma pigmentacdo normal na pele e cabelos (SCHIAFFINO et
al., 1996; FILLIPO et al., 2017). As mutagdes presentes nesse tipo de albinismo ocorrem
no gene GPR143 (também conhecido como OAL) localizado no Xp22.2 (GRONSKOV
et al., 2019). O albinismo ocular apresenta um padrdo de heranca recessiva ligada ao
cromossomo X (FUKUDA et al., 2015; FILLIPO et al., 2017).
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Os sintomas do OA podem variar quanto a gravidade, sdo eles nistagmo,
hipopigmentacéo da iris, que em casos extremos fica transltcida, redugdo ou auséncia da
pigmentacdo do epitélio pigmentado da retina, hipoplasia foveal, decussacdo anémala do
nervo optico, reducdo da acuidade visual, erros de refracéo, fotofobia, reducdo da viséo
estereoscopica e em alguns casos, observa-se reducdo na visao de cores (GRONSKOV et
al., 2007; MARTINEZ-GARCIA & MONTOLIU, 2013; SANO, 2017; KRUJIT et al.,
2018).

2) Albinismo Oculo-cutaneo (OCA, do inglés Oculocutaneous
Albinism), grupo de albinismo com heranca heterogénea e autossémica recessiva
caracterizada pela falta total ou parcial de melanina, resultando na hipopigmentacao do
cabelo, pele e olhos (KAMARAJ & PUROHIT et al., 2014).

Todos os tipos de OCA e o OA apresentam sintomas e sinais oculares similares
que podem variar quanto a sua gravidade (GRONSKOQV et al., 2007).

O tipo de albinismo mais frequente é o OCA, que pode ser dividido em 7 sub-
tipos, de acordo com o gene responsavel pelo fenétipo (Tabela 1).

O albinismo afeta 1 em 17.000 individuos no mundo, porém sua prevaléncia varia
entre o subtipo de OCA em diferentes etnias (DOLINSKA et al., 2017; MARTI et al.,
2017; KRUJIT et al., 2018). O OCAL é o tipo mais comum encontrado entre 0s
caucasianos e representam 50% dos casos de albinismo no mundo todo; OCA2 representa
30% da populacdo mundial de albinos e € mais comum entre os africanos (revisao em
KAMARAJ & PUROHIT, 2014). Também foram descritos outros subtipos de OCA,
sendo eles 0 OCA3 mais comum no sul da Africa e o OCA4, encontrado
predominantemente no Japao (revisdo em KAMARAJ & PUROHIT, 2014), além dos
tipos mais raros de OCA (OCA5, OCA6 e OCA7) (MONTOLIU et al., 2013).

Os dois subtipos de albinismo éculo-cutdneo mais comuns (OCA1 e o0 OCA2)

foram objetos de estudo desse trabalho.

2.a) OCALl, causado por mutacbes em homozigose ou heterozigose
composta, no gene TYR que expressa a enzima tirosinase podendo ser classificado em
OCAlA e OCA1B (SIMEONOV et al, 2013; WANG et al, 2015).

O albinismo do tipo OCALA ¢é caracterizado pela auséncia de producdo de
melanina desde o nascimento e no decorrer da vida devido a mutagdes que inibem a
atividade da tirosinase de forma permanente (GRONSKOV et al., 2007; WANG et al.,
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2015). OCA1A é o tipo mais grave de OCA por apresentar completa falta de producéo de
melanina durante a vida (KAMARAJ & PUROHIT et al., 2013). Experimentos in vitro
realizados com a tirosinase humana indicam que em OCAL1A as mutacdes Sao
responsaveis por causar instabilidade e inativagcdo da enzima tirosinase (DOLINSKA et
al., 2016).

As caracteristicas fenotipicas de OCALA sao, cabelo, cilios, sobrancelhas e pele
brancos. A iris é azul, quase rosada e transllcida. Pigmentacdo ndo se desenvolve e
podem apresentar pintas sem melanina. Os sintomas ndo variam conforme a idade ou
raca. A fotofobia é intensa (KAMARAJ & PUROHIT, 2014);

No albinismo do tipo OCA1B pode-se observar uma pequena pigmentacao na pele
ou nos olhos ao longo da vida, pois as mutagfes no gene da tirosinase ndo alteram
completamente a atividade desta enzima, ocorrendo uma pequena expressdo do gene e
acimulo de melanina ao longo do tempo (GRONSKOQV et al., 2007). Portanto, diferente
das mutacdes de OCA1A, mutacdes de OCAILB sdo responsaveis por causar menos
instabilidade na atividade enziméatica. Muito pouco se sabe sobre como mutagdes
individuais contribuem para os diferentes fenotipos, ou seja, para os diferentes niveis de
pigmentacdo observados em albinos com OCA1B (DOLINSKA et al., 2017).

Para OCA1B, as caracteristicas incluem desenvolvimento de alguma pigmentacéo
na pele e no cabelo com o passar dos anos, e a iris de azul pode mudar para verde ou
castanho (KAMARAJ & PUROHIT, 2014). A manifestagdo da pigmentagédo pode variar
conforme a temperatura corporea (OCA1-TS) em alguns casos, condicdo mais rara
associada a mutacdo R402Q (WANG et al., 2005);

2.b) OCAZ2, a causa deste tipo de albinismo esta em alteracfes no gene
OCA2 (KING et al., 2003). Interrupcdes na funcdo da proteina P, expressa pelo gene
OCA2, causam um transito anormal da tirosinase, a enzima chave para 0 processo de
melanogénese, nos melanossomas ap0s 0 processamento no reticulo endoplasmatico e
complexo de Golgi (REBBECK et al., 2002; KONDO et al., 2015). O individuo com
OCA2 apresenta pigmentacdo desde o nascimento 0 que propicia uma variedade de
fenotipos com pele e cabelos de diferentes graus de pigmentacdo (WANG et al., 2015).
Existem poucos estudos na literatura a respeito da funcao da proteina P e sua funcdo nao
estd comprovada ainda, tém se concentrado principalmente em fungfes potenciais de
transporte. (SIMEONOV et al., 2013). Experimentos in vitro com melandcitos de ratos e

humanos, mostraram que defeitos no OCA2 levam ao acumulo de tirosinase na rede trans
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Golgi, onde o peptideo é transportado para a membrana plasmaética e eventualmente
secretados pela células (SIMEONOQV et al., 2013).

Os individuos OCA2 apresentam uma quantidade de pigmentacdo na pele que
pode variar. Os recém-nascidos apresentam pigmentacdo no cabelo e podem apresentar
pintas e sardas sem pigmentacdo. A coloracédo da iris pode variar e o rosado da iris visto
em OCALA é geralmente ausente (KAMARAJ & PUROHIT, 2014).

3) Albinismo associado a algumas sindromes, menos comuns,
como € o caso das sindromes “Hermansky — Pudlak syndrome” (HPS) e “Chédiak —
Higashi syndrome” (CHS) (Tabela 1), que resultam em albinismo Oculo-cutaneo e
albinismo parcial, respectivamente (KAMARAJ & PUROHIT, 2014). Outras sindromes
também estdo relacionadas ao albinismo, sendo elas sindrome de Angelman e sindrome
de Prader-Willi, ambas associadas ao OCAZ2 por se tratarem de dele¢Ges na regido 15911-
g13 do cromossomo 15, envolvendo o gene OCA2 (LEE et al., 1994; FRIDMAN et al.,
2003).

Tabela 1 - Classificacdo do albinismo e outras sindromes relacionadas ao albinismo com seu
gene e sua localizacdo cromossdmica, além do nimero de mutagBes encontradas ja descritas para
cada tipo de albinismo até 2019 (KAMARAJ & PUROHIT, 2014). Fonte: Base de Dados de Gene
e Mutagdo Humana, 14 de Maio, 2019. ND: Néo definido.

