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RESUMO

A Distrofia Macular Viteliforme Best (DMVB) é uma distrofia macular
autossdmica dominante que apresenta variabilidade de expressdo e penetrancia
incompleta. Esta doenca é caracterizada pelo acumulo de material amarelado na
macula, ocasiona uma lesao referida como viteliforme por se apresentar em forma
de gema de ovo. Outra caracteristica comum é a diminuida razdo entre pico
claro/escuro do eletro-oculograma (EOG). O gene BEST1 tem sido frequentemente
associado a doenca, localizado no cromossomo 11 (11g12.3) que codifica uma
proteina com 585 aminoéacidos, bestrofina-1, cuja funcado provavel seja atuar como
um canal de CI ativado por célcio ou modulador da atividade de canal de Ca*".
Entretanto a exata funcdo ainda € motivo de debate. Desde a descoberta do gene
em 1998, em torno de 200 mutacOes foram descritas em pacientes portadores de
DMVB e de outros transtornos oculares tais como a vitreocoroideopatia autossémica
dominante, distrofia macular viteliforme do adulto, retinose pigmentar e na
bestrofinopatia autossémica recessiva. Cerca de 90% das mutacdes sao de sentido
trocado, mas foram identificadas também mudanca de matriz de leitura e insercdes
e delecbes que nédo alteram a matriz de leitura do locus. Essas mutacdes no gene
BEST1 fora também identificadas em outros transtornos oculares No presente
trabalho realizou sequenciamento direto de DNA do gene BEST1 em 9 pacientes e
14 familiares (totalizando 4 familias ndo aparentadas). Foram encontradas 4
mutacdes de sentido trocado em 3 familias. Na familia 1 foram encontradas as
mutacbes Leul34Val e Argl4lHis; na familia 3 foi encontrada a mutacao
Asp304Asn e na familia 4 a mutacdo Arg218His. Mais estudos serdo necessarios

para esclarecer a relacdo destas mutagcées com a DMVB.

Palavras chave: Distrofia macular viteliforme. Bestrofina. Sequenciamento. BEST1.

Mutacgdes.



ABSTRACT

The Macular Dystrophy Vitelliform Best (DMVB) is an autosomal dominant
macular dystrophy with variable expression and incomplete penetrance. It is
characterized by the accumulation of yellowish material in the macula, causing lesion
known as yolk- like (vitelliform). The reduced ratio of peak light / dark in the
electrooculogram (EOG) is another common feature of this condition. The gene
responsible for this disease is BEST1, which is located on chromosome 11
(11912.3). It encodes for bestrophin-1, a protein with 585 amino acids, predicted to
be an activated CI channel or calcium channel modulating activity of Ca®*. The exact
function of bestrophin-1 remains unconfirmed. Since the discovery of the gene in
1998, around 200 mutations, have been described in patients with DMVB other
diseases such as autosomal vitreoretinochoroidopathy, adult vitelliform macular
dystrophy, retinitis pigmentosa and autosomal recessive bestrophinopathy. Around
90%, are missense substitutions. These mutations have been also identified in other
diseases such as autosomal dominant vitreoretinochoroidopathy, adult vitelliform
macular dystrophy, retinitis pigmentosa and autosomal recessive bestrophinopathy.
Here we sequenced BEST1 in 9 patients and 14 family members (totaling 4
unrelated families). We found 4 missense mutations in 3 families. In the family 1 were
found the mutations Leul34Val and Argl41His; in the family 3 found the mutation
Asp304Asn and in family 4 the Arg218His mutation. Further studies will be necessary

to clarify the relationship of these mutations with DMVB.

Key words: Macular vitelliform dystrophy. Bestrophin. Sequencing. BEST1.
Mutations.
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1 INTRODUCAO

A Distrofia Macular Viteliforme de Best (DMVB) (OMIM 153700) chamada de
“‘Doenca de Best” € um raro transtorno hereditario que causa a degeneracéo lenta e
progressiva da retina (GASS, 1997). Estudos sobre a prevaléncia da DMVB séo
escassos e um ultimo estudo do qual se tem noticia e realizado na Suécia, estimou-
se que a prevaléncia seja 1 em 10.000 pessoas (BITNER et al., 2012). Possui
padrdo de heranca autossdmica dominante e em alguns casos apresenta
expressividade variavel e penetrancia incompleta (BOON et al., 2009; GASS, 1997).
Suas principais caracteristicas sao o padrao anormal do pico de luz do EOG (eletro-
oculograma) e o acumulo de pigmento fluorescente, chamado de lipofuscina, nas
células do epitélio pigmentado da retina (EPR) causam uma lesdo conhecida como
viteliforme (formato de gema de ovo) (DEUTMAN, 1969; ARDEN, 1962). Acredita-se
gue este acumulo desencadeia um processo de dano oxidativo responsavel pela
lesédo (BAKALL et al., 2007).

A origem da doenca tem sido associada a alteracdes no gene BEST1
(PETRUKHIN et al.,, 1998, MARQUARDT et al.,, 1998). Este gene codifica uma
proteina transmembrana chamada de bestrofina-1 e responsavel pelo transporte de
ClI ativado por Ca®(SUN et al., 2002). Posteriormente outras funcdes e
caracteristicas foram atribuidas a bestrofina-1 tais como, reguladora do volume
celular e inibidora de canais de Ca®*" voltagem dependente, entre outras
(FISCHMEISTER, HARTZELL, 2005; YU et al., 2008).

Véarias mutacOes foram encontradas neste gene, algumas delas responsaveis
por outros transtornos como distrofia macular do adulto, bestrofinopatia autossémica
recessiva, distrofia macular multifocal entre outras (ALLIKMETS et al.,, 1999;
YARDLEY; BURGESS et al., 2008; BOON et al., 2007). A maioria das mutagdes se
encontram em regides chamadas de hotspots e afetam principalmente a porcao
terminal da proteina, regido relativamente conservada e possivelmente critica para a
funcdo da mesma (XIAO et al., 2008). Os mecanismos fisiopatoldégicos da doenca
ainda s&o desconhecidos.



O presente trabalho teve como objetivo principal investigar por
sequenciamento direto do DNA o gene BEST1 em busca de mutacfes em pacientes
com DVMB e seus familiares. A caracterizagdo das mutacdes nas familias
investigadas podera contribuir para compor e/ou consolidar o painel de variacbes
genéticas que tém sido associadas a DVMB. Como perspectiva futura, essa
investigacdo visa auxiliar no esclarecimento do mecanismo de acado da doenca,
entender sua variabilidade de mutacdes e contribuir para o desenvolvimento de kits

de diagndstico molecular.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ESTRUTURA DA RETINA

A retina € uma estrutura de natureza neurossensorial formada por dez
camadas histologicas (Figura 1), que revestem os dois tergos internos da parede do
globo ocular (camera postema do globo ocular). A retina tem como principal funcéo
receber os estimulos luminosos convertendo-os em estimulo elétrico para posterior
transmissdo pelas fibras do nervo Optico aos centros nervosos encarregados da
percepcdo e do reconhecimento visual (VAUGHAN; ASBURY; RIORDAN-EVA,
2003; SATO, 2002).

ZZ___ Membrana limitante interna

— Camada de fibras nervosas

—— Camada de células
ganglionares

—— Camada plexiforme interna

— Camada nuclear interna

,,,,, Camada plexiforme externa

Camada nuclear externa

—— Membrana limitante externa

LE - — Epitélio pigmentado da retina
— Camada de Bruch
FIGURA 1 - ESTRUTURA DA RETINA. FONTE: BRUNETTE, 1969

C=cones, R=bastonetes, H=células horizontais, B=células bipolares, M=células de Miiller, A= células
amacrimas, G=células ganglionares e |=células plexiforme interna.



A retina estrutura-se em 4 regides basicas:

a) Camada nuclear interna: formada pelos nucleos dos neurbnios bipolares.
Contém também as células horizontais, que regulam a transmisséo sinptica entre
os fotorreceptores e os neurdnios bipolares, e as células amacrimas, que modulam a
transmissdo sinptica entre os neurdnios bipolares e as células ganglionares
gerando o potencial oscilatério (VAUGHAN; ASBURY; RIORDAN-EVA, 2003; SATO,
2002).

b) Membrana limitante externa: situada entre o0s corpos celulares dos
fotorreceptores (camada nuclear externa) e a porcao fotorreceptora dessas células
(cones e bastonetes). Tanto a membrana limitante externa quanto a interna sao
formadas pelas células de Miller (VAUGHAN; ASBURY; RIORDAN-EVA, 2003;
SATO, 2002).

c) Camada dos fotorreceptores: os cones e bastonetes tém a funcdo de converter
o estimulo luminoso em estimulo elétrico através de uma reacdo fotoquimica —
mediante a atuacdo do estimulo luminoso nos pigmentos visuais presentes nas
membranas dos fotorreceptores. Os cones sdo responsaveis pela resolugao visual,
estdo presentes em sua maioria, na area macular. Ja os bastonetes sao
responsaveis pela visdo noturna e em movimento. Eles estdo presentes, em sua
maioria, na periferia da retina (VAUGHAN; ASBURY; RIORDAN-EVA, 2003; SATO,
2002).

d) Epitélio Pigmentar da Retina (EPR): camada (nica de células cuboides
contendo melanina. Interage com a camada de fotorreceptores (cones e bastonetes)
e possui diversas funcdes, entre elas sintetizar a matriz entre os fotorreceptores
(VAUGHAN; ASBURY; RIORDAN-EVA, 2003; SATO, 2002). Essa camada da
origem as ondas do EOG.

A regido central da retina € denominada macula e € caracterizada por uma
concentracdo maior de cones. A macula é dividida em trés partes: fovea, perifovea e
parafévea. A févea € o local de maior acuidade visual (NAG; WADHWA, 2012).



2.2 DISTROFIA MACULAR VITELIFORME DE BEST

2.2.1 Historico

A DMVB é uma distrofia macular autossémica dominante, com penetrancia
incompleta e expressividade variavel com inicio na fase juvenil. A idade de inicio dos
sintomas varia entre a primeira e segunda década de vida, normalmente na
adolescéncia. Os achados clinicos caracteristicos foram originalmente descritos pelo
oftalmologista Friederich Best, em 1905, que analisou 18 portadores da distrofia
macular viteliforme em uma Unica familia. Esse pesquisador registrou um avancgo

progressivo de altera¢cdes maculares com o avangar da idade (BEST, 1905).

Mutagdes no gene BEST1 sao relacionadas com a doenga. Os estudos da
identificagdo do gene foram auxiliados por trabalhos da década de 70, os quais
estudaram o padrdo de heranca em uma grande familia sueca. A construcdo do
heredograma dessa familia (duas sub-familias) se estendeu ao século XVII,
permitindo a identificacdo de 246 casos de DMVB e também do ancestral comum-
(“efeito fundador”) responsavel pela introducdo da doencga no pais (NORDSTROM;
BARKMAN, 1977).

Em 1992, Stone e colaboradores utilizaram abordagem de anélise genética de
ligacdo para mapear o gene da DMVB. Inicialmente nomeado de VMD?2, localiza-se
no braco longo do cromossomo 11 (11g13), proximo aos marcadores D11S956,
FCER1B e UGB (uteroglobulina) (STONE et al., 1992; FORSMAN et al., 1992). O
gene ROM1 que codifica a proteina de membrana externa do bastonete a qual tem
sido associada com a retinose pigmentar -outro tipo de distrofia de retina- também
se encontra nesta regido. Desta maneira, o gene ROM1 foi considerado um forte
candidato para a DMVB. Entretanto, em estudos mais detalhados constatou-se que
o gene ROML1 nao segregava com a doenca e que pacientes portadores da DMVB
nao apresentavam mutacfes em ROM1 (GRAFF et al., 1994; NICHOLS et al., 1994;
HOU et al., 1996 citado por HARTZELL et al., 2008).