MmO e LocAzacko  nOweRoo:
OCA1 TYR 11q14-q21 341
OCA2 OCA2 15q11.2-q12 177
OCA3 TYRP1 9p23 26
OCA4 SLC45A2 5p13.3 89
OCAS5 ND 4924 1
OCA6 SLC24A5 15q21.1 10
OCA7 C100RF11 10q22.2-922.3 1

OA GPR143 Xp22.3 117
LYST CHS1 1g42.1-q42.2 53
HPS1 HPS1 10023.1-023.3 32

AP3B1 HPS2 5q14.1 20
HPS3 HPS3 3024 8
HPS4 HPS4 22cen-q12.3 14
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HPS5 HPS5 11pi4 11

HPS6 HPS6 10924.32 10
HPS7 DTNBP1 6p22.3 3
HPS8 BLOC1S3 19913.32 2
HPS9 BLOC1S6 15921.1 1

1.3. Causas Geneéticas do Albinismo

Os tipos mais comuns de albinismo, OCAL1 e OCA2 sédo causados por alteracdes
em dois genes: o gene da tirosinase (gene TYR) e 0 gene OCAZ2, localizados nos humanos
nos cromossomos 11g14-21 (BARTON et al., 1988) e 15911.2 (RAMSAY et al., 1992),
respectivamente. As mutagdes nesses genes podem ser encontradas em homozigose ou
heterozigose composta, uma condi¢do que ocorre quando o individuo apresenta dois
alelos recessivos diferentes mutados para o mesmo gene (WANG et al., 2015;
MONFERME et al., 2018; NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2019).

Ala201Ser ArgS2Lys Cys100Phe Gin68His Gly47Cys

Ala206Thr Arg52Thr Cys100Trp Gln0Arg GlyS1Arg Alad16Ser Aspi44Gly
Ala266Pro Arg77Gln Cys24Arg Glu219Lys Gly97Arg Arg402Gin Aspd48As
Ala266Thr Arg?7Gly Cys24Tyr Glu219Term Gly97Val Argd02Gly Gin408His
Argl16Term Arg77Trp Cys35Arg Glu221Lys His180Asn Arg278Term Cys289Arg Argd02Leu Gln453Term

Arg212Lys Asn29Thr Cys36Tyr Glu250Term His19Arg Arg299Cys Cys289Gly Ala355Giu Asp383Asn Argd402Term Glu398Ala

Arg212Thr Aspl125Tyr Cys46Tyr Glu78Term His19GIn Arg209His Cys289Tyr Ala355Pro Gin339Leu Arg403Ser Glu398Gly

Arg217Gin - Aspl9%9Asn Cys55Tyr Glyl06Arg His202Arg Arg200Ser Cys321Phe Ala381Thr  Gin359Term Arg403Ser Glu398Val

Arg217Gly Asp240Val Cys89Arg Glyl09Arg His202GIn Arg308Thr Gin326Term  Ala391Glu  GIn376Term  Arg405Leu Glud09Asp Ala481Glu

Arg217Trp Asp249Gly Cys91Ser Gly253Arg His211Arg Asn283lle Glu294Gly Asn371Thr Gln378Lys Argd22Gin Glu413Term Alad90Gly

Arg239Gin Aspi2Asn Cys91Tyr Gly233Glu His256Tyr Asp305Asn Glu294Lys As371Tyr  Gln378Term Argd22Trp Gly419Arg GIn506Term

Arg239Trp Aspd2Gly  Gin255Term Gly4lArg T1e123Thr Asp305Giu Glu328Gin Asn382Lys Gly346Glu Argd3dlie Gly436Arg Phe460Ser
Arg52lle Asp76Glu Gln56His Glyd7Asp Tle151Ser Cys276Tyr Giu328Lys Am382Llys  Gly346Term Asnd35Asp Glyd446Ser Trpd75Term

Exonl Exon 2 Exon 3 Exon4 Exon5

11e222Thr Phel34Cys  Serl63Term Trp236Ser Tyr85Term Glu345Gly Pro313Arg Gly346Val Ser360Gly Hisd04Asn Ser424Phe
Leul40Term Phel76lle Ser192Tyr Trp236Term Ty85Term Gly295Arg Ser329Pro Gly372Arg Ser361Arg His404Pro Ser442Pro
Leu216Met Phe84Val SerddArg Trp238Term Vall77Asp Gly295Term Ser339Gly His363Tyr Ser380Pro Leud52Val Trp400Cys
LeudPro Prol52Ser Serd4Gly Trp272Arg Vall77Phe Leu288Phe Thr325Al1a His367Arg Thr373Lys Metd26Lys Trp400Leu
Lys131Glu Pro205Thr Ser50Term Trp272Cys Val25Phe Leu288Ser Tyr327Cys His367Tyr Tyr369Cys Phed30Val Tyr411His

Lysl42Asn Pro209Arg Ser50Term Trp3%Arg Leu312Val Val275Phe His3%0Asp Val377Ala Pro406Leu Tyr433Cys
Lys142Met Pro209Leu Ser79Leu Trp39Cys Met3321le Val318Glu Met3701le Val393Phe Prod12Ala Tyr433Term
Lys243Thr Pro21Leu Ser79Pro Trp39Term Met332Thr Met370Thr Pro417His Tyr449Cys
Lys33Thr Pro21Ser Thrl155Ser Trp80Arg Phe340Leu Pro431Leu Tyr451Cys
Met179Leu Pro260Leu  Trpl78Term Trp80Term Pro431Thr Val427Gly
Met185Val Pro45Thr Trp218Arg Tyr149Cys Ser395Arg Val427Phe
Met! Thr ProS1Leu Trp236Arg Tyr181Cys Ser395Asn

MetlVal Pro81Ser Trp236Leu Tyr235His

Figura 3 - Representacdo do gene TYR com seus 5 éxons e as mutagOes descritas até 2014,
responsaveis por causar albinismo do tipo OCA1 (KALAHROUDI et al., 2014).

OCAL ¢ o tipo mais comum, e as alteracfes nesse gene podem ser causadas por
insercOes, delecbes ou mutacBes bi alélicas podendo ser dos tipos: missense, quando
altera-se um par de bases, que resulta na substituicdo de um aminoécido, que altera
também a proteina sintetizada; nonsense, mutacdo que também ocorre por alteracdo de

um par de bases, prematuramente a célula para de produzir a proteina, que resulta em uma
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proteina encurtada, que pode ou nédo ser funcional; ou frameshift, mutacdo que ocorre
devido ao erro de leitura por insercdo ou delecdo de uma base do DNA, que altera entdo
0 codon, que por sua vez resulta numa sintese de outra proteina que em geral, ndao é
funcional (U.S. National Library of Medicine, 2019). Ja foram encontradas cerca de 350
mutacBes no gene TYR (Figura 3), sendo 77% missense (67% OCAL1A e 33% OCALB),
15% delecGes e 3% insercbes (KALAHROUDI et al., 2014; DOLINSKA et al., 2016).
O gene TYR é composto por 5 éxons (Figura 3) e corresponde a aproximadamente
65 Kb do DNA gendmico, codificando cerca de 60 kDa de glicoproteina, com 529
aminoacidos (KALAHROUDI et al., 2014; WANG et al., 2015). Ja o gene OCA2 é bem
maior, com 25 éxons, que variam de 250 a 600 kb de extensdo, codificando cerca de 110
kDa de polipeptidio, com 838 aminoacidos (LEE et al., 1995; ROSEMBLAT etal., 1994).
A proteina codificada pelo gene OCA2 (proteina P) contém 12 dominios
transmembranicos (Figura 4), que devido a sua estrutura e organizacdo, sugere que a
funcdo dela seja de reconhecer a tirosinase e transporta-la para dentro da célula (LEE et
al., 1995). Algumas mutacgdes sintetizam diferentes aminoacidos como é o caso das

mutagdes citadas na Figura 4 (LEE et al., 1995).

N489D

T404M V443 W679C G795R
}1:%95-’}L W652R P73, AT87Y
iy A368V Kéﬁgﬂ S736L
G7R  S86R B K6L4E Ry
NH273KV H549Q T592T

IVs5-19A-G 1960delG
615dell8 2176del-bp

delE: Ivs21-2A-G
S 2336delG

Ivsl6+2T->C
163delG  482delG \ 1047de17bp delm273 TVSL741G delV833

Figura 4 — Representacdo da regido codificante do gene OCA2, com suas mutacdes missense na
parte superior da figura e na parte inferior temos mutagdes nonsense, frameshift e splice site essa
Gltima mutacdo ocorre nas extremidades de um éxon e um intron — regido de splice — e essa
alteracdo pode interromper o splicing do RNA, que resulta na perda de éxons ou inclusdo de
introns, além de uma sequéncia alterada na sintese de proteinas (NATIONAL CANCER
INSTITUTE, 2019). Fonte: http://www.ifpcs.org/albinism/oca2map.htm.

O diagnostico de OCA ¢é baseado em achados clinicos referentes a
hipopigmentacdo da pele e cabelo, além dos sintomas oculares caracteristicos. Os
diferentes tipos de OCA sdo causados por mutac6es em diferentes genes, mas o fenétipo

nem sempre € distinto. Por esse motivo é necessario um diagndstico molecular, para
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determinar a alteracdo do gene, e assim definir o subtipo de OCA (GRONSKOQV et al.,
2007).

Algumas mutacGes foram descritas na literatura como responsaveis por gerar 0s
diferentes tipos de OCA: OCAL1 - mutagdes no gene da tirosinase levam a uma alteragéo
na orientacdo estrutural do TYR, a qual modifica a funcdo da proteina, levando ao
albinismo do tipo OCAL. OCA1A resulta na perda da atividade proteica; OCALB a
desestabilizacdo é em menor grau, com atividades especificas mais baixas e estabilidade
da proteina, em comparacdo a OCA1lA (KAMARAJ et al., 2013; DOLINSKA et al.,
2016); OCA2 — mutacbes no gene que expressa a proteina P alteram a funcdo desta
podendo causar perda da funcéo catalitica da proteina P na biossintese da melanina o que
leva ao albinismo do tipo OCA2 (KAMARAJ & PUROHIT, 2013). Originalmente, foi
pensado que a proteina P estava localizada predominantemente nos melanossomas, com
funcdo de regular seu pH, porém mais tarde outros estudos sugeriram que a proteina P se
encontra ativa no reticulo endoplasmatico. Recentemente, foi relatado que a proteina P
humana é rapidamente processada por enzimas relacionadas ao lisossomas, via BLOC-1,

um complexo proteico envolvido no trafego de proteinas (KONDO et al., 2015);

1.4. Visao no Albinismo

O albinismo provoca alteragfes em diferentes estruturas oculares o que causa
deficiéncia e desconforto visual importantes. De acordo com o tipo de albinismo, a iris
apresenta diferentes graus de rarefagdo pigmentar a ponto de apresentar transparéncia dos
tecidos nos graus mais avangados, 0 que permite visualizar as estruturas internas da iris
por transiluminacdo (KINNEAR et al., 1985). Devido a essa hipopigmentacdo, ocorre
uma intensa fotofobia pelo aumento da passagem da luz que deveria ser
refletida/absorvida pela iris, e acaba por atravessar suas estruturas, o que colabora para
uma baixa visdo (SEO, 2007).

Na retina pode-se observar alteracBes importantes na camada do epitélio
pigmentado da retina e na macula. A melanina nesse epitélio tem a funcéo de reduzir a
difusdo de luz que incide no olho, de modo a ajudar no controle na reflexdo da luz (KING
& OLDS, 1985).
Os albinos apresentam auséncia ou reducdo do pigmento retiniano, o que piora o sintoma
de fotofobia e baixa visdo devido a reflexdo da luz de forma exacerbada (KINNEAR,
1985).

A mécula é uma estrutura da retina com didmetro de aproximadamente 5mm e é

nela que esta localizada a fovea. Esta com didmetro de 1mm, sem vascularizagdo e com
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alta concentracao de cones. Nos albinos podemos ver que ha a auséncia ou hipoplasia da
maécula, que pode estar relacionada com a baixa acuidade visual e nistagmo, presentes
nos albinos (SUMMERS, 1996; PEREZ et al., 2014). No desenvolvimento normal da
retina ocorre a migracdo das camadas internas da retina para regides fora da fovea, a
migracdo dos cones para a fovea e o alongamento dos fotorreceptores. Esse processo é
identificado inicialmente no desenvolvimento da retina de albinos, porém ocorre um
atraso e uma interrupcdo prematura da migracdo das células das camadas internas da
retina, o que resulta na regido central macular mais espessa que de individuos ndo albinos
(LEE etal., 2015). A melanina pode ter um papel importante no direcionamento adequado
junto com um crescimento correto das células retinianas (REESE, 2011).

Nos albinos, é possivel observar que, apesar da hipoplasia foveal, a concentracéo
de cones e a area central da févea apresenta uma grande variabilidade entre os individuos,
n&o sendo obrigatdria a presenca da depressao foveal (Figura 5), vista em individuos ndo

albinos para que ocorra o desenvolvimento funcional da macula (MCALLISTER, 2010).

Alguns albinos com acuidade visual 20/50, ou melhor, tem desenvolvimento rudimentar
da fovea (CHONG, 2009).

Figura 5 — Comparacao da fovea de um individuo ndo albino (A) com um individuo albino (B).
Nas fotos da esquerda, temos o fundo do olho (area da févea) dos individuos enquanto as fotos
da direita s&o imagens de OCT - Tomografia de Coeréncia Optica - exame de imagem capaz de
mostrar cortes seccionais das estruturas oculares com alta resolugdo, mostrando as camadas da
retina, evidenciando que os individuos albinos ndo apresentam a depressdo foveal, vista em
individuos ndo albinos. Fonte: http://webvision.med.utah.edu/book/electrophysiology/visual-
and-auditory-anomalies-associated-with-albinism/

19


http://webvision.med.utah.edu/book/electrophysiology/visual-and-auditory-anomalies-associated-with-albinism/
http://webvision.med.utah.edu/book/electrophysiology/visual-and-auditory-anomalies-associated-with-albinism/

1.5. Contextualizacao

Ainda ndo existe cura para o albinismo. Onojafe e colaboradores (2011)
realizaram um experimento com camundongos portadores de deficiéncias no gene TYR,
modelo para albinismo do tipo OCA1A e OCALB. Neste experimento os autores tinham
como objetivo aumentar a concentragéo de tirosina no plasma a partir da nitisinona, um
inibidor da degradacdo da tirosina, o que poderia estabilizar a tirosinase e aumentar a
pigmentacdo. Os resultados mostraram que o aumento da tirosina melhorou a estabilidade
da tirosinase no modelo de albinismo OCA1B o que aumentou a pigmentacdo na pele e
iris assim como o nimero de melanossomas pigmentados. Em suma, 0s autores sugerem
gue o uso da nitisinona pode melhorar a pigmentacdo e as funcdes visuais em pessoas
com albininismo do tipo OCA1B. Desse modo, dependendo da mutacao que o individuo
apresentar, caso venha a ser desenvolvido um tratamento para o albinismo, € muito
importante que o individuo conheca sua mutagao para um tratamento correto.

O diagndstico dermatoldgico para identificar um individuo albino, que ocorre
através da anamnese realizada por um médico a partir da analise da pigmentacao da pele,
olhos e cabelos, tem sido substituido depois dos avanc¢os da biologia molecular, passando
de andlise fenotipica para analise genotipica, uma vez que existem genes diferentes
responsaveis por cada variante, evitando assim erros no diagndstico (CARDEN et al.,
1998).