Sendo assim, o0 intervalo entre o0s marcadores investigados foi
redimensionado para 980 kb para incluir a regido do gene BEST1 flanqueada pelos
marcadores D11S4076 e UGB (GRAFF et al.,, 1997). Petrukhin et al. (1998) e



Marquardt et al. (1998) utilizando técnicas de clonagem, dados de mapeamento
genético, identificacdo das mutacdes nos pacientes e estudos de expressao
forneceram evidéncias de que se tratava mesmo do gene responséavel pela DMVB.
Inicialmente foi chamado de VMD2 (distrofia macular viteliforme tipo 2) (PETRUKHIN
et al., 1998 e MARQUARDT et al., 1998). Posteriormente, 0 gene teve seu nome
alterado por recomendacdes de comités de nomenclatura (HUGO- Human Genome
Organization e Mouse Genome Database) para BEST1 (HARTZELL et al., 2008).

2.2.2 Caracteristicas clinicas

A principal caracteristica clinica observada em pacientes € o acumulo de
lipofuscina (pigmento sinalizador do envelhecimento celular no Epitélio Pigmentar da
Retina (EPR) e também abaixo dela. Essa deposicdo é responsavel pela morte das
células do EPR e também dos fotorreceptores originando a atrofia macular
(FRANGIEH; GREEN; FINE, 1982; WEINGEIST; KOBRIN; WATZKE, 1982,
O’'GORMAN et al.,, 1988 citado por ALLIKMETS et al., 1999). Além dessas
caracteristicas, pacientes portadores da DMVB apresentam baixa raz&o entre o pico
claro/escuro no eletro-oculograma (EOG) considerando anormalidades no EPR
(ARDEN, 1962).

Algumas classificagdes foram propostas, como as de Deutman (1969); Mohler
e Fine (1981) e Gass (1997). A classificagdo mais utilizada quanto ao aspecto clinico
€ a de Gass (citado por FERRARA, 2010) que compreende 0s seguintes estagios de

evolucao clinica:

Estagio pré-viteliforme: ndo apresenta alteragcbes de fundo de olho. Entretanto,
alguns pacientes podem apresentar lesao viteliforme (em forma de gema de ovo)
nas primeiras semanas de vida. Normalmente, essas alteracdes sO serdo
visualizadas ap0s o0s primeiros anos de vida (DEUTMAN, 1969 citado por
FERRARA, 2010).

Viteliforme: sdo lesdes subretinianas circulares, bem delimitadas e preenchidas de

material amarelado chamado de lipofuscina com aparéncia de “gema de ovo”, estas



podem ocorrer na infancia ou no inicio da adolescéncia (Figura 2A) (FERRARA,
2010).

Pseudohip6pio: no nivel horizontal, o material amarelado se encontra na parte
inferior da lesdo. Podendo haver um deslocamento, caso o0 paciente incline a
cabeca. Parecendo que o material amarelado esta gravitando no espac¢o sub-
retiniano (Figura 2B) (FERRARA, 2010).

Vitelirruptivo: fase em que ha rompimento da lesdo e sua aparéncia ndo é mais
homogénea, estagio chamado de “scrambled egg” (ovo mexido em inglés). Os
depodsitos podem se localizar eventualmente na periferia ao redor da lesdo (Figura
2C) (FERRARA, 2010).

Atrofico: a mancha amarelada pode desaparecer e restar no local apenas uma
regido arredondada com aspectos de atrofia da EPR (Figura 2D) (FERRARA, 2010).

Cicatricial ou estagio neovascular: nesta fase pode haver a ocorréncia de uma
cicatriz. A diminuicdo na acuidade visual pode ocorrer nesta fase. Apos o
aparecimento da cicatriz, pode ocorrer nessa fase a neovascularizagdo (FERRARA,
2010).

Entretanto, devido a expressividade variavel que é observada nos pacientes
portadores de DMVB, esses estagios podem ndo ser observados em todos os
pacientes ou nao seguir esta sequéncia tipica de eventos. Havendo também a
possibilidade de estagios diferentes em cada olho ou até mesmo pacientes que
apresentam no mesmo momento caracteristicas de mais de um estagio (BOON,
2009; FERRARA, 2010).

FIGURA 2 - EVOLUCAO CLINICA DA DMVB.
A) Viteliforme; B) Pseudohipépio; C) Vitelirruptivo; D) Atrofico.
Fonte: NAOYE SHIOKAWA



2.2.3 Eletro-oculograma (EOG)

Este exame fundamenta-se na avaliacdo do potencial elétrico da retina, em
especial das camadas mais internas que sdo eletropositivas e, das camadas mais
externas que sao eletronegativas (Figura 3). A diferenca de potencial elétrico entre
essas camadas é o0 que gera 0s picos claros e escuros relacionados a atividade dos
fotorreceptores. Os valores obtidos por meio deste exame revelam o potencial da
adaptacdo do olho quando submetido ao escuro e posterior exposicdo a luz,
chamada de fase clara-fotopica ou light peak (LP). Neste exame mede-se a
adaptacao do olho a situacdo inversa: olho submetido a luz e depois exposto ao
escuro- chamada de fase escura-escotopica ou dark trough (DT). A relacéo entre o
valor maximo alcancado na fase clara e o valor minimo alcancado na fase escura
fornece o chamado indice Arden (IA). Considera-se uma anormalidade quando o IA
<1,5 (ZAGO, 2010).

Electro—oculogram Electro—oculogram
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FIGURA 3 - EXEMPLO DE ELETRO-OCULOGRAMA.
A: Resultado normal; B: Resultado alterado. Fonte: Mario Sato

2.2.4 Acumulo de lipofuscina

Lipofuscina é um pigmento fluorescente que resulta de uma mistura de
proteinas e lipideos parcialmente oxidados (SCHUTT et al.,, 2002). Ela tem sido
considerada marcador de envelhecimento celular (SHAMSI; BOULTON, 2001). O
acumulo deste pigmento tem sido relacionado como a maior causa da degeneracao

dos fotorreceptores em doencas como DMRI (distrofia macular relacionada a idade).



O maior componente fluorescente da lipofuscina € o N-retinildeno
N-retiniletanolamina, chamado de A2E (FINNEMANN; LEUNG; RODRIGUEZ-
BOULAN, 2002; SHAMSI; BOULTON, 2001 citados por HARTZELL et al., 2005). O
acumulo deste subproduto (Figura 4) pode estar associado com problemas na

fagocitose e/ou nas funcgdes lisossomais (ELDRED, 1995).

O exame histopatologico de dois individuos portadores da DMVB (BAKALL et
al., 2007) detectou que o A2E estd na composicdo do pigmento acumulado, assim

como em pacientes com a doenca de Stargardt e DMRI.

FIGURA 4 - FOTOGRAFIA DE FUNDO DE OLHO DIREITO.
Um acumulo de lipofuscina pode ser observado na parte central da imagem. Fonte: THS.

2.3 GENE BEST1

O gene BEST1 (OMIM 607854) codifica uma proteina que faz parte da familia
das bestrofinas, canais de CI" ativados por Ca?* (CaCCs). Em humanos existem
outros genes paralogos, BEST2, BEST3 e BEST4 que codificam proteinas que
também compdem a familia das bestrofinas (STOHR et al.,, 2000; TSUNENARI et
al., 2003).

O gene possui 21.580 pares de base (pb) e esta localizado no braco longo do
cromossomo 11 (11g12.3). Contém 11 éxons dos quais 10 codificam a proteina
bestrofina-1 (Figura 5). O éxon 1 ndo contém o sitio de inicio de traducgdo, portanto
sua sequéncia ndo se encontra na proteina final, este sitio se encontra no éxon 2 na
posicao +1455 pb (ESUMI et al., 2004).
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FIGURA 5 - ORGANIZAGAO DO GENE BEST1. Fonte: PETRUKHIN et al., 1998.

Os principais transcritos alternativos BEST1 estdo descritos nas bases de
dados Genbank e Ensembl. Vérias isoformas proteicas tem sido associadas ao gene
BEST1 sendo que as mais investigadas sao as isoformas BestlV1 e BestlV2 (KUO
et al.,, 2014). Diferenciam-se na extremidade amino terminal (N) e carboxi terminal

(C) devido a diferencas no splicing alternativo (KUO et al., 2014).

A isoforma Best1V1 (numero de acesso do Genbank: NM_004183), resulta de
um transcrito que inclui todos os 11 éxons e produz a proteina normal com 585
aminoacidos. A isoforma BestlV2 (nimero de acesso no Genbank:
NM_001139443), resulta de um transcrito que ndo contém o éxon 2, produz uma
proteina com 604 aminoacidos decorrente de splicing alternativo no éxon 10,
resultando em uma proteina com um COOH terminal mais longo. O éxon 2 codifica
um dominio transmembrana e sua auséncia resulta numa proteina sem o canal de
ClI" (HARTZELL et al.,, 2008). No entanto, uma nova isoforma resultante de um
transcrito onde o éxon 2 estava ausente foi descrita e, ela apresentava um canal de
CI'" funcional. Esta isoforma foi isolada de uma cultura de células HEK-293 e
denominada de Best1V1Aex2 (Figura 6).

Em um estudo anterior Xiao e colaboradores relataram que a extremidade
COONH seria critica para funcéo da proteina e para a formacao do canal (XIAO et al.,
2008). A isoforma Best1V1Aex2 apresenta a estrutura terminal como a forma
candnica, considerado um quesito necessario para o transporte da proteina até a
membrana da célula (KUO et al., 2014).



11

Bestrophin 1 gene
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Known splice variants (GenBank):
Variant 1 (Best1V1)
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Novel splice variant:
Variant1 AExon 2 (Best1V1Aex2)

FIGURA 6 - ESTRUTURA ESQUEMATICA DO GENE BEST1 E SEUS TRES PRINCIPAIS
TRANSCRITOS ALTERNATIVOS. Fonte: KUO et al., 2014

2.3.1 Mutagdes no gene BEST1

Desde a descoberta do gene responsavel pela DMVB muitas muta¢des foram
descritas e, mais de 200 delas estdo depositadas em bases de dados como na
LOVD (Leiden Open Variation Database) Universidade de Regensburg e da Retina

Internacional.

Mutacbes no gene BEST1 tém sido associadas com outras cinco doencgas em
humanos além da distrofia macular viteliforme Best (DMVB) (PETRUKHIN,1998;
MARQUARDT, 1998); sdo elas: distrofia macular viteliforme do adulto (DMVA -
OMIM 608161) (ALLIKMETS et al.,, 1999); Distrofia Macular Relacionada a Idade
(DMRI) (OMIM 603075) (ALLIKMETS et al.,, 1999), Distrofia Viteliforme Multifocal
(DVM) (BOON et al.,, 2007); Vitreoretinocoroideopatia Autossémica Dominante
(VIRCAD — OMIM 193220) (YARDLEY et al., 2004); Bestrofinopatia AutossGmica
Recessiva (BAR — OMIM 611809) (BURGESS et al., 2008) e Retinose Pigmentar
(RP50 — OMIM 613194) (DAVIDSON et al., 2009) (Tabela 1).
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TABELA 1 — OUTRAS DOENGCAS ASSOCIADAS AS MUTACOES NO GENE BEST1

Doenca OMIM Caracteristicas Genes Principais Referéncias

Clinicas associa- alteracdes

dos nucleotidicas
bestrofina-1

Distrofia 608161 Lesbes viteliformes de PRPH2 Thr6Pro; KRAMER et al.,
Macular do desenvolvimento tardio, BEST1 Arg47His; 2000
Adulto (DMVA) geralmente entre a quinta IMPG1 D312N

e sexta década de vida. IMPG2
Degeneracéo 603075 Transtorno caracterizado APOE Thr216lle; ALLIKMETS et
Macular por presenca de drusas, ABCR Arg105Cys; al., 1999;
relacionado a depésito de material BEST1 Lys149stop; LOTERY et al.,
idade (DMRI) extracelular nas camadas CFH Glul19Gln; 2000

internas, membrana de HTRA1l Val275lle

Bruch e abaixo do EPR. entre

Inicio dos sintomas pode outros

ocorrer a partir dos 50

anos de idade. Vérios

fatores ambientais

importantes  tém  sido

associados com a doenca

como tabagismo, dieta,

hipertensdo e exposicdo

ao sol.
Distrofia 153700 DVM e DMVB sao BEST1 Alal95Val; BOON et al.,
Viteliforme consideradas variacdes da Leul34Vval; 2007
Multifocal mesma entidade. Ambas Asn296Lys
(DVM) possuem lesBes

viteliformes bem

delimitadas na macula, na

DMV além destas ha

outros depésitos ao redor

das arcadas vasculares da

retina e em torno do disco

optico.
Vitreoretinocoro 193220 E caracterizada por uma BEST1 Val86Met YARDLEY et al.,
ideopatia banda circunferencial de Val239Met 2004
Autossdmica hiperpigmentacéo na Tyr236Cys
Dominante periferia da retina. Val235Leu
(ADVIRC) Associada a outros Val235Ala

achados oculares como

microftalmia, microcérnea,

glaucoma de angulo

fechado, catarata entre

outros. Apresenta

anormalidades no EOG
Bestrofinopatia 611809 Causada por homozigose BEST1 Argl41His BURGESS et
Autossémica ou heterozigose composta Leul34val al., 2008
Recessiva de mutacdes no gene Arg200Stop TIAN et al,
(BAR) BEST1, compativel com Met325Thr 2014

heranca recessiva. Asp312Asn

Comumente pacientes ndo Alal95Val

trﬁgs altera(;()seirsn no EOSC; Arg13His

eletrorretinograma  (ERG) X)r/grjz?g'll'srp

Podem apresentar

algumas alteracoes

oculares como glaucoma
de angulo fechado.
Pacientes ndo apresentam
lesdes viteliformes.