Sendo assim, é possivel observar a necessidade da combinagdo de diferentes
metodologias de descri¢ao fenotipica e caracterizacdo génica a fim de proporcionar uma
melhor conduta clinica para tratamento do individuo e aconselhamento genético, de

acordo com o padréo de heranca identificada.
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2. JUSTIFICATIVA

A caracterizagdo das mutacdes que causam os diferentes tipos de albinismo e
como essas mutacdes resultam nos diferentes fenétipos observados no OCA2 é
importante para a melhor compreensdo dos mecanismos que causam o albinismo. A
exemplo do que acontece no OCA1A e OCA1B, podem haver mutagdes no gene OCA2,
outro gene estudado nesse trabalho, que conferem mais ou menos pigmentacéo, sendo
importante o estudo genético das causas do albinismo para auxiliar no tratamento dos
individuos.

O diagnostico preciso do tipo de albinismo que um individuo possui ndo depende
somente dos achados clinicos a partir dos exames oftalmolégicos, com a classificacéo
dermatoldgica realizada. E necessério que haja uma correlagio entre esses achados com
as alteracdes moleculares para uma caracterizacao clara da condicdo do sujeito.

A caracterizacdo genética combinada aos achados clinicos proporciona uma
conduta médica mais adequada visando um tratamento direcionado e orientacdes
familiares a respeito do carater hereditario dos fatores genéticos.

Uma vez que essa relacdo seja bem estabelecida, pode-se projetar um plano de
politicas publicas, de forma que a identificacao do tipo de albinismo e tratamento tornem-
se mais acessiveis aos individuos afetados.

Portanto, a partir do diagnostico dermatoldgico, foram feitas as analises genéticas
a fim de comprovacéo do resultado. Também foi comparado o resultado do diagndstico
genético com os resultados nos exames oftalmologicos.

Este trabalho foi realizado a partir do programa “Pr6-Albino”, da Santa Casa de

Misericérdia de Sdo Paulo.
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3. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi realizar o diagnéstico genético em 21 albinos
acompanhados na Santa Casa de Misericordia de Sdo Paulo e correlacionar os achados

com o diagnostico dermatoldgico e alteracdes oftalmoldgicas.

3.1. Objetivos Especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foram:
e ldentificar as mutacGes genéticas presentes nos genes TYR e OCA2
responsaveis pelo albinismo nos participantes avaliados;
e Comparar o diagnéstico genético com o diagndéstico dermatolégico com

os resultados das alteracdes oftalmoldgicas obtidos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Aspectos Eticos

Todos os procedimentos experimentais obedecem as normas vigentes da comissao
de ética da Universidade de Sdo Paulo. O projeto foi aprovado pelo comité de ética.
CAAE: 06857513.5.0000.5561. (Anexo ).

4.2. Participantes

Em 21 sujeitos albinos (homens N=11 e mulheres N=10), com faixa etéria entre
6-70 anos, atendidos na Irmandade da Santa Casa de Misericordia de S&o Paulo, foram
coletadas amostras de sangue em tubo contendo EDTA com anticoagulante (Tabela 2).

4.3. Analises Genéticas

4.3.1. Extracdo de DNA

A extracdo do DNA foi realizada com o Gentra® Puregene® de acordo com 0
protocolo proposto pelo fabricante, utilizando 3ml de sangue. Apds extracdo, as amostras

foram armazenadas a -20°C.

4.3.2. Reacdo em Cadeia de Polimerase

A reacdo de PCR foi realizada com o kit Platinum® Taq DNA Polymerase (Life
Technologies) de acordo com o protocolo do fabricante. Para cada amostra foi utilizada
agua destilada (H20d) autoclavada, tampdo (10x Buffer), 10mM de deoxinucleotideos
trifosfatos (ANTPs), 20mM do iniciador direto (Primer Forward), 20mM do iniciador
reverso (Primer Reverse), 1,5 pl de cloreto de magnésio (MgCI2) e 0,2 ul da enzima
Platinum Tag. Ao volume total da reacdo (49ul) foi adicionado 1pL da amostra de DNA.
Um controle negativo, sem amostra de DNA, e um controle positivo com DNA
padronizado para a reacdo foram incluidos em todos os experimentos. A PCR foi
realizada no termociclador Veriti® Thermal cycle (Life Technologies).

As condic6es de PCR foram: 94°C por 1 minuto, 37 ou 35 ciclos de 94°C por 15
segundos, temperatura de annealing por 30 segundos e temperatura de extensdo a 72°C

por 30 segundos, finalizando com 72°C por 7 minutos, e 4°C para armazenamento. A
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temperatura de annealing € especifica para cada primer, as quais variaram de 53 a 61
graus celsius, conforme Anexo Il e IlI.

Os resultados da PCR foram visualizados em gel de agarose (2%), ap0s
eletroforese, e fotografados no sistema de fotodocumentagdo Alphalmager® mini

(Protein Simple).

4.3.3. Purificacdo das Amostras

A purificacdo das amostras foi realizada com o kit //lustra™ GFX™ PCR DNA
and Gel Band purification (GE Healthcare) de acordo com as instrugdes do fabricante.

4.3.4. Sequenciamento das Amostras

O sequenciamento das amostras foi realizado com o kit Big Dye Terminator (Life
Technologies) utilizando o sequenciador 3500xL (Life Technologies) do Instituto Israelita
de Ensino e Pesquisa do Hospital Israelita Albert Einstein em Sao Paulo. Os resultados
foram analisados com o programa BioEdit v7.2.5. As sequéncias de referéncia para
comparacao dos resultados foram obtidas no genebank tanto para o gene TYR (M27160.1,
NM_000372.4) quanto para o gene OCA2 (NG_009846.1,NM_000275.2).

4.3.5. Comparacdo das Analises Moleculares com o Diagndstico

Dermatologico

Todos os participantes (N=21) realizaram uma consulta dermatoldgica no setor de
dermatologia da Santa Casa. Dois dermatologistas (MM e CM) examinaram 0s
participantes através de uma avaliacdo a ectoscopia e assim realizaram o diagndéstico do

tipo de albinismo com base na pigmentacgédo dos olhos, pele e cabelo.

4.3.6. Avaliacdes Oftalmoldgicas e a Relagdo com o Diagndstico

Genético

Todos os participantes (N=21) passaram por uma consulta oftalmolégica
completa no setor de oftalmologia da Santa Casa de Misericérdia de Sdo Paulo. Foram

realizados por um unico profissional (RS) os seguintes exames:
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. Biomicroscopia por lampada de fenda com foto, para a avaliacdo do grau
de transiluminagé&o da iris (GTI);

. Teste de acuidade visual pela tabela de Snellen, com a melhor corregédo
Optica e localizados a 6 metros de distancia do optotipo.

. Retinografia (3D CT 1000, Topcon), ap6s midriase medicamentosa para

determinacdo do grau de transparéncia da retina.

O GTIl e 0 GTR foram classificados de acordo com 0s parametros proposto por
SANO (2017), conforme ilustrado nas Figuras 6 e 7.

Grau 1 Grau 2

Grau 3 Grau 4

Figura 6 — Classificacdo do grau de transiluminacdo da iris em albinos, proposto por SANO
(2017). Grau 1: Raras areas pontuais de transiluminacéo iridica na periferia da zona ciliar da iris.
Pigmentacéo iridica intensa; Grau 2: Areas pontuais de transiluminago iridica de forma difusa
ou irregular, em toda zona ciliar da iris. Pigmentacéo iridica moderada; Grau 3: Presencga de
pigmentacdo somente na zona pupilar da iris. Transparéncia importante da zona ciliar,
possibilitando observar &reas da vascularizagdo da iris. Pigmentacéo iridica minima; e Grau 4:
Auséncia completa de pigmentagdo da iris, possibilitando observar toda a vascularizagdo da iris,
transiluminacéo total.
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Grau 1 Grau 2

L\ N

Grau 3 Crau 4

Figura 7 — Classificacdo do grau de transparéncia da retina em albinos, proposto por SANO
(2017). Grau 1: Pigmentacéo do Epitélio Pigmentado da Retina (EPR) intensa, que se estende da
regido do polo posterior, passa pela area das arcadas vasculares temporais e chega até a regiao
periférica da retina. A pigmentacdo pode apresentar padrdo irregular. Grau 2: Pigmentacdo do
EPR moderada, que se estende da regido do polo posterior até a area das arcadas vasculares
temporais. A pigmentacdo pode apresentar padrdo irregular; Grau 3: Pigmentacdo do EPR
minima, localizada na regido do polo posterior da retina. A pigmentacdo pode apresentar padrao
irregular; e Grau 4: Auséncia completa de pigmentacdo do EPR em toda a retina.
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S. RESULTADOS

5.1. Diagnostico Genético

A classificacdo genética do albinismo foi realizada em 21 albinos de acordo com
0 gene no qual foi identificada a mutacao, sendo albinismo do tipo OCA1 para mutacGes
encontradas no gene TYR e albinismo do tipo OCA2 para muta¢cfes no gene OCA2. No
total, foram encontradas quatro mutacdes diferentes nos individuos OCAl e sete
mutagdes diferentes nos individuos OCA2 (Tabela 2). Das mutagdes encontradas, THR
> 445 > PRO no gene OCAZ2 ¢ inédita na literatura.

Do total de participantes analisados, 13 apresentaram mutagdes em homozigose,
sendo dois deles com uma mutagdo no gene TYR e 11 com uma mutagdo no gene OCA2
(Tabela 2). Um dos participantes com mutagdo no gene TYR apresentou duas mutagoes
em homozigose (1). Todos os albinos com muta¢des em homozigose no gene OCA2
apresentaram a mutacdo C > 913 > T que resulta na substituicdo do aminoécido arginina
pelo triptofano no sitio 305 (ARG > 305 > TRP). Os participantes com mutacdes em
homozigose no gene TYR apresentaram 3 mutacdes diferentes: T > 740 > C que resulta
na substituicdo do amino&cido cisteina pela arginina no sitio 247 (CYS > 247 > ARG);
G > 1205 > A, que confere uma troca do aminoacido arginina pela glutamina no sitio 402
(ARG > 402 > GLN); e C > 346 > T que confere uma troca do aminoacido arginina por
um stop codon (codon de parada) (ARG > 116 > STOP).
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Tabela 2 — Tabela com dados dos albinos. Resultados desse trabalho e de Sano (2017).

AMOSTRA IDADE SEXO DIAGNOSTICO DIAGNOSTICO AV GTR GTI MUTACAO AMINOACIDO EXON GENE HETEROZIGOSE
DERMATOLOGICO  GENETICO 5E 0D COMPOSTA
T>740>C CYS > 247 > ARG 1 )

1 41 F OCA1 OCA1 09 09 4 3 G>1205> A ARG > 402> GLN ; TYR NAO

2 39 F OCA1 OCA1l 1 0,5 3 4 C>346>T ARG >116 > STOP 1 TYR NAO

14 33 F OCA1 OCA1 07 09 2 4 G>896>R ARG > 299 > HIST 2 TYR SIM

3 37 F OCA2 OCA2 05 05 2 2 C>913>T ARG > 305> TRP 9 OCA2 NAO

4 26 M OCA2 OCA2 07 07 3 4 C>913>T ARG >305>TRP 9 OCA2 NAO

5 ND M OCA1 OCA2 07 09 2 2 C>913>T ARG >305>TRP 9 OCA2 NAO

6 ND M OCA1 OCA2 03 04 2 2 C>913>T ARG >305>TRP 9 OCA2 NAO

7 ND M OCA2 OCA2 >1 >1 ND 2 C>913>T ARG >305>TRP 9 OCA2 NAO

8 39 M OCA2 OCA2 1 1 2 4 C>913>T ARG >305>TRP 9 OCA2 NAO

9 ND M OCA2 OCA2 07 07 ND 4 C>913>T ARG >305>TRP 9 OCA2 NAO

10 17 F OCA2 OCA2 1 1 4 3 C>913>T ARG >305>TRP 9 OCA2 NAO

11 51 F OCA2 OCA2 0,7 1 3 4 C>913>T ARG >305>TRP 9 OCA2 NAO

12 58 F OCA1l OCA2 1 >1 2 3 C>913>T ARG >305>TRP 9 OCA?2 NAO

13 30 M OCA2 OCA2 09 07 2 4 C>913>T ARG >305>TRP 9 OCA?2 NAO

15 ND M OCA2 OCA2 1 1 3 3 C>913>Y ARG > 305> TRP 9 OCA?2 SIM
C>913>Y ARG > 305 >TRP 9

16 ND F OCA2 OCA2 1 1 2 4 G >1920 > R VAL >443 > ILE 13 OCA2 SIM
C>913>Y ARG > 305 > TRP 9

17 6 F OCA2 OCA2 02 03 ND 1 G >1329> R VA s A T E 13 OCA?2 SIM
G>1256 >R ARG >419>GLN 13

18 49 M OCA2 OCA2 1 0,9 2 3 A>1192>R ALA > 398 > VAL 1 OCA2 SIM
G>1329>R VAL > 443 > ILE 13

19 9 M OCA2 OCA2 03 02 2 1 C> 22085 e ——— il OCA2 SIM
G>1329 >R VAL > 443 > ILE 13

20 70 M OCA2 OCA2 02 02 2 2 A>1180 >R MET >394 > ILE 19 OCA2 SIM
A>1333>M ARG > 305 > TRP 9

21 6 F OCA2 OCA2 1 1 2 2 oot ST @ OCA2 SIM
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A tabela 2 apresenta também os albinos e suas mutagfes em heterozigose
(heterozigose composta). O albino nimero 21 apresentou duas mutagdes, uma em
homozigose e outra em heterozigose. Dois deles (14 e 15) apresentaram apenas uma
mutacdo em heterozigose, sendo elas, G > 896 > R que confere na alteracdo do
aminoacido arginina por histidina no sitio 299 (ARG > 299 > HIST) no gene TYR e C >
913 > Y que confere uma substituicdo do amino&cido arginina pelo triptofano no sitio
305 (ARG > 305 > TRP) no gene OCA2, respectivamente.

As demais mutacGes em heterozigose encontradas no gene OCA2 sdo:

e G > 1329 > R que altera 0 aminoacido valina por isoleucina no sitio 443
(VAL > 443 > ILE);

e G >1256 >R que confere uma troca do amino&cido arginina por glutamina
no sitio 419 (ARG > 419 > GLN);

e A > 1192 > R que confere a troca do aminodcido alanina por valina no
sitio 398 (ALA > 398 > VAL);

e (G >2208>S que altera 0 amino&cido serina por leucina no sitio 736 (SER
> 736 > LEU);

e A > 1180 > R que ocorre a substituicdo do aminodcido metionina por
isoleucina no sitio 394 (MET > 394 > ILE);

e A > 1333 > M que altera 0 aminoacido treonina por prolina no sitio 445
(THR > 445 > PRO).

Dos albinos qua apresentaram heterozigose composta (Tabela 2), foram realizadas
analises genéticas da made ndo albina do participante 17 para determinagcdo da
hereditariedade das mutacfes. O resultado foi a presenca de uma das mutacGes em
heterozigose G > 1329 > R, no éxon 13 do gene OCA2, que resulta na subtituicdo dos
aminoacidos VAL > 443 > ILE, o que sugere que a segunda mutacdo em heterozigose foi
herdada pelo pai.

5.2. Comparacédo das Analises Moleculares com o Diagndstico

Dermatoldgico

Todos os 21 albinos foram clinicamente diagnosticados com o tipo de albinismo
de acordo com a dermatologia da Santa Casa de Misericordia de Sdo Paulo, em OCA1
(N=6) e OCA 2 (N=15). As analises genéticas resultaram em trés participantes
classificados com albinismo tipo OCAL e 18 com albinismo tipo OCA2 (Tabela 2). Desta
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forma, o diagnostico genético e dermatoldgico estdo de acordo em 18 albinos e em

desacordo em trés.
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Figura 8 — Teste exato de Fisher para diagndstico dermatoldgico e genético.