CONTINUA
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CONTINUACAO

Doenca OMIM Caracteristicas Clinicas Genes Principais Referéncias
associ- alteracdes
dos nucleotidicas
bestrofina-1
Retinose 613194 Grupo de doengcas com BEST1 L140V DAVIDSON et
Pigmentar mesmo fendtipo, entretanto RHO 1205T al., 2009
(RP) geneticamente PRPH2 D228N
heterogéneo mais de 100 RP1 Y227C

genes encontrados nos CRB1
mais  diversos  casos. ROM1
Distrofia progressiva dos ABCA4
cones e bastonetes,
caracterizada por
nictalopia, perda de viséo
periférica e anormalidade

no ERG.

A DMVB tem sido descrita predominantemente em europeus e descendentes.
As mais relatadas séo as mutacoes T6P, A243V e 1295del relativamente frequentes
na populacdo alemd e holandesa e W93C na populagdo sueca, possivelmente
devido ao efeito fundador (WHITE; MARQUARDT; WEBER, 2000; BOON et al.,
2009). A maioria das mutacdes (90%) descritas sdo de sentido trocado (missense).
Um numero menor de mutagbes tais como, mudanca de matriz de leitura
(frameshift), insercdes ou dele¢bes que ndo alteram a matriz de leitura (inframe) e
mutacdes que causam coédon prematuro de parada (nonsense) tém sido associadas
a DVMB (BOON et al., 2009). Entre as mutacdes frameshift podemos citar como
exemplo, a 1574delCA (CALDWELL et al., 1999) e inframe, a mutacéo lle295del,
(KRAMER et al., 2000; MARQUARDT et al.,1998; WABBELS et al., 2006; LOW et
al., 2011; SODI et al., 2012).

Schatz et al.,, (2006) relataram a ocorréncia de uma mutacdo que causa
codon prematuro de parada (Tyr29stop) combinada com uma mutacdo de sentido
trocado (Argl41His), configurando um caso de heterozigoto composto compativel
com a forma recessiva (SCHATZ et al., 2006). Outra mutagéo similar relatada foi a
R200X (BURGESS et al., 2008; TIAN et al., 2014) presente em pacientes com casos
de BAR (bestrofina autossbmica recessiva descrita por Burgess et al., 2008).
Estudos funcionais realizado em células HEK-293 revelaram funcéo reduzida da
proteina, levando a conclusdo de se tratar de um fendtipo nulo onde ndo ocorre a
sintese da bestrofina-1 (BURGESS et al., 2008).
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A mutacdo Argl4lHis tem se apresentado interessante por estar associada
com diferentes fenoétipos e diferentes padrdes de heranca, como aquele observado
nos pacientes heterozigotos compostos e no padréo recessivo classico (homozigoto
para Argl41His). Outro autor também relatou a mutacdo Argl41His associada com
a mutacao L41P, mas em individuos sem sinais de lesdes viteliformes. Dessa forma,
baseando-se no fendtipo e gendtipo descreveu uma nova alteracdo, referida como
bestrofinopatia com padrdao autossomico recessivo (BAR- classificado por
BURGESS et al.,, 2008). Um estudo de expressédo génica revelou que a mutagao
Argl41His em homozigose ou associada com a mutacdo Prol52Ala resultou em
pouca ou nhenhuma atividade da proteina, caracterizando um fenétipo nulo.
Concluiram que canais de CI- que se estruturavam com proteinas homoméricas
Argl41His associadas ao gendtipo homozigoto ou proteinas heteroméricas
(Argl41His/Prol52Ala) esta ultima associada ao genotipo heterozigoto composta
impediam ou anulavam a atividade do canal (BURGESS et al.,, 2008). Para a
proteina resultante da associagdo da mutacdo Argl4lHis na presenca de
Argl41Arg (selvagem) previa-se uma proteina com canal de CI" funcional.

Johnson e colaboradores investigaram a expressao das proteinas com as
mutacBes W93C, VOM e R218C em cultura de células MDCKII (do inglés Madin
Darby canine kidney Il cells). Neste caso observou-se que a fun¢éo do canal de CI
estava diminuida em todas s células; entretanto a localizagdo da proteina na célula
as diferenciava. Nas linhagens celulares R218C as proteinas localizavam-se na
regido basolateral da célula, enquanto nas linhagens W93C e V9M localizavam-se
nos compartimentos intracelulares. Em outra cultura de células fhRPE (células do
epitélio pigmentar da retina de feto humano) a proteina mutante W93C se localizou
na membrana basolateral e a mutante VOM continuou nos compartimentos
intracelulares. Além disso, a proteina mutante VOM impediu a correta localizacéo da
proteina normal (selvagem) revelando um efeito dominante negativo. A falta de
atividade do canal possivelmente se deve a auséncia da proteina na membrana
plasmatica (JOHNSON et al., 2013). As principais muta¢des ja descritas na literatura

estao listadas na Tabela 2.
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- PRINCIPAIS MUTACOES ENCONTRADAS NA PROTEINA BESTROFINA-1
CODIFICADA PELO GENE BEST1

ALTERACAO TIPO DE i
AMINOACIDO/ EXON MUTAQ/:\O DIAGNOSTICO REFERENCIA
NUCLEOTIDEO
PETRUKHIN et al.,
1998;BAKALL et al., 1999;
T6P 2 Sentido trocado DMVB e DMVA KRAMER et al., 2000;
Thr6Pro DVM WHITE; MARQUARDT;
WEBER et al, 2000; BOON et
al., 2009; BOOIJ et al., 2010
VOM MARQUARDT et al., 1998;
Val9Met 2 Sentido trocado DMVB KRAMER et al.,
2000;QUERQUES et al., 2009
Al10T . MARQUARDT et al., 1998;
Alal0Thr 2 Sentido trocado DMVB KRAMER et al., 2000
L41P 2 Sentido trocado DMVAR ZHAO et al., 2012; BURGESS
Leud41Pro BAR et al., 2008
WO93C PETRUKHIN, et al., 1998;
Trp93Cys 4 Sentido trocado DMVB CALDWELL, et al., 1999;
P2ty FRENNENSON et al., 2013
BOON et al., 2009, TIAN et
L134V 4 DMVB al., 2014 (chineses);
Leul34Vval Sentido trocado DVM MARCHANT et al., 2007;
BOOIJ et al., 2010
KRAMER et al., 2000;
LOTERY et al., 2000; TIAN et
al., 2014; SCHATZ et al.,
§r14114|1His 4 Sentido trocado DDMMV\,/A\BR 2006; BURGESS et al., 2008;
9 BOON et al., 2013; KINNICK
etal., 2011; MAC DONALD et
al., 2012
N179del BAR
Asn179del 5 Inframe CASCAVILLA et al., 2012
A195V LOTERY et al.,2000; BOON
Ala195Val 5 Sentido trocado DVM et al.,2009; TIAN et al.,2014
BOOIJ etal., 2010
MARQUARDT et al.,1998;
CALDWELL et al.,1999;
BAKALL et al.,1999; LOTERY
et al.,2000; LOW et al.,2011;
R218C . DMVA ' ' . ' '
Arg218Cys 6 Sentido trocado DMVB TIAN et al.,2014; SODI et

al.,2012; MARCHANT et
al.,2001;
ATCHANEEYASAKUL et al.,
2008 (tailandeses).

CONTINUA
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ALTERACAO TIPO DE i
AMINOACIDO/  EXON MUTACAO DIAGNOSTICO REFERENCIA
NUCLEOTIDEO ¢
LOTERY et al.,2000; KAY et
R218H . al., 2012; MARCHANT et al.,
Arg218His 6 Sentido trocado DMVA 2007; MARCHANT etal.,
2001; BOOWJ et al., 2010
MARQUARTD et al; 1999;
PETRUKHIN et al.,1998;
¥2r2272N7 Asn 6 Sentido trocado Bmxi BAKALL et al., 1999,
y LOTERY et al.,2000; KAY et
al., 2012. BOOIJ et al., 2010
KRAMER et al., 2000; LOW
A243V . DMVB 2011 et al., 2011; SODI et al.,
Ala243Val 7 Sentido trocado DMVA 2012; QUERQUES et al.,
2000.
KRAMER et al., 2000;
1295del MARQUARDT et al., 1998;
lle295del 8 Inframe DMVB LOW et al., 2011: YANAGI et
al., 2002 (Japoneses)
P297S 8 Sentido trocado DMVB ALLIKMETS et al.,1999
Pro297Ser
CALDWELL et al., 1999;
E300D . LOTERY et al., 2000
GIU300ASp 8 Sentido trocado DMVB
E300K . KRAMER et al., 2000;
GIu300Lys 8  Sentido frocado DMVB LOTERY et al., 2000
D301E . CALDWELL et al.,1999;
Asp301Glu 8  Sentido trocado DMVB KRAMER et al., 2000
F305S MARQUARDT et al., 1998;
8 Sentido trocado DMVB WHITE et al., 2000; LOW et
Phe305Ser
al., 2011.
SEDDON et al., 2001; SODI
,[A)slsleZAsn 8 Sentido trocado DBN'L\QB etal., 2011; BOON et al.,
P 2013; BURGESS et al., 2008
Mudanca de
1574delCA 10 quadro de DMVB CALDWELL et al., 1999.
leitura

Legenda: DMVB - distrofia macular viteliforme Best (juvenil); BAR - bestrofinopatia

autossomica recessiva; DVM - Distrofia viteliforme multifocal; DMVA - distrofia macular viteliforme do

adulto; DMVAR — distrofia macular viteliforme autossémica recessiva.
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Grande parte das mutacdes relacionadas a DMVB estdo localizadas nos
éxons 2, 4, 6 e 8 em regides conhecidas previamente como hotspots (WHITE;
MARQUARDT; WEBER, 2000). Na Figura 7 podem ser observados os aminoacidos
alterados ao longo da sequéncia de residuos de aminoacidos da bestrofina-1.
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FIGURA 7 - LOCALIZACAO DOS AMINOACIDOS ALTERADOS AO LONGO DA PROTEINA
BESTROFINA-1. Modelo de MILENKOVIC et al., 2007. Fonte: Adaptado de BOON et al., 2009.

A expressividade variavel e penetrancia incompleta sédo frequentemente
observadas na DMVB. Algumas mutacdes relacionadas com a DMVB foram
encontradas em individuos assintomaticos, por exemplo, mutagdo 1295del, N99K,
(WABBELS et al., 2006), P297S e E300D (SEDDON et al., 2003) (SEDDON et al.,
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2003) ilustrando a condicdo de penetrancia incompleta em algumas mutacdes. O
impacto da mutacdo depende da presenca ou auséncia do efeito dominante negativo
da proteina mutante na proteina tipo selvagem. O efeito patolégico pode estar
associado a taxa de subunidades mutantes comparadas com as do tipo selvagem e,
até mesmo em proteinas mutantes que néo tém efeito dominante negativo sobre as

proteinas tipo selvagem (YU et al., 2007).

A expressividade variavel pode ser percebida através de evidéncias
observadas em pacientes com a mesma mutacdo e que podem apresentar
caracteristicas clinicas diferentes, mesmo em se tratando de individuos da mesma
familia. A variabilidade fenotipica pode ser atribuida a presenca de genes
modificadores e fatores ambientais. Fatores transcricionais que interagem com sitios
reguladores na regido promotora do gene BEST1 podem também aumentar a
producédo da proteina tipo selvagem e a mutante (YU et al., 2007).
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2.3.2 Regulacédo da expressao do gene BEST1

Em estudos com camundongos transgénicos e em culturas de células D407
(células do EPR) foi identificado que o fragmento -154pb a +38 pb (pares de base)
na regido promotora orienta e, é suficiente para direcionar a expressao especifica de
BEST1 no EPR. Também constatou-se que a regido compreendida entre -56pb a
-42pb contém a sequéncia CACGTG (E-box 1; localizada entre -47pb a -42pb),
considerado um elemento regulador positivo da transcricdo. Préximo a esta regiao,
localiza-se a sequéncia CAAGTG (E-box 2; -69pb a -64pb) com funcéo e relevancia
ainda ndo comprovadas (ESUMI et al., 2004; ESUMI et al., 2007).

Observou-se que mutacdes no E-box 1 diminuiram a expresséo da luciferase
nas células D407; entretanto isto ndo foi observado no E-box 2 (ESUMI et al., 2004).
Para complementar os estudos funcionais no mesmo experimento 0s autores
testaram um fator de transcricdo ja caracterizado anteriormente no EPR,
denominado MITF (fator de transcricdo associado a microftalmia). Esse fator € um
membro basico da familia de fatores transcricionais que se ligam ao E-box e,
caracterizados por apresentarem motivos funcionais do tipo “ziper de leucina e
hélice-volta-hélice”. MITF aumentou a expressao do gene reporter nas células D407
de forma dependente de E-box. Foi sugerido que MITF realiza a transativacdo de
BEST1 agindo no E-box 1 por ligacédo direta ao DNA e, no E-box 2 por mecanismos
ainda néo conhecidos (ESUMI et al., 2004; ESUMI et al., 2007).

Outros fatores de transcricdo associadas a microftalmia (MITF), MITF-TFE,
TFE3 e TFEB, também estdo envolvidos na modulacdo do promotor de BESTL1.
Utilizando-se de abordagem com RNAsi (pequeno RNA de interferéncia) constatou-
se que o TFE3 e TFEB podem transativar o promotor de BEST1 (ESUMI et al.,
2007).

Outros fatores e elementos transcricionais tém sido referidos como
responsaveis pelo aumento da expressdo de BEST1. Por exemplo, OTX2
(orthodenticle homeobox2) desempenha papel importante na formacéo da cabeca,
desenvolvimento do cérebro e alguns aspectos da formacédo do olho. Juntamente

com CRX (cone-rod homeobox) relacionado ao desenvolvimento dos fotorreceptores
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na retina, pode modular positivamente o promotor de BEST1 no EPR (ESUMI et al.,
2009).

O fator de transcricdo SOX9 - SRY (sex-determining region Y) box 9 foi
reconhecido como regulador da expresséo de BEST1 no EPR. SOX 9, interage com
MITF e OTX2 e comanda ativacdo sinérgica do promotor de BEST1 mediante a
organizacdo no SOX site no promotor de BEST1, definindo o SOX9 como principal
agente da expresséo de BEST1 (MASUDA; ESUMI, 2010).

E possivel que OTX2, MITF, CRX e SOX9 atuem como genes modificadores
responsaveis pela variedade de expressao e penetrancia incompleta observada nos
disturbios associados ao gene BEST1; entretanto ndo sdo conhecidos o0s

mecanismos relacionados (BOON et al., 2009).

2.4 PROTEINA BESTROFINA-1

A proteina codificada pelo gene BEST1 tem 585 aminoacidos, com massa de
68 kDa e integra de um grande grupo de proteinas denominadas de canais de CI
ativados por Ca** (CaCCs). Ela foi relatada pela primeira vez por Sun et al. (2002)
que identificou-a como fazendo parte das proteinas de CI ativados por Ca®, tal
evidéncia foi observada em células de rim de embrido humano (HEK).

A proteina & expressa predominantemente no epitélio pigmentar da retina,
localizando-se principalmente na membrana basolateral das células epiteliais
(MARMORSTEIN et al., 2000). Sua expressao também foi observada em células do
sistema nervoso central, medula espinhal, testiculo (PETRUKIN et al., 1998),
traquéia (BARRO SORIA et al., 2009; DUTA et al., 2006) e rim (BARRO SORIA et
al., 2009).

Véarias funcdes e mecanismos pelos quais a bestrofina-1 age tém sido
postulados. Sua ativacdo pode se dar via ligacdo direta do Ca** e, por ligacdo
dependente de fosforilacdo por proteina quinase |l dependente de Ca®*/calmodulina
(CMKII); o transporte de CI" deve acontecer mediante a disponibilidade de ATP
(CHIEN; ZHANG; HARTZELL, 2006 citado por MILENKOVIC et al., 2009). A regido
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C terminal da bestrofina-1 interage com a proteina fosfatase A, que desempenha um
papel na sinalizacéo celular (MARMORSTEIN et al., 2002).

Experimentos in vitro sugerem que a atividade do canal de CI da bestrofina:
a) é regulada pelo volume celular (FISCHMEISTER, HARTZELL, 2005; CHIEN;
HARTZELL, 2007; CHIEN; HARTZELL, 2008; HARTZELL et al., 2008); b) modula a
reserva e a liberacdo de Ca®" intracelular (BARRO SORIA et al., 2010; NEUSSERT
et al., 2010), o que foi confirmada por estudos em iPSC (SINGH et al., 2012); c¢)
inibe canais de Ca ** voltagem dependente (Ca,) (YU et al., 2008).

Pensava-se que anormalidades no transporte desses ions fossem as
responsaveis pela reduzida razéo de pico de luz (light peak- LP) encontrada no EOG
dos pacientes portadores da DMVB (SUN, 2002; HARTZELL, 2008). Entretanto,
essa evidéncia nao foi comprovada nos modelos animais, como em camundongo
knockout, que ndo apresentava esse LP reduzido nem sinais clinicos de
degeneracdo na retina, mas apenas uma alteracdo na resposta a intensidade
luminosa. (MARMORSTEIN et al., 2006). Contudo, h& diferencas entre as retinas de
camundongo e humanos, especialmente no que se refere as células fotorreceptoras
e camundongos nao apresentam macula como os humanos. Outra importante
conclusdo foi que o LP poderia ser gerado ndo apenas pelo BEST1. Resultados
conflitantes como estes desafiam a hipotese de que a bestrofina-1 seria apenas um
canal de CI classico (HARTZELL et al., 2008).

Além do modelo murino para DMVB, outro exemplo de modelo animal € o
canino. Estudos realizados por Guziewicz e colaboradores em cédes portadores da
Retinopatia Canina Multifocal (RCM), revelaram mutacdes em BEST1 (GUZIEWICZ
et al., 2007, GUZIEWICZ et al., 2011). Um transtorno similar e relativamente raro
também ocorre em humanos, Distrofia Viteliforme Multifocal (DVM), em trabalho
realizado por Boon et al. (2007) também relataram mutacbes em BEST1. Embora
ambos os transtornos tenham semelhancas fenotipicas, RCM é herdado de forma
recessiva e suas caracteristicas sdo mais parecidas com BAR. Além do intuito de
esclarecimento dos mecanismos fisiopatolégicos este modelo também tem sido
empregado para testar tratamentos terapéuticos, como por exemplo, a terapia

génica.
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Fortes indicios mostram que a bestrofina-1 pode ndo ser apenas uma CaCC,
mas também estar envolvida como reguladora de transporte de ions. Argumentos
gue apoiam a primeira op¢ao fundamentam-se em observacdes segundo as quais
mutacgOes resultam na troca de certos aminoacidos alteram a permeabilidade e a
condutancia do canal (revisado por HARTZELL et al., 2008). E a segunda opcao &
justificada pelas particularidades entre as bestrofinas e CFTR (do inglés, Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator), pois este também esta
relacionado ao transporte de ions de CI" que por sua vez também regula outras
proteinas de transporte de membrana. Camundongos knockout CFTR também néo
exibem o fendtipo esperado, neste caso, problemas pulmonares. Assim como
BEST1, h& relatos de mais de 100 muta¢cBes descritas encontradas nos pacientes
com Fibrose Cistica. Portanto € possivel que bestrofina-1 atue da mesma forma,

regulando a atividade de outras proteinas (revisado por HARTZELL et al., 2008).

Estudos cristalograficos da proteina de uma espécie de frango (Gallus gallus),
gue apresenta 74% de similaridade com BEST1 humano revelaram que a mesma
apresenta a estrutura do canal de CI ativado por Ca’. Este e entre outros estudos
similares confirmam a permeabilidade ao CI' e também a outros ions e, a
impermeabilidade ao S0%, (DICKSON; PEDI; LONG, 2014). Bestrofina-1 também é
permedvel ao anion bicarbonato (HCO73) e, possivelmente funciona com um canal de
HCO’; considerando-se que este anion participa de processos fisioldgicos da retina
(QU et al., 2008).

Novas evidéncias adicionaram a lista outros elementos aos quais a bestrofina-
1 seria permeavel, o que auxiliaria, de alguma forma, na elucidagdo do mecanismo
fisiopatoldgico da DMVB. Estudos permitiram hipotetizar um mecanismo de liberacéo
de GABA (4cido y-aminobutirico) (LEE et al., 2010) e glutamato (WOO et al., 2012)
através do canal de CI da bestrofina-1 nas células da glia cerebelar e astrdcitos. E
possivel que a bestrofina atue sinergisticamente com GABA e glutamato inibindo as
sinapses no sistema nervoso central (LEE et al., 2010; WOO et al., 2012).

Todos estes achados contribuiram para o esclarecimento do mecanismo do
desenvolvimento da DMVB, mas os detalhes permanecem desconhecidos. Acredita-
se que as lesbes que ocorrem em DMVB devem ser ocasionadas devido ao

rompimento da homeostase desencadeado pelo transporte idnico defeituoso, tendo
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em vista as diversas funcdes EPR na retina tais como: secre¢cdo de hormonios
paracrinos; transporte epitelial, fagocitose dos segmentos externos dos
fotorreceptores (SEF) (HARTZELL et al., 2008).

Se o transporte ndo acontece corretamente, hd a perda da integridade da
interface entre o EPR e os fotorreceptores resultando no acumulo de fluido no
espaco sub-retiniano. Esta interface debilitada pode resultar no transporte anormal
de retindide (substancia participante do ciclo visual) e prejudicar a fagocitose dos
SEF pelo EPR. A partir deste material acumulado, presentes no SEF, ha a promocéao
da formacdo do A2E e outros componentes da lipofuscina. Esta ndo é degradada e
acumula-se em granulos, a taxa e nivel de acumulo deve desempenhar o papel na
gravidade da doenca (Figura 8) (BOON et al.,, 2009; HARTZELL et al., 2008;
MARMORSTEIN et al., 2009).

Photoreceptor

FIGURA 8 — MECANISMO POSTULADO PARA O ACUMULO
DA LIPOFUSCINA EM DMVB. Fonte: HARTZELL et al., 2008.

2.4.1 Topologia da proteina

Dois modelos topolégicos similares (localizacdo das estruturas intra e
extracelulares e que atravessam a membrana) foram sugeridos para esta proteina.

Ambos sugerem que o N e C terminais se localizam no lado intracelular. No modelo
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de Tsunenari et al. (2003) a proteina apresenta 5 dominios transmembrana (DTMs,
1,2, 4,5 e 6) e apenas um dominio intracelular (DTM 3). O modelo Milenkovic et al.
(2007) caracteriza a proteina como tendo 4 DTMs (DTMs 1, 2, 5 e 6) que
atravessam a membrana e outros 2 dominios que ndo a atravessam, mas participam
na formacéo do loop intracelular hidrofébico (DTMs 3 e 4). Este ultimo é o modelo

mais aceito. Na Figura 9 estéo representados os dois modelos.

A B

extracellular g,

IR

FIGURA 9 - MODELOS TOPOLOGICOS DA PROTEINA BESTROFINA-1.

A: modelo de Milenkovic (2007) apresenta os DTMs 1, 2, 5 e 6 atravessando a membrana e os DTM

3 e 4 formando o loop citoplasmatico; B: Modelo de Tsunenari (2003) mostra os DTMs 1,2,4,5¢e 6

atravessando a membrana formando o loop extracelular e o DTM 3. Fonte: MILENKOVIC, et al.,2007.
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Os residuos do C-terminal onde se encontram a maioria das mutacdes na
bestrofina-1 sdo altamente conservados, sugerindo que esta porcdo exerce um
critico papel funcional (BURGESS et al.,, 2008). No trabalho de Xiao et al. (2008)
investigaram 35 mutacdes sem sentido entre os aminoacidos 293 ao 323 sendo que

apenas duas mutacdes produziram canais funcionais (F298W E T307S).

Em estudo recente, os autores reportaram que os aminoacidos 300 ao 304 na
proteina séo criticos para seu funcionamento, pois se concentram em torno do canal
de Ca?', alguns fazendo contato fisico e outros auxiliando no aumento da
concentracdo de Ca**. Mutacdes em alguns destes aminoacidos podem prejudicar a
funcao do canal (DICKSON; PEDI; LONG, 2014).

Acredita-se que as bestrofinas sdo proteinas homo-oligoméricas (duas ou
mais cadeias polipeptidicas idénticas). No entanto desconhece-se qual o numero
real de subunidades constituintes, podendo ser tetraméricas (BHARILL et al., 2014)

ou pentaméricas (SUN et al., 2002).

As bestrofinas sdo uma familia de proteinas relativamente conservadas. Foram
descritas primeiramente em Caenorhabditis elegans, que apresenta 25 paralogos da
bestrofina. Sequéncias homologas foram identificadas em animais, fungos,
procariotos, mas ndo em protozoarios e plantas. Através de andlise filogenética
acredita-se que surgiram por duplicacdo e divergéncia de uma proteina comum ha
700 milhdes de anos. Altos niveis de similaridade s&o encontrados em regides N-
terminais enquanto as C- terminais se diferenciam consideravelmente entre os
paralogos (MILENKOVIC et al., 2008). Os DTMs 2, 5 e 6 sédo altamente conservados

da bactéria aos humanos.
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3 JUSTIFICATIVA

Padrbes de heranca e mecanismos genéticos associados a Distrofia Macular
Viteliforme de Best sdo pouco entendidos. Desta forma, a analise do gene BEST1
podera contribuir para uma melhor compreensédo da fisiopatologia da doenca. A
caracterizagdo das mutacBes associadas a DMVB poderd ser atil no
aconselhamento genético e na clinica oftalmoldgica gerando informag¢des mais
especificas sobre a natureza da doenca. Com isso uma melhor orientacdo ao
paciente sobre o componente genético da sua doenca e probabilidade desta
caracteristica ser transmitida para as proximas geracfes. Outra relevancia é a
caracterizacdo das mutacdes em familias brasileiras, considerando-se que ndo ha
estudos, até o momento, realizados a respeito de BEST1 no Brasil. Como

perspectiva a elaboracéo de kits que possam auxiliar no diagnaostico.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL
Analisar variacdes nucleotidicas no gene BEST1 em pacientes com DMVB e

seus familiares.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Caracterizar variantes no gene BEST1 em pacientes e familiares com DMVB.

2) Inferir os padrdes de heranca e segregacao destas variantes nas familias e

sua relacdo com a DMVB.

3) Comparar os dados da variabilidade genética no gene BEST1 e aqueles

disponiveis em banco de dados.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

A amostra foi composta por 9 pacientes atendidos na Clinica Retina e Vitreo
Consultoria em Curitiba-PR e 14 familiares, totalizando 23 individuos, pertencentes a
4 familias ndo relacionadas entre si. As coletas de amostras sanguineas para
analises genéticas s6 ocorreram apds a aprovacio do projeto pelo Comité de Etica
do Hospital das Clinicas, parecer N°518.120 em 31/01/2014.

5.2 COLETA DE SANGUE PERIFERICO E EXTRACAO DE DNA

Na amostras de 8 ml de sangue periférico (2 tubos de 4 ml) foram coletadas
de todos os individuos. Conforme o protocolo, os tubos com amostras sanguineas
foram submetidos a centrifugacdo para que ocorra a separacdo da camada de
células mononucleares. Apds isso, o0 DNA foi extraido utilizando-se da técnica de
salting out de Miller (1988) modificada. Depois da extracdo, o DNA foi quantificado
por absor¢do 6ptica, usando o espectofotdmetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).
As concentragdes das amostras foram ajustadas em 50 ng/pl de DNA.

5.3 AMPLIFICACAO DO GENE BEST1

Dez éxons do gene BEST1 foram amplificados: éxons 1 e 3 ao 11. Foram
utilizados 8 pares de primers sendo que aqueles que amplificaram os éxons 1, 3, 5,
6, 7, 10, 11 foram projetados através do programa Primer 3 Plus (UNTERGASSER
et al., 2012); os pares que amplificaram os éxons 4, 8 e 9 foram descritos por Low et
al. (2011). Para verificar a especificidade das sequéncias foi utilizado o programa

Primer Blast. Suas respectivas sequéncias encontram-se na Tabela 3.
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TABELA 3 - SEQUENCIAS DOS PRIMERS PARA AMPLIFICACAO DO GENE BEST1.

Identificagéo Sequéncia (5" 3") Exons Tamanho do produto (pb)
Best_Ex1 F CCAAGCAACACCATCCTTTT

Best Ex1_R CTGGGGCACCTTGTACTCAC ! 048
Best Ex3_F GAGGCAGTCCCACTCCTACC

Best Ex3_R GCAGCTCCTCGTGATCCTC 3 218
Best Ex4_F CTAGGCCCGCTCGCAGCAGAAAGC 401
Best_Ex4_R CTTCCATTCCTGCCGCGCCCATCTC

Best Ex5-6_F TAAATACCCTGCCCACATGC - 951
Best Ex5-6_R GGCACTTCAAAGTCCAGACC

Best Ex7_F TGTGCAAGTCAGAACAAGGC

Best_Ex7_R GGAACAAGACAGCCCAACAG ! 043
Best_Ex8-9 F GCTGGCTTTGAGGAGTTCTGCCTG

Best_ Ex8-9 R GTGCTATTCTAAGTTCCTAGGCAG 8e9 75
Best Ex10_F ATGGTGAGGAAGACGGTGTG

Best Ex10 R GTGAGAAAAGGTCCCGAACA 10 972
Best_Ex11 F GGTTGCAGTGAGATTGAGCA 1 288

Best Ex11. R GGCTAATTTCCCCATAGCCG

A amplificacdo por PCR (Polymerase Chain Reaction) foi realizada no
termociclador Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems); os reagentes utilizados
na amplificacdo estéo listados nas Tabelas 4 e 5. Os detalhes referentes aos ciclos

de amplificacédo estédo contidos na Tabela 6.

TABELA 4 - REACAO DE AMPLIFICACAO DOS EXONS 1,3,5,6,7,10 E 11.

REAGENTES VOLUME
Tampéo (10x) 2,50 yL
Primer Forward (10 pmol) 1,25 pl
Primer Reverse (10 pmol) 1,25 pl
MgCl, (50 mM) 0,75 pl
Taq (5 U/ul) 0,20 pl
dNTP (10 mM) 0,50 pl
DNA (50 ng/ul) 2,00 pl
H,0 16,55 pl

Total 25,00 pl
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TABELA 5 - REACAO DE AMPLIFICACAO DOS EXONS 4, 8 E 9.

REAGENTES VOLUME
Tampéo (10x) 2,50 pl
Primer Forward (10 pmol) 0,50 pl
Primer Reverse (10 pmol) 0,50 pl
MgCl, (50 mM) 0,75 i
Taq (5 U/pul) 0,20 pl
dNTP (10 mM) 0,50 pl
DNA (50 ng/ul) 2,00 pl
H,0 18,05 pl
Total 25,00 pl

TABELA 6 - CICLOS DE AMPLIFICACAO.

N° DE
CICLOS

EXON1 EXON3 EXON4 EXON5-6 EXON7 EXON8-9 EXON10 EXON 11

Denaturacéo
nicial ¢ 94°C 2 94°C 20 94°C 2 94°C 2 94°C 2 94°C 2 94°C 20 94°C 2 1
nicial

Denaturagdo 94°C 30" 94°C 30" 94°C 30" 94°C 30" 94°C 30" 94°C 30" 94°C 30" 94°C 30" 35
Anelamento 62°C 30” 68°C 30” 64°C 30” 68°C 30” 59°C 30” 64°C 30” 64°C 30” 68°C 30”

Extenséo 72°C 45" 72°C 45" 72°C 45" 72°C 45" 72°C 45” 72°C 45" 72°C 45" 72°C 45"

Extenséao
Einal 72°C 100 72°C 10" 72°C 10° 72°C 10 72°C 10° 72°C 10° 72°C 10" 72°C 10 1
inal

Resfriamento 4°C © 4°C ® 4°C o 4°C w 4°C o 4°C = 4°C o 4°C = o

A confirmagao da amplificagéo foi obtida corando-se as amostras amplificadas
com azul de bromofenol e GelRed™ (Biotium). As amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1% a 80 V durante 45 minutos e visualizadas em

fototransiluminador (Figura 10).
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FIGURA 10 - RESULTADO DA CORRIDA ELETROFORETICA DO PRODUTO AMPLIFICADO DO
EXON 10 EM GEL DE AGAROSE 1%.

5.3.1 Purificacdo dos produtos amplificados para sequenciamento

Apo6s a amplificacdo dos respectivos éxons, os produtos amplificados foram
submetidos a um processo de purificacdo através da utilizacdo de duas enzimas —
Exonuclease | (EXO I) e Fosfatase alcalina de camarédo (SAP — Shrimp Alkaline
Phosphatase). A acdo conjunta destas duas enzimas elimina possiveis primers ndo
incorporados, DNA simples fita e também dNTPs que restaram ao final da reagéo de
amplificacdo. Todos estes subprodutos devem ser eliminados pela possivel
interferéncia na etapa do sequenciamento. Os reagentes utilizados nesta etapa se
encontram na Tabela 7 e o ciclo de purificacado est4 descrito na Tabela 8. Para esta

etapa foi utilizado o termociclador Veriti® Thermal Cycler (Applied Biosystems).

TABELA 7 - PURIFICACAO COM EXO/SAP.

REAGENTES VOLUME
Tampéao 1,0 pl
EXO (1UV) 1,0 ul
SAP (10U) 2,0 ul
Amplicon 10,0 pl

Total 14,0 pl




TABELA 8 - CICLOS DE PURIFICAQAO.
ETAPAS TEMPERATURA TEMPO
Ativag&o da Enzima 37°C 30’
Desativacdo da Enzima 80°C 15
Resfriamento 4°C 0

5.4 REACAO DE SEQUENCIAMENTO DO GENE BEST1
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Para a reagdo de sequenciamento foi utilizado o Kit de sequenciamento Big

Dye® v. 3.1(Life Technologies). Os reagentes utilizados nesta etapa se encontram

na Tabela 9 e as condicOes de ciclagem estdo na Tabela 10, o aparelho utilizado

para o sequenciamento foi o termociclador Veriti® Thermal Cycler (Applied

Biosystems).

TABELA 9 - SEQUENCIAMENTO — EXONS 1,3 AO11.

REAGENTES VOLUME
H,0 4,5 pl
Tampéo 10X 1,5 ul
BigDye 1,0 pl
Primer (1,6 pmol) 1,0 pl
DNA Purificado 2,0l
Total 10,0 pl

TABELA 10 - CICLOS DA REACAO DE SEQUENCIAMENTO.

Denaturacao Inicial
Denaturacao
Anelamento

Extensao

ETAPAS TEMPERATURA  TEMPO  N°DE CICLOS
96°C 1 1
96° C 15”
54°C 15” 35
60°C 2
4°C © 0

Resfriamento




5.4.1 Eletroforese de capilar

Apés a reacdo de sequenciamento foi realizada a precipitacdo do DNA
sequenciado por meio de acetato de sédio e etanol (absoluto e 70%). Terminada
esta Ultima etapa o DNA precipitado foi ressuspendido em 12 uyl de Formamida
Hi-Di® (Life Technologies) e submetido & corrida eletroforética em capilar de 36 cm

utilizando o aparelho ABI Prism 3130 (Applied Biosystems).

5.5 ANALISE DOS RESULTADOS

Os eletroferogramas gerados foram visualizados no programa Sequencing
Analysis e analisados no programa SeqScape v.2.6. Cada SNP encontrado foi

manualmente anotado e comparado com as bases de dados dbSNP.

O alinhamento das sequéncias proteicas foram feitos utilizando-se a
ferramenta online Mutation Taster (Figura 11).

species match
Human
mutated all conserved

Ptroglodytes all identical

Mmulatta all identical
Fcatus not conserved
Mmusculus all identical
Ggallus all identical
Trubripes no heomologue
Drerio all identical

Dmelanogaster all identical
Celegans all identical
Xtropicalis all identical

FIGURA 11 - EXEMPLO DE ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DA PROTEINA BESTROFINA EM

gene

ENSPTRGE888BBB3T56
ENSMMUGEee886815147
ENSFCAG2888008087 388
ENSMUSGeeaae837418
ENSGAL G@8aesea7217

ENSDARG@@@e8e878331

FBgnee4e23s
CeiB12.3

ENSXETGBO@eeee674a

aa alignment

134 LLRRTLIRYANLGNVLILRSVSTA
134 LLRRTLIRYAN GNVLILRSVST

134LLRRTLIRYANGNVLILRSVST

134LLRRTLIRYANGNVLILRSVST

164 X X XXX XXX XXXXGNVLILRSVSA

134LLRRTLIRYAIGQVLILRSIST

134LLRRTLHRYSNCSVLILRSVST

134LIRRSLHRYANSGILIYRSVST
135]’“4RRTIHRYVCCLTMVLANVSP
134CVRRNCIRYSITQAMVYRDVAA
134I'1LRRTLI"'IRYANTGLLILRSVST

DIFERENTES ESPECIES. Fonte: Mutation Taster.
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6 RESULTADOS

6.1 SNPs E INDEL NO GENE BEST1 EM PACIENTES E FAMILIARES COM DMVB

Os SNPs e a variacéo Indel descritos estdo representados em heredogramas
e tabelas. Foram encontrados 19 SNPs e 1 Indel, todos eles ja caracterizados em
estudos anteriores e reportados na literatura. Dentre esses, 10 SNPs foram
observados em regido codificante sendo 4 deles mutacdes nao sinbnimas ou de
sentido trocado (missense) e, as 6 restantes, mutacées sindnimas. Em regides
intronicas foram observados 9 SNPs e 1 Indel. A relacdo dos polimorfismos descritos

no presente estudo estdo na Tabela 11.
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TABELA 11 - SNPS, NUMERO NO dbSNP, LOCALIZAQAQ, NATUREZA DA MUTACAO,
SIGNIFICADO CLINICO E FREQUENCIA NAS FAMILIAS INVESTIGADAS.

ALTERACAO EXON/ ALTERAGCAODE IMPORTANCIA .
NUCLEOTIDICA N" dbSNP INTRON AMINOACIDO CLINICA FREQUENCIA®
c.-599 G>C rs972355 1 Néo Desconhecida 0,35 (16/46)
€.-329C>T rs972354 1 N&o Desconhecida 0,22 (10/46)
c.-221T>C rs972353 1 Néo Desconhecida 0,35 (16/46)
c.201G>C rs1801393 3 p.Leu67= Sinbnima 0,06 (3/46)
c400C>G - 4 p.Leul34Vval Prov. Deletéria 0,04 (2/46)
.422 G>A rs121918284 4 p.Arg141His Deletéria 0,06 (3/46)
c.482-24 C>T rs760306 IVS4 N&o Desconhecida 0,28 (13/46)
€.636+35 T>A rs202092275 IVS5 Néo Desconhecida 0,02 (1/46)
c.636+44 C>T rs195162 IVS5 N&o Desconhecida 0,93 (43/46)
€.636+113T>G rs195161 IVS5 N&o Desconhecida 0,59 (27/46)
€.637-72G>T rs741886 V5 Né&o Desconhecida 0,04 (2/46)
€.653 G>A rs281865239 6 p.Arg218His Deletéria 0,09 (4/46)
€.715-19 715-

18insTCCTCCTCC rs113492158 IVS6 Né&o Desconhecida 0,91 (42/46)
c.910 G>A N&o possui 8 p.Asp304Asn Deletéria 0,09 (4/46)
c.1023 C>T rs1801390 9 p.Pro341= Sinbnima 0,13 (6/46)
c.1410G>A rs149698 10 p.Thr 470= Sinbnima 0,37 17/46
¢.1557C>T rs1800008 10 p.Ser519= Sinbnima 0,02 (1/46)
€.1608T>C rs1800009 10 p.Thr536= Sindnima 0,13 (6/46)
€.1740-42G>T rs195155 IVS10 Néo Desconhecida 1 (46/46)
c.*133T>C rs1801621 11 Né&o Desconhecida 0,11 (5/46)

*ENTRE PARENTESES O NUMERO DE ALELOS.

c. = codificante
p.= proteina

IVS= Intervening sequence
€.715-19_715-18insTCCTCCTCC — uma insercao de 9 pares de base entre o nucleotideo 18 e 19 anteriores ao

inicio do éxon 7.
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FAMILIA 1:

Na familia 1 foram identificados 5 SNPs, 3 localizados em regido codificante;
sendo 2 deles relacionados a mutacdes de sentido trocado (Leul34Val e
Argl41His) e 1 mutacéo sindnima; 2 SNPs em regides intronicas; 1 Indel (Tabela
12). Abaixo estédo representados os familiares portadores das mutacdes Leul34Val
e Argl41His e o paciente que manifesta a DMVB (Figura 12). A genotipagem do
individuo 1I-2 foi repetida e confirmou-se 0 genotipo posicao ¢.1410 GG, contrariando

a segregacao mendeliana.

C0 D——o

Leu134Val Arg141His

P _I

Leu134valf Arg141H\5
Arg141His

FIGURA 12 - HEREDOGRAMA DA FAMILIA 1.
A seta esté indicando o probando.

TABELA 12 - SNPs E INDEL GENOTIPADOS NA FAMILIA 1.

SNPs INDEL
REGIAO CODIFICANTE REGIAO INTRONICA
O
.
o

[ A v 9
. — < A O
Indiv. o g < % g </¥ O (: ':|I B

A X W A < © n @ < o o o
ORI 03 3 85 3 T 3 i < 2
o 5 A N o o S Y 5 © o © o n 0
o O I~ N = <t & < ™M O ™M O - C
S )] < << o — = © < © < ~ ®
s o @ s o © s o 9 s @2 s 92 o -
11-1 CG. GG GA CT TG Heteroz.
-2 GG GA AA TT GG Homoz
-1 CG GA AA TT GG Homoz.
-2 GG GA GG TT TG Heteroz.

Homoz.= Homozigoto; Heteroz= heterozigoto
c.= codificante; p.= proteina
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FAMILIA 2:

Na familia 2 foram identificados 10 SNPs; 3 localizados em regido codificante
(mutacdes sindnimas), 7 mutacdes em regido intronica e 1 Indel (Tabela 13). Abaixo
esta representado o heredograma desta familia (Figura 13), os pacientes estao

marcados em preto.

4
]

4

I ﬂ-—o
| o
o A #—0
L]
v m O

FIGURA 13 - HEREDOGRAMA DA FAMILIA 2.

A paciente llI-1 néo foi genotipada.

TABELA 13 - SNPs E INDEL ENCONTRADOS NA FAMILIA 2.

SNPs INDEL
REGIAO CODIFICANTE REGIAO INTRONICA
n
O
cg O
2 < [ Q - 5
. - - AN Te]
Indiv. o oo < o . é\) Iﬁ g G ; R lg_) g
S\) © 6 ao A o N o A < S\) m G © W AN g N o dH g O«
o3} <™ O o0 w o wlfouJaogomoao v 0© 4 © FJ O o
Qo omod S © 5 ™5 ® 53 O @ 4+ O + A 4+ oA T =
- O NOO dx ;2P N d g O o  d © W © w1 o M
o< O IS5 I M M A ™M ©m O m o m O A c <
N LA AR S @ e o F s © & o A © A~ pod
0.2 6ol ot 5.0 3L 5.0 L S0 oL o saD
-2 GG CT GG GC CT TC CT TA TT TG Homoz.
-4 GG GA GC CcC TC CT TT TT TG Homoz.
-2 GG CcC GG CcC CT CcC TT TT TT TT Homoz.
-3 GG CT GA GC CT TC CT TT TT TG Homoz.
-4 GC cC GA GC CcC TC CcC TT TT GG Homoz.
V-1 GC CcC GG CcC CcC CcC TT TT TT TT Homoz.
V-2 GC CcC GG CcC CT CcC TT TT TT TT Homoz.

Homoz. = Homozigoto; c.= codificante; p.=proteina
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FAMILIA 3

Na familia 3 foram detectadas 12 SNPs; 4 localizados em regido codificante, 1
mutacédo de sentido trocado e 3 sinbnimas; 8 em regido intrénica e 1 Indel (Tabela
14). Abaixo esta representado os familiares portadores da mutagéo de sentido
trocado Asp304Asn (Figura 14).

1 2 3

Asp304Asn  Asp304Asn  Asp304Asn

FIGURA 14 - HEREDOGRAMA DA FAMILIA 3.

TABELA 14 - SNPS E INDEL ENCONTRADOS NA FAMILIA 3.

SNPs INDEL
REGIAO CODIFICANTE REGIAO INTRONICA
5 4

33 3 3
(] = [Ce) [l

0 [ o ,
Indiv. = S s e % £ oK S
< = (@) O ~ =
F3he 8 2 8 K 2 3R 38 2 438
O ms & = 5 O [ N o N & 3 O
S8 8 & § § 8§¥-8 B & g
o <o F < — o @ o S N A © © by ~
606 6 O J S %] %] 6.~ O 6 o 5] G
-5 GA GG CC TT GC CT TC CT TT TG GG TT Homoz
-6 GG GA CT TT GG CT TC CT TC TT GT TT Homoz
m-1 GA G/IA CC TT GC CT TC CT TC TG GT TT Heteroz.
m-2 GA GIG CC TT GC CT TC CT TT TG GG TT Homoz.
m-3 GA GG CC TC GC cc TTr C¢€cCc TT TG GG TC Heteroz.

Homoz. = Homozigoto; Heteroz.= heterozigoto
c.= codificante; p.=proteina



FAMILIA 4

resultaram em 1 mutacao de sentido trocado e 3 sinbnimas; 6 em regido intrénica e

1 Indel (Tabela 15). Abaixo estdo representados os familiares portadores da

Nesta familia foram encontrados 10 SNPs; 4 em regido codificante, que

mutacéo Arg218His (Figura 15).

Arg218His

|
0

3

|
0 o

4

o

Arg218His Arg218His Arg218His

FIGURA 15 - HEREDOGRAMA DA FAMILIA 4.

A seta estd indicando o probando.

TABELA 15 - SNPs E INDEL OBSERVADOS NA FAMILIA 4.

SNPs INDEL

REGIAO CODIFICANTE REGIAO INTRONICA
4 0
b= 3 O
= £ o 5
Indiv ) = = N A g O
T N £ > Q ~ 0 O ™ - ~ 5
AN O g & O ) A A < = A o O
OX o3 o © S 5 Q 5 8 5 'z
22 82 ss 8 & § § 8§ 8 & 5 2
© < a4 a2 o © ? o < © 5 ~ %
(&) o (&) o (&) < (&) (&) O (&) (&) (&] (&) (&) —
-1 GA CcC GA TC GG cC TT ccC GG TC Homoz
-2 GG CccC GA TC GC cC TC CT TG TC Homoz.
11-3 GG CT GG TT GC CT TC CT TG TT Homoz.
V-1 GA CcC GA TC GG cC TT CcC GG TC Homoz.
V-2 GA ccC GA TC GG cC TT ccC GG TT Homoz.
V-3 GA cC GA TC GG cC TT cC GG TC Homoz.
V-4 GG cC AA TT GG cC TT cC GG TT Homoz.
Homoz. = Homozigoto; c.= codificante; p.=proteina; FO10* = irmao de I-2, ndo representado no heredograma.
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6.2 SEGREGACAO DOS SNPs E INDEL NAS FAMILIAS E SUA RELACAO COM A

DMVB

Muito embora o nimero de familias tenha sido insuficiente para andlises de

segregacdo mais robustas, em algumas destas familias foi possivel relacionar a

presenca da mutacdo com alguns sinais clinicos, mediante a observacao e relagcéao

da mutacdo com a caracteristica ha geracao parental e subsequentes geracoes.

6.3 COMPARACAO DA SEQUENCIA PROTEICA DO GENE BEST1

O alinhamento das sequéncias proteicas e comparacdes entre diferentes

espécies foram realizadas para atestar o estado de conservacdo dos aminoacidos e

o carater mutacional nas familias investigadas. Pode-se observar a seguir que a

sequéncia é altamente conservada.

FAMILIA 1: MUTAGOES LEU134VAL E ARG141HIS

species

Human
mutated
Ptroglodytes
Mmulatta
Fcatus
Mmusculus
Ggallus
Trubripes
Drerio
Dmelanogaster
Celegans
Xtropicalis

species

Human
mutated
Ptroglodytes
Mmulatta
Fcatus
Mmusculus
Ggallus
Trubripes
Drerio
Dmelanogaster
Celegans
Xtropicalis

match

all conserved
all identical
all identical
not conserved
all identical
all identical
no homologue

all identical
all identical
all identical
all identical

match

not conserved
all identical
all identical
all identical
all identical
all identical
no homologue

all identical
not conserved
all identical
all identical

gene

ENSPTRGO@OEB083756
ENSMMUGe&8@a80815147
ENSFCAGR@9e8087388
ENSMUSGeaeeas37418
ENSGALGeaeesne7217

ENSDARGE&8@8078331
FEgneed4e238
€91B812.3
ENSXETGRE0@8086748

aa alignment

134 LLRRTLIRYANLGNVLILRSVSTA
134 LLRRTLIRYAN GNVLILRSVST

134LLRRTLIRYANGNVLILRSVST

134LLRRTLIRVANGNVLILRSVST

164 XX XXX XXX XXXXGNVLILRSVSA

134LLRRTLIRYAIGQVLILRSIST

134LLRRTLHRVSNCSVLILRSVST

134LIRRSLHRVANSGILIYRSVST
135]"11-1RRTIMRYVCCLTMVLANVSP
134CVRRNCIRVSITQAMVYRDVAA
134I'1LRRTLMRYANTGLLILRSVST

L= LEUCINA (LEU)

gene

ENSPTRGOE@880883756
ENSMMUGBE8e8815147
ENSFCAGEBE800887388
ENSMUSGeeaaad37418
ENSGALGeeeeasa7217

ENSDARGe&aesa/8331

FBEgne@4e23s
CeiB12.3

ENSXETGR@8e88e8674e

aa alignment

141RYANLGNVLILRSVSTAVYKRFPS

14IRYANLGNVLILHSVSTAVYKRFP
141RYANLGNVLILHSVSTAVYKRFP
lleYANLGNVLILHSVSTAVYKRFP
1?1XXXXXGNVLILESVSAAVYKRFP
141RYAILGQ\I'LILmSISTSVYKRFP
141RYSNLCS\.I’LILESVSTAVYKRFP

141RYANLSGILIYESVSTAVYKRFP
142RYVCLCLTMVLANVSPRVKKRFP
1£11RYSILTQAMVYHDVAASVRKRFP
141RYANLTGLLILESVSTAVYMRFP

R= ARGININA (ARG)
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FAMILIA 3: MUTACAO ASP304ASN.

D= ASPARAGINA (ASP)

FAMILIA 4: MUTACAO ARG218HIS.

R= ARGININA (ARG)



42

7 DISCUSSAO

FAMILIA 1

A paciente heterozigota composta (II-1) apresenta duas mutagcdes de sentido

trocado: Leul34Val e Argl41His, sendo apenas esta Ultima relacionada a doenca.

A mutacdo Leul34Val foi relatada em trés trabalhos anteriores (MARCHANT
et al., 2007; BOON et al., 2007; BOOIJ et al., 2010). Marchant e colaboradores
foram os primeiros a descrevé-la e relatar que afetava um residuo de aminoacido
conservado na cadeia proteica. Boon et al. (2007) a encontrou associada com a
mutacdo Alal95Val em casos de DVM e BOOIJ et al. (2010) encontrou a mesma
combinagéo (Leul34Val e Alal95Val) em um caso de DMVB. Observando o padrdo
de segregacao nesta familia, ndo foi possivel observar a variante segregando com a

doenca, visto que o seu pai (I-1) portador desta mutacao ndo apresenta DMVB.

A substituicdo relatada ndo muda a natureza do aminodacido, pois tanto
leucina quanto valina séo polares (MARCHANT et al.,, 2007). Sabe-se que esse
residuo esta localizado entre o DTM 2 e 3 (aminoé&cido 130 ao 149) e que faz parte
do loop citoplasmatico (MILENKOVIC et al., 2007). Entretanto, desconhece-se 0
impacto dessa mutacdo. Filogeneticamente, a substituicdo de um aminoacido
altamente conservado (Leu), permite hipotetizar sobre sua importancia na funcéo da

bestrofina.

A mutacdo Argl41His foi descrita primeiramente por Kramer et al., (2000) em
um individuo com uma mutacéo intrénica (IVS5G>C) e Lotery et al. (2000) que néo
detalhou a ocorréncia. Em ambos os trabalhos a presente mutagdo nao foi
encontrada em controles saudaveis. Varios outros trabalhos também descreveram
casos de mutacdes bialélicas associadas com a mutacdo Argl41His. No estudo de
Kinnick et al. (2011) os autores apresentaram pacientes diagnosticados com
DMVAR, portadores desta mutacdo juntamente com a Prol52Ala e outro com
Alal95Val. Schatz et al. (2006) observaram um caso de uma familia na qual a
referida mutacdo esta presente juntamente com uma mutacdo sem sentido,
Tyr29stop, em duas irmas e o autor denominou o caso como DMVB atipico. Em
outro trabalho relataram um caso de homozigose para a referida mutacdo, quadro
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clinico condizente com BAR (MACDONALD et al.,, 2012). Avaliando o padrdo de
segregacao para esta mutacdo, a mée (I-2) portadora da mutagcédo, assim como pai
também néo apresenta sinais clinicos da DMVB e, portanto nédo foi possivel observar
a segregacao da mutacdo com a doenca. A irmd da paciente (lI-2) também é

portadora desta mutacao.

Quanto ao padrao de heranca, foi possivel observar um padrao autossémico
recessivo nesta familia, haja visto que os pais, ambos portadores isolados de uma
das mutagcbes, sdo individuos normais. Mutacdes nesta regido, afetando os
aminoécidos 141 e 289, estdo associadas a forma recessiva, como observada no
trabalho de Kinnick et al. (2011).

Assim como o aminoacido 134, este também esta localizado entre o DTM 2 e
3. A alteracdo (arginina para histidina) ndo muda drasticamente a carga elétrica, pois
ambos sdo carregados positivamente. Entretanto, trata-se de um residuo
consideravelmente conservado e relativamente importante para funcdo, como

atestado no estudo de Burgess et al. (2008).

Estudos funcionais em cultura de células tém revelado que a proteina com a
mutacdo Argl41lHis, sem o alelo selvagem resulta em fendtipo nulo, desta forma
abolindo por completa a atividade do canal de CI'. Isso se deve porque esta mutacao
nao apresenta o efeito dominante negativo, como visto em outras e, portanto esta
mutacdo associada ao alelo selvagem é capaz de produzir quantidade de proteina
suficiente (BURGESS et al., 2008). Foi possivel observar esta constatacdo nesta
familia, pois apenas a paciente possui as duas mutacdes e os demais membros
apresentam apenas uma delas associada com o alelo selvagem e sao

assintomaticos.

Casos de heterozigotos compostos até o momento tém sido relatas na
maioria em casos de BAR (BURGESS et al.,, 2008; MACDONALD et al., 2012;
POMARES et al.,, 2012; SHARON et al., 2014). Acredita-se que seja caso desta
paciente, pois se trata de um caso atipico a qual ndo possui as lesdes viteliformes
tipicas, condizente com BAR, e EOG anormal com IA de 1,0. Outra caracteristica de

BAR é o0 ERG (eletrorretinograma) anormal, também apresentado por esta paciente.
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Curiosamente, seus pais também apresentam anormalidades no EOG, seu pai (I-1)

em ambos os olhos e sua mae no olho direito.

Quatro recentes evidéncias comprovaram que € possivel herdar DMVB em
uma forma recessiva. Como é o caso de 4 familias de heterozigotos compostos
(incluindo mutacdes de sentido trocado e de mudanca de matriz de leitura)
(KINNICK et al., 2011). Em outro caso um paciente afetado pela mutacdo Argl41His
e outro alelo pela mutacdo Argl41Ser (IANNACCONE et al., 2011), terceiro caso de
2 afetados em uma familia homozigotos para mutacdo de mudanca de matriz de
leitura Leud472ProfsX10 (BITNER et al., 2011). O quarto caso, 3 irmaos
heterozigotos compostos para as mutacdes L41P e 1201T (ZHAO et al.,, 2012).
Considerando as muta¢des encontradas e os relatos na literatura o diagnéstico é
compativel com BAR, no entanto novas avaliacdes oftalmoldgicas séo necessarias
para confirmacdo do diagndstico. Esse caso em especial retrata a importancia da

correlacéo genotipo e fenotipo.

FAMILIA 2

Nesta familia nenhuma mutacdo foi encontrada na regido codificante;
entretanto o éxon 2 ndo foi amplificado, dai a impossibilidade de se afirmar a
inexisténcia de mutacdo em regido codificante. O padrdo de heranca parece ser
consistente com padrdo dominante, entretanto ndo ha informagfes disponiveis

guanto a ocorréncia em geracdes anteriores.

Recentemente foi delimitada a regidao promotora suficiente para a expressao
do gene na EPR (-154 a + 38 pb) (ESUMI et al., 2007). Apesar de alguns trabalhos
relatarem mutac¢des na regido promotora e intrénica, até 0 momento nao foi possivel

confirmar a relacdo entre as mutagdes nesta regido com a doenca.

Trata-se de uma familia com ascendéncia alema, sem resultados do EOG e

com caracteristicas tipicas, quanto o padréo de lesdo de DMVB.
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FAMILIA 3

A familia apresenta a mutacdo Asp304Asn em heterozigose, até o0 momento
ela ndo se encontra descrita em nenhum trabalho, apenas indexada nas bases de
dados Vision Database - Universidade de lowa e Retina Internacional. Segundo
Edwin Stone da Universidade de lowa, responsavel pelo estudo, esta mutacéo foi
encontrada em apenas um individuo com sinais clinicos de DMVB (informacao
pessoal). No nosso trabalho foi encontrada nos 4 individuos portadores de DMVB,
pai e os 3 filhos afetados pela doenca. Observando o padréao de segregacao, pode-
se observar que esta mutagcdo segrega com a doenca, pois o pai (I-1) portador da
mutacdo e da DMVB e os seus filhos (lI-1; 1I-2 e 1I-3) herdaram o alelo mutado e
desta forma, apresentam a doenca. Portanto € possivel identificar o padrao
dominante comumente visto em DMVB nesta familia. O aminoacido 304, como o0s
demais vistos até o momento, € conservado e as caracteristicas funcionais serdo

abordadas a seguir. Este aminoacido se encontra na regido C-terminal da proteina.

No estudo de Dickson; Pedi; Long (2014) os aminoacidos Asp301 e Asp304
sdo ligantes do Ca** e os aminoacidos ao redor auxiliam aumentando a sua
concentracdo (regido chamada de Ca** clasp). Mutacbes nestes aminoacidos sdo
conhecidas por prejudicar a funcdo do canal e sdo relativamente prevalentes nas
bestrofinopatias (TSUNENARI et al., 2006; XIAO et al.,, 2008; QU et al., 2006;
DICKSON, PEDI e LONG, 2014). As mesmas estdo contidas dentro da regido
chamada de hotspots (WHITE, MARQUARDT e WEBER, 2000). A regido terminal,
onde estdo contidas estas mutacdes, também é critica na formacéo do canal, pois a
interacdo N e C terminais € requerida para funcionamento da bestrofina-1. Estas
mutacdes se apresentam com efeito dominante negativo, que deve ocorrer porque a
bestrofina-1 se combina para formar canais heteroméricos e a associacao das duas

subunidades, mutantes e normais, a torna ndo funcional (QU et al., 2009).

No trabalho de Kranjac et al. (2009) foi avaliada a fungcdo da sequéncia de
aminoacidos asparagina na regido terminal trocando estes aminoacidos por alanina,
e conclui que os aminoacidos 301 e 304 afetam dramaticamente o canal reduzindo a
atividade de Ca**, por razbes comentadas acima. Portanto a substituicdo do
aminoacido asparagina, que é carregado negativamente, por acido aspartico, que é

polar, no aminoacido 304 prejudica o funcionamento da proteina e provavelmente
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responsavel pelo fenoétipo da doenca. Os exames disponiveis de fundo de olho
revelam possuir lesdes tipicas de DMVB. Até o momento ndo existe resultado do

EOG para estes pacientes.

FAMILIA 4

Apenas o pai é portador da mutacdo Arg218His (R218H), a qual foi herdada
pelos 3 filhos (II-1; 1I-2; 1I-3). Apenas o probando 1I-3 é afetado pela DMVB. A
mutacdo R218H foi descrita pela primeira vez por Lotery et al. (2000) que
encontraram em uma familia e em um caso isolado. Também encontraram outra
mutacdo no mesmo aminoacido R218C, que mostra ser mais prevalente em casos
de DMVB com histérico familiar. No estudo de Marchant et al. (2001) a mutacao
R218H foi encontrada em um paciente e em seu pai, este com 72 anos de idade e
gue nao possuia nenhuma alteracdo visual, concluiram que esta relacionada com
variedade fenotipica dentro das familias. No estudo posterior de Marchant et al.
(2007) a mutagdo R218H foi novamente relatada em 2 familias e em 3 casos

isolados.

Pode-se observar que a mutagcédo nao segregou com a doencga, o0 que poderia
ser atribuido a outros fatores como, por exemplo, a penetrancia incompleta. Os pais
sao primos em primeiro grau caracterizando uma relacdo consanguinea, entretanto,
nao foi observado o padrao de recessividade (os portadores sao heterozigotos) para
esta mutagdo como é comum nos casamento entre individuos aparentados. O
aminoacido 218 é conservado, neste caso a arginina que possui carga positiva &
alterada pela histidina que apresenta um anel imidazol que provavelmente altera a
estrutura segundaria ou terciaria da proteina (MARCHANT et al., 2001). Essa
diferenca quimica possivelmente afeta a fungdo da proteina e a faz perder a
capacidade de funcionar como canal de anion, como acontece com a mutacao
R218C (MILENKOVIC et al., 2011).

A penetrancia incompleta observada pode ser consequéncia da acado de
genes modificadores e fatores ambientais ainda ndo conhecidos. Como nao existem
relatos de estudos de expressdo com esta mutagdo, ndo é possivel afirmar o efeito

no funcionamento da proteina. Neste caso os pais sdo primos de primeiro grau
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caracterizando uma relacdo consanguinea, entretanto, ndo foi observado o padrao
de recessividade como € visto em casos de casamento entre individuos

aparentados.

Apenas o paciente apresenta quadro clinico da doenga e 0s sintomas comuns,
como padréo de lesdo e o valor de EOG de 1,5. Porém os demais membros da
familia ndo foram submetidos aos exames oftalmologicos especificos e nao é
possivel afirmar a inexisténcia de alguma anormalidade (apenas o irmao II-1
apresentou nos primeiros meses de vida glaucoma congénito) como alteracao de

fundo de olho ou pico do EOG diminuido.
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8 CONCLUSAO

e Das 4 familias analisadas (total de 9 individuos portadores de DMVB) apenas
em uma (contendo 3 portadores) nao foi identificado o SNP associado a
mutacdo na regido codificante. Pelo fato do éxon 2 nao ter sido amplificado &
possivel que exista alguma variagdo nucleotidica nesta regiéo.

e As variacfes nucleotidicas mais frequentes ocorreram nos éxons 4, 6 e 8
concordando com os relatos da literatura os quais afirmam que a maioria das
mutagfes se encontram nestes éxons.

e Varios SNPs foram identificados especialmente nas regides intronicas e
alguns deles préximas aos éxons. Mais estudos s&o necesséarios para
relaciona-los com a ocorréncia da doenca.

e Diferentes padrdes de heranca foram observados nas 3 familias portadoras
de mutacdes na regido codificante: na familia 1, o provavel padrao de
heranca seria recessivo, sendo a paciente heterozigota composta; nas familia
3 e 4 padrdo autossbmico dominante, nesta Ultima podendo-se observar
penetrancia incompleta.

e Apenas na familia 3 pode-se observar a mutacédo segregando com a doenga,;
no entanto seria necessario o estudo em mais familias para comprovar esse
achado.

e No que se refere a familia 1 nossos resultados auxiliaram com a avaliacdo
clinica do paciente uma vez que a caracterizagdo da mutagdo permitiu mudar
o diagnostico de DMVB para bestrofinopatia autossémica recessiva, criando
desta forma correlagéo mais acurada genotipo-fendtipo.

e Todos os aminoacidos relacionados com os SNPs associados a mutacfes
séo conservados e, portanto, devem ser relevantes para a fungéo proteica.

e Este é o primeiro estudo brasileiro que analisou o gene BEST1 em pacientes
com DMVB. Mais estudos sdo necessarios para caracterizacdo da amostra

brasileira.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Muitas mutagdes foram descritas no gene BEST1 desde que foi descrito em
1998. Com o avancar dos estudos e o melhor entendimento dos mecanismos de
regulacdo do gene, juntamente com possiveis genes modificadores ha perspectivas
de se correlacionar mutacdes em regides promotoras, intrénicas e novos sitios de
splicing com a doenca. Esses dados somados a novos achados sobre a funcéo da
proteina poderdo auxiliar na elucidacdo do mecanismo fisiopatoldgico, na
contribuicdo do gene BEST1 no acumulo da lipofuscina e no LP, e futuramente no

desenvolvimento de novos tratamentos.
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PARECER CONSUBSTANCIADO COMITE DE ETICA
HOSPITAL DE CLINICAS
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e o PARANA - HCUFPR
' PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ACHADOS CLINICOS E GENETICOS DE DOENGCAS OFTALMOLOGICAS
HEREDITARIAS

Pesquisador: Mario Teruo Sato

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 3
CAAE: 24561313.3.0000.0096
Instituicao Proponente: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana

Patrocinador Principal: Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana
Financiamento Proprio
Universidade Federal do Parana - Setor de Ciéncias da Saude/ SCS

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 518.120
Data da Relatoria: 13/01/2014

Apresentacao do Projeto:
Conforme parecer do CEP n°® 475.459 de 26/11/2013.

Objetivo da Pesquisa:
Conforme parecer do CEP n° 475.459 de 26/11/2013.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Conforme parecer do CEP n° 475.459 de 26/11/2013.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Conforme parecer do CEP n°® 475.459 de 26/11/2013.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Atendida a recomendagéao do CEP, conforme solicitado no Parecer n® 492.684 de 17/12/2013.

Recomendacdes:

E obrigatério trazer ao CEP/HC uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que foi aprovado,
para assinatura e rubrica. Apos, xerocar este TCLE em duas vias, uma ficara com o pesquisador e uma para
o participante da pesquisa.

Enderego: Rua Gal. Carneiro, 181

Bairro: Alto da Gléria CEP: 80.060-900

UF: PR Municipio: CURITIBA

Telefone: (41)3360-1041 Fax: (41)3360-1041 E-mail: cep@hc.ufpr.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO “EREIcq) orme
PARANA - HCUFPR

CEPHCUFPR

Continuagao do Parecer: 518.120

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdées:
Recomendagéo atendida adequadamente, projeto considerado aprovado.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideragées Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do HC-UFPR, de acordo com as
atribuicdes definidas na Resolugdo CNS 466/2012, manifesta-se pela aprovagao do projeto conforme
proposto para inicio da Pesquisa. Solicitamos que sejam apresentados a este CEP, relatérios semestrais
sobre o andamento da pesquisa, bem como informagdes relativas as modificagdes do protocolo,
cancelamento, encerramento e destino dos conhecimentos obtidos.

E dever do CEP acompanhar o desenvolvimento dos projetos, por meio de relatérios semestrais dos
pesquisadores e de outras estratégias de monitoramento, de acordo com o risco inerente a pesquisa. O
pesquisador deve manter os documentos arquivados sob sua responsabilidade, pelo prazo de cinco anos
ap6s o termino da pesquisa.

CURITIBA, 30 de Janeiro de 2014

Assinador por:
Renato Tambara Filho
(Coordenador)

Enderego: Rua Gal. Carneiro, 181

Bairro: Alto da Gléria CEP: 80.060-900

UF: PR Municipio: CURITIBA

Telefone: (41)3360-1041 Fax: (41)3360-1041 E-mail: cep@hc.ufpr.br
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Laboratério de Imunogenética e Histocompatibilidade (LIGH) do
Departamento de Genética da Universidade Federal do Parana
Av. Cel. Francisco Herdclito dos Santos 100

Caixa Postal 19071, CEP 81530-900, Curitiba-PR

Diretora: Profa .Dra. Maria da Graga Bicalho

Coordenador cientifico: Dr. Pablo Sandro Carvalho Santos

Identificacdo Fone/Fax (41) 3361-1729 ; Email: ligh@ufpr.br

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido:
Informacgdes para Participantes do Projeto Achados Clinicos e Genéticos de
Doengas Oftalmolégicas Hereditarias

Prezada senhora, prezado senhor,

nés, Mario Teruo Sato, Maria da Graga Bicalho, Pablo Sandro Carvalho Santos, Juliana da
Silveira Schauren e Ana Claudia Gomes Torres, pesquisadores da Universidade Federal
do Parand (UFPR), estamos convidando o(a) senhor(a), portador de doenca
oftalmoldgica, familiar ou voluntario para o grupo controle, a participar do estudo
intitulado “Achados clinicos e genéticos de doengas oftalmolégicas hereditarias”.

Este estudo est4 sendo conduzido em Curitiba, e tem o Laboratério de Imunogenética e
Histocompatibilidade (LIGH) do Departamento de Genética da UFPR, juntamente com a
clinica Retina e Vitreo Consultoria e o Centro Hospitalar de Reabilitagdo Ana Carolina
Moura Xavier como institui¢des responsaveis. Alguns passos do projeto serdo
conduzidos por alunos de pés-graduagdo do UFPR.

Resumo sobre genética e estudos genéticos:

Todas as pessoas carregam toda sua informagdo genética em cada célula do seu corpo.
Esta informacdo genética serve de modelo para o funcionamento de todas as nossas
células e est4 presente sob a forma de um acido chamado DNA. As pequenas sequéncias
que compdem o DNA sdo os genes do genoma humano, que contém cerca de 30.000
genes. Com base em estudos anteriores, temos razdes para supor que alteragdes em
certos genes envolvidos com a visdo possam causar doengas ou sindromes que afetem os
olhos.

Objetivo e duragdo deste trabalho:

Este estudo vai investigar se as pessoas que possuem alteragdes em determinados genes
s30 mais propensas a ter certas doengas que afetam os olhos com o objetivo de
aumentar o conhecimento das bases genéticas das doengas oftalmolégicas hereditérias e
contribuir para o avango cientifico. O estudo comegou em maio de 2013 e tem fim
previsto para 2023, podendo ser prorrogado por mais 5 anos caso haja necessidade.

Rubricas:

MARIA JOSE 1

Membro do Comité de Etic
em Seres Humanos do |
Matricula 7462

Sujeito da Pesquisa/ responsavel legal

Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o
TCLE
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Caso vocé participe da pesquisa, sera necessario:

Responder ao questionario que serd aplicado pelos pesquisadores e doar uma amostra de
sangue (10 mL). A coleta de sangue serd realizada um unica vez, neste local, apés o
esclarecimento de eventuais dividas, a leitura e a assinatura deste documento. E possivel que
o(a) senhor(a) experimente algum desconforto, devido a dor pela picada da agulha utilizada
para a coleta de sangue, bem como pequenos hematomas que possam vir a ocorrer mas que nio
causam dano.

Se o(a) senhor(a) é paciente ou familiar, também podera ser convidado a realizar