Esse teste compara a acuracia do diagndéstico dermatoldgico e genético e de acordo
com a Figura 8, € possivel notar que apesar de terem algumas diferencas, ndo é

significativo.
5.3. Avaliacbes Oftalmoldgicas e a Relagdo com o Diagnostico

Genético

O diagnostico oftalmolégico consistiu na analise dos resultados de trés aspectos
visuais: a acuidade visual (AV), o grau de transparéncia da retina (GTR) e o grau de
transiluminacéo da iris (GTI).

A anélise da AV resultou em oito variantes que podem ser conferidas na Tabela
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Figura 9 — Teste T pareado para AV em ambos os olhos.

O resultado do teste T pareado, conforme podemos analisar na Figura 9, mostrou
que a acuidade visual em ambos os olhos é semelhante e ndo apresentou diferenga

estatisticamente significativa.

Os resultados da retinografia, que indicam o GTR, foram de 12 albinos para grau
2; quatro para grau 3; e dois para grau 4, que podem ser conferidos na Tabela 2. Em
nenhum participante foi encontrado grau 1. Trés albinos ndo realizaram esse teste
oftalmoldgico. De acordo com os resultados encontrados ndo houve uma grande relagédo
entre GTR e genética, apenas € possivel perceber que os albinos com a mutacdo ARG >
305 > TRP n&o apresentaram grau 1, grau mais leve, nos seus resultados.

Para a foto da iris, o GTI foi determinado sendo dois deles avaliados como grau
1; seis para grau 2; cinco para grau 3; e oito para grau 4, de acordo com a Tabela 2. A
partir dos resultados € possivel relacionar o GTI com algumas mutacdes encontradas em
heterozigose composta, conferindo uma melhor pigmentacéo da iris nesses albinos, sendo
elas ARG > 305 > TRP e VAL > 443 > ILE, os resultados mostraram que os participantes
com heterozigose composta apresentam uma menor gravidade da pigmentacao da iris.

Na tabela 2, pode-se comparar os resultados do diagnéstico oftalmolégico com as

classificacOes de AV, GTl e do GTR para cada participante.
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Figura 10 — Teste de Wilcoxon para GTR e GTI.

A partir da Figura 10 é possivel observar que houve diferenca entre GTR e GTI.
Também foi realizado um teste anova com comparacdes maultiplas, que apresentou
diferenca entra AV, GTR e GTI.
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6. DISCUSSAO

6.1. Diagnostico Genético

O diagnostico genético é a Unica forma para identificar a mutacdo presente no
individuo. O albinismo apresenta muitos tipos e subtipos, além de sindromes associadas
com fenotipo semelhantes, sendo entdo seu diagnostico confirmado UGnica e
exclusivamente através da anélise genética (KAMARAJ & PUROHIT, 2014).

A partir da tabela 2 verificamos que todos os participantes analisados séo OCA1
ou OCA2, que séo os dois tipos mais frequentes no mundo (KAMARAJ & PUROHIT,
2014). O fenotipo dos albinos com OCA2 ¢ amplamente variavel, podendo conferir mais
ou menos pigmentagéo, provavelmente variante determinada de acordo com a mutagao
que o individuo apresenta (LEE et al., 1994).

Nesse estudo encontramos mutagdes em heterozigose nos dois genes analisados,
TYR e OCA2. Na mutacdo ARG > 402 > GLN, encontrada no gene TYR, temos uma
alteragdo de nucleotideos no codon 402 de CGA para CAA. Essa mutacdo esta
intimamente ligada ao albinismo do tipo OCA1 como sensivel a temperatura, porém
sozinha, essa mutacdo ndo é suficiente para causar o fenoétipo, uma vez que os albinos
portadores dessa mutacdo em homozigose ndo apresentam sinais clinicos de albinismo
(OETTING et al., 2009; PREISING et al., 2011; SIMEONOV et al., 2013). Porém, como
vimos no participante 1, portador da mutagdo ARG > 402 > GLN, apresenta também uma
segunda mutag&o, justificando assim seu fenotipo para albinismo.

Todas essas mutagdes descritas anteriormente, tanto para o gene TYR quanto para
0 gene OCA2, encontradas em nossas andlises estdo diretamente relacionadas ao
albinismo e foram descritas na literatura, que podem ser conferidas no banco de dados
The Human Gene Database (HGMD), com excessdo de uma mutacéo, que foi encontrada
em heterozigose (THR > 445 > PRO) no participante 21, que confere a alteragdo do codon
445 ndo foi descrita no banco de dados HGMD, podendo essa ser uma nova mutacdo
encontrada. Com excessdo de uma mutacdo encontrada nesse trabalho, todas as mutacdes
sdo do tipo missense, tipo de mutacdo que leva a alteracdo do aminoacido na proteina
sintetizada de forma que altera sua funcgéo.

Também com base nos resultados obtidos, observa-se que a mutacdo mais
frequente nesses albinos é a mutacdo ARG > 305 >TRP encontrada no éxon 9 do gene
OCA2, que provavelmente quando associada a mutacdo ARG > 419 > GLN confere uma
maior pigmentacdo (REBBECK et al., 2002).
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O albinismo é uma doenca de heranca autossémica recessiva, 0 que sugere que as
mutacOes estejam em homozigose ou heterozigose composta, pois a mutagao precisa estar
nos dois alelos, do mesmo gene, para que ocorra a doenca (WANG et al., 2015). Com
base nos resultados observados na Tabela 2, podemos analisar que seis participantes (16,
17,18, 19, 20 e 21) apresentaram duas mutacGes que foram encontradas em heterozigose,
caracterizada como heterozigose composta (LEE et al., 1994). Essas mutacdes estdo
presentes no mesmo gene mas em alelos diferentes 0 que prejudicaria a expressdo da
proteina por ambos alelos, resultando no fendtipo de albinismo (KAMARAJ &
PUROHIT, 2014). Para dois albinos (14 e 15) ainda néo foi detectada a segunda mutacéo
em heterozigose, o que justificaria o fenotipo, porém é possivel afirmar que eles
apresentam uma segunda mutacao que confirme o albinismo. Outro fator que pode ser
justificado, seria o que ocorre no individuo 21, que apresentou duas mutagdes, uma em
heterozigose e outra em homozigose, porém a mutacdo em homozigose ja justifica
sozinha o fenotipo do sujeito.

Foi feita a analise do DNA da mae, nao albina e portadora, de um participante (17)
para rastreamento da heranca da mutacgdo e identificamos que a mutacdo VAL > 443 >
ILE foi herdada da mé&e e que provavelmente a mutacdo ARG > 305 > TRP foi herdada
do pai, ndo albino e portador.

E provavel que os individuos que apresentam mutacdes em heterozigose composta
apresentem um fendtipo menos grave que os individuos com mutacdo em homozigose
(WANG et al., 2015).

6.2. Comparacéo das Anélises Moleculares com o Diagndstico

Dermatoldgico

Nos dias de hoje, o diagnostico dermatoldgico para identificacdo do albinismo ndo
€ mais tdo aceito depois que conseguimos realizar o diagnostico a partir da analise
molecular (CARDEN et al., 1998). No entanto, a realidade financeira dos paises em
desenvolvimento impede 0 acesso ao diagndstico genético devido ao alto valor do seu
custo. Porém podemos observar através da Figura 8, que o diagndstico dermatoldgico se
mostrou preciso em relacdo ao diagnostico genético. Nestes paises, o diagnostico clinico
dermatoldgico e oftalmologico é o unico recurso disponivel. Portanto, estabelecer uma
correlagdo genética com as caracteristicas clinicas é de suma importancia, além de poder
diminuir a extensdo na analise molecular caso haja uma suspeita clinica (KRUJIT et al.,
2018).
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Pouco se sabe a respeito da correlacdo entre o fenotipo e gendtipo dos albinos e a
variabilidade de fenotipos que existe (MART] et al., 2017).

Os resultados apresentados nesse trabalho mostraram que as mutagdes
encontradas no diagnéstico genético confirmaram o diagndstico dermatol6gico
previamente realizado em 18 dos 21 participantes (Tabela 2). O diagnostico
dermatoldgico realizado por médicos experientes obteve aproximadamente 85% de
acerto. Embora o método clinico ndo seja o ideal para o diagndstico preciso, ele ndo é
ineficaz quando esta é a Unica ferramenta disponivel no tratamento do albinos.

Nos trés participantes que apresentaram discordancia entre diagndstico
dermatoldgico e diagnostico genético essa segunda analise se mostrou extremamente
importante para uma concluséo de resultados do tipo de albinismo que o sujeito apresenta,
uma vez que existe um variado espectro de fenétipos de albinos podendo ser facilmente
confundidos sem a confirmacdo do diagnostico genético (KAMARAJ & PUROHIT,
2014).

A confirmacdo do tipo de albinismo € importante, entre outros fatores, para
futuros tratamentos e terapias, como por exemplo o que foi feito com a nitisinona, no
trabalho de Onojafe e colaboradores (2011) com o objetivo de melhorar a qualidade de
vida dos albinos, pois os albinismos dos tipos OCAl1 e OCA2 se diferenciam
principalmente pelo fato de que no primeiro tipo ndo ha producdo de melanina desde o
nascimento (OCALA) ou ha um aumento na pigmentacdo conforme a idade (OCA1B) e
no tipo OCA2 ha hipopigmentacdo desde o nascimento (GRONSKOV et al., 2007;
KAMARAJ & PUROHIT, 2013; WANG et al., 2015.)

Outra importancia do diagndstico genético € o diagnostico precoce nas sindromes
associadas ao albinismo como HPS e CHS. Estas formas sindrémicas estéo associadas a
alteracBGes clinicas graves, quando diagnosticadas com antecedéncia permitem o

tratamento preventivo e melhora importante da qualidade de vida destes albinos.

6.3. Avaliacbes Oftalmoldgicas e a Relagdo com o Diagndstico

Genético

De acordo com a Tabela 2, podemos observar que os 11 participantes classificados
como OCAZ2 e que apresentam a mesma mutacdo, R305W, tiveram uma grande variacdo
na acuidade visual, provavelmente a baixa de acuidade visual dos albinos decorre de um
conjunto de alteragdes oftalmologicas, ela é multifatorial e ndo esta relacionada ao tipo
de mutacdo e sim a outros fatores néo analisados neste trabalho. Em geral, os albinos que
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sdo OCAZ2 apresentam déficits visuais menos graves do que os albinos que sdo OCAl
(LEE et al., 1994).

Entre os albinos OCA2, ao analisar o GTR, observamos que nenhum apresentou
grau 1 nessa classificacdo, podendo ser de grau 2 a 4, conforme indica a Tabela 2. Este
resultado demonstra que os albinos que possuem a mutacdo R305W, no gene OCA2,
provavelmente ndo apresentam um grau leve (1) no GTR.

Todos os participantes que apresentaram grau 1 ou 2 para GTI sdo OCA2,
podendo ser mais leve sua gravidade em relacdo aos albinos OCA1. Esses mesmos
participantes apresentaram pelo menos uma das duas mutagcGes (possuem heterozigose
composta) ARG > 305 > TRP ou VAL > 443 > ILE, podendo essas mutacOes estarem
relacionadas a uma melhor pigmentacdo da iris, indicando que os albinos com
heterozigose composta apresentam uma gravidade menor dos seus fenétipos (WANG et
al., 2015). Trés dos quatro participantes com a mutacdo VAL > 443 > ILE (17, 19 e 20)
apresentaram uma melhor acuidade visual em relacdo aos demais albinos OCA2, que
podemos conferir na Tabela 2, podendo também essa mutacdo estar associada a uma
melhor acuidade visual. Esses mesmos trés participantes também apresentam um GTR de
grau 2, considerado mais leve, que pode ser também associada a mutacdo VAL > 443 >
ILE. Porém, o albino 16 apresentou a mesma mutacdo e possui GTIl e AV piores,
contradizendo a hipotese anterior.

De acordo com a Figura 10, é possivel perceber que GTR e GTI ndo possuem
uma correlacdo direta, 0 que pode indicar que eles tem origem diferente no
desenvolvimento. Um estudo envolvendo a correlagdo entre as analises genéticas e
oftalmoldgicas, mostrou ndao haver diferencas estatisticas entre GTl e GTR (MARTI et
al., 2017). Pode ser observado nesse trabalho, que em um modo geral, as alteragdes
oftalmoldgicas se mostram mais intensas nos albinos OCA1 em relacdo a individuos
OCAZ2, como podemos ver na Tabela 2, através dos participantes 1, 2 e 14 (MARTI et al.,
2017).

De acordo com um estudo realizado por Rebbeck e colaboradores (2002) a
mutacdo ARG > 305 > TRP e a mutacdo ARG > 419 > GLN podem influenciar a
coloragéo da iris.
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7. CONCLUSAO

Os participantes foi possivel identificar as mutacGes que causam o fendtipo da
doenca e classifica-los pelo tipo de albinismo.

Em cinco de oito albinos foram identificadas duas mutacGes em heterozigose. Em
um individuo foi encontrada uma mutacdo em heterozigose e uma em homozigose, essa
Gltima ja caracterizando o fendtipo. Em dois participantes identificamos apenas uma
mutacdo em heterozigose, sendo necessario a identificacdo da segunda mutacdo em
heterozigose para justificar a heterozigose composta.

O diagndstico genético se mostrou de extrema importancia para a confirmacéo e
identificacdo do tipo de albinismo sugerido dermatologicamente, uma vez que nao houve
plena concordancia entre os diagndsticos dermatologicos e genéticos, embora a taxa de
concordancia tenha sido alta (85%) para avaliagbes realizadas por dermatologistas
experientes.

Apesar de correlacionar a mutacdo VAL > 443 > ILE a um feno6tipo menos grave
que as demais mutac@es, ndo podemos afirmar que houve algum tipo de correlacdo entre
as mutagOes encontradas com as alteracGes oftalmoldgicas estudadas, uma vez que nesse
estudo um albino com essa mutagéo apresentou grau 4 para GTI e acuidade de 1 nos dois
olhos. O mesmo também acontece quando relacionamos as variantes oftalmologicas, AV,
GTR e GTI.
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9.  ANEXOS

9.1. Anexol
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Titulo da Pesquisa: AUALIAQ.&D AMATOMICA, FUNCIONAL E ELETROFISICLOGICA DO SISTEMA
WISUAL DOS PORTADORES DE ALBIMISMO

Pesquisador: ROMALDO YUITI SANC

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 05857513.5.0000.5581

Instituigio Proponente: INSTITUTC DE PSICOLOGIA [(USE))

Patrocinador Principal: Financiameanto Proprio
DADO S DO PARECER

Mumero do Parecer: 222401
Data da Relatoria: 13/08/2013

Apresentagio do Projeto:
O projeto propde avalispdo visual global em individuos albinos. A avalisgSo serd composta por avaliapdes
psicofisicas, morfologicas e eletrofisiologicas do sistema visual deste individuos, em varios niveis. Além disso,

também propde fratementa com sdaptscdo e uso de lentes de contato filirantes para os participantes.

Objetivo da Pesquisa:
Reslizar avaliagdo visual compreensiva de pacientes albinos. Correlacionar os diferentes sspectos avalisdos
& também observar =& ha melhora da situscdo visual dos participantes frente a intervencéio que s= dara por

mieio de uso de lentes de contato filtrantes.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

A descricio de possiveis riscos € clara & adequada.

0 pesquisador apresants, no entanto, a possivel melhora da qualidade visual que decorreria do uso das lentes
de contato filirante como um beneficio em potencial.

Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:

Comao 8 pesquiss envolve exames laboratoriais, dermatolégicos e oftzimologicos sugere-s2 que o projeto seja

enceminhado para apreciacdo ética também pelo comité de ética em pesquiza da Sants Casza / 5F.

Endarego: Av. Prof. Malla Moraes, 1721 - Bl. "G™ =ala 27

Balma: Cidade Univarsitans CEP: (5.508-080
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Continuaciio do Farcoen: 283 400

Fuoi esclarecimento o destino do material bioldgico colhido para o procediments de avaliscSo genética do
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

O TCLE foi revisto, conforme recomendacdes apresentadas no parecar consubstancisdo anterior,

Recomendagtes:

Como 8 pesquisa envolve examas laboratorisis, dermatologicos e offalmoldgicos sugere-se que o projeto seja
encaminhado para apreciscio ética também pelo comité de &tica em pesquisa da Sants CasalSF, enquanto
instituigdo co-participante.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sem pandéncias, projeto aprovado,

Situagdo do Parecer:
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Mecessita Apreciagiao da CONEP:
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Consideragoes Finais a critério do CEP:
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Assinador por:
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(Coordenador)
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9.2. Anexo ll

Descricdo dos primers utilizados para amplificar o gene TYR (PREISING et al., 2011) com sua
respectiva sequéncia de nucleotideos, temperatura de annealing e sentido da fita.

SEQUENCIA IDENTIFICACAO  TEMPERATURA SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS SENTIDO

AMPLIFICADA DO PRIMER DE ANELAMENTO DA FITA
Exon 1 TYR11 59°C CCAATTAGCCAGTTCCTGCAGA FW
Exon 1 TYR11 59°C CACAGTTGAATCCCATGAAGTTGC RV
Exon 1 TYR12 61°C TATAATAGGACCTGCCAGTGCTCTG FW
Exon 1 TYR12 61°C AATGTCTCTCCAGATTCCAGATCCC RV
Exon 1 TYR13 60°C TGTGTCAATGGATGCACTGCTT FW
Exon 1 TYR13 60°C AGAAGTGATTGTTAAGGTTCCTCCC RV
Exon 2 TYR?2 60°C TTGTTTAACATGAGGGTGTTTTGTACAG FW
Exon 2 TYR?2 60°C GGACTTTGGATAAGAGACTGTAAATATG RV
Exon 3 TYR3 55°C ATAATTATAAATCAATCACATAGGTTTTCA FW
Exon 3 TYR3 55°C CCAATGAGCACGTTATTTATAAAGA RV
Exon 4 TYRA4 56°C AAAATTTTCAAATGTTTCTTTTATACACA FW
Exon 4 TYRA4 56°C CAGCAATTCCTCTGAAAGAAAGTAA RV
Exon 5 TYRS 61°C TGAAAGGATGAAGATGATGGTGATC FW
Exon 5 TYRS 61°C TTGAGTTAGAGTGAGGTCAGGCTTTT RV

TYR = Gene ligado ao albinismo OCA1; FW = Forward (sentido senso); RV = Reverse
(sentido anti-senso).
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9.3. Anexo Il

Descricédo da sequéncia dos primers utilizados para amplificar o gene OCA2 (WANG et al., 2015),
com sua respectiva sequéncia de nucleotideos, temperatura de annealing e sentido da fita.

SEQUENCIA IDENTIFICAGAO  TEMPERATURA SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS  SENTIDO

AMPLIFICADA  DOPRIMER  DE ANELAMENTO 53" DA FITA
Exon 2 0CA22 58°C AGTGGTTTCTTTCTGGCTGCCC FW
Exon 2 OCA22 8% TGAAGTCCACATTTACAAGATGGCA RV
Exon 3 0CA23 35°C TGAGTTGGGGAGAAGAGGTC FW
Exon 3 0CA23 55°C AGCATCTCAGCCCTCAGTGT RV
Exon 4 0CA24 55%C AAAGACCAGGGTTGATTCGG FW
Exon 4 0CA24 55%C GCCTGAAGCAAACAGATCCT RV
Evons OCA2ZS 56°C GAAAAGTGTCTGAGTCTGGG W
Exon 5 OCA25 56°C GTCCCGAAGGTGCCTGGGTT RV
Exon 6 OCA2.6 55°C CACACAGTAGCCCCATCATC FW
Exon 6 0CA26 55°C GTCACGCTGAACGCAAAAGA RV
Exon 7 OCA2.7 95°%C TGAGGGCTGAGATGTGGGTA FW
Exon 7 OCA2.7 35°%C CTGTGGCTCCCCATCAAATC RV
Exon 8 OCA28 53°C AGATCCCAGATGGTGTCTCA W
Exon 8 OCA238 93°C AGGTCAGACTCCTTTAAACG RV
Exon 0CA2S 53°C AGAGGGAGGTCCCCTAACTG W
Exon 9 0CA2.9 53C TACTCAAGCCTCCCTGACTG RV
Exon 10 0CA210 53°C CTTTCGTGTGTGCTAACTCC W
Exon 10 0CA2.10 a3%C ACATCTTTGAGCTGACATCC RV
Exon 11 OCA2.11 95°C TCCACTCGGAATGTAACCAG FW
Exon 11 0CA2.11 55°C TCATCGTCAGACACGCCTTG RV
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55°C

Exon 12 0CA212 CAGATGGGATGGTAATGTGC FW
Exon 12 OCA2.12 55°%C ACGATTCAACCTGAGTACCC RV
Exon 13 0CA213 55°C GCCTCTGTTCTACGAGCCTG W
Exon 13 OCA2.13 35°%C TGCCAGAACCTGGCCGCAA RV
Evon 14 OCA14 53°C TTCACGATGTGTATAGTGGG W
Exon 14 OCA2.14 93°C AAGTGGAGGTGTGCGTTTAC RV
Exon 15 OCA2.15 95°%C GTGTTAGCCAGGATGGTCTC FW
Exon 15 0CA2.15 55%C TGTGCTGGGTTATGTTGCTG RV
Exon 16 OCA2.16 SEHE TCTCCTAATGCTATCCCTGC FW
Exon 16 OCA2.16 35°%C GAGCCTCTGGTTTTGTGTTG RV
Exon 17 OCA217 57°C AGGCTCCAAGTCACAGACCG W
Exon 17 OCA2.17 57°C CTTCTTGGAGAAGTGAATCAG RV
Exon 18 0CA218 53°C AGTTGCGTAGGTTATGACAC W
Exon 18 OCA2.18 33%C CCCATCCAGAATGTGACAAA RV
Exon 19 OCA2.19 35°C TGTGGGGGTTGACAAGAGGA FW
Exon 19 0CA2.19 25°%C GTGGCTAAGGTAAAGCTGGT RV
Exon 20 0CA220 53°C GAATCGGTGTGTTAACAGTG W
Exon 20 0CA2.20 53¢ GTAGGCTTTCTTCATTCACC RV
Exon 21 0CA221 95%C CTATGTCTGCCTTGGTCTCG FW
Exon 21 0CA221 35°%C CTCTGCTCACTTTCGTCCTC RV
Exon 22 OCA222 53°C TGGTGGGTCTGACCCTAAGT W
Exon 22 OCA2.22 93°C AGGCTATGTCCAGGCTAAAG RV
Exon 23 0CA2.23 59°C GACTTGCCCATTCTCCTTAG FW
Exon 23 0CA2.23 59°C TCCCCTACACCACAGTCTCT RV
Exon 24 OCA224 550C GAGAACAGAAGCTTACCACC W
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55°C

Exon 24 0CA2.24 GCTTAGGAACTAGACAGTTTA RV
Exon 25 OCA25 57°C CGTATCTCATGAGCTTATCC W
Exon 25 0CA2.25 51°C AGCATACAATTTGAATGCTG RV

OCAZ2 = Gene ligado ao albinismo OCA2; FW = Forward (sentido senso); RV =

Reverse (sentido anti-senso).
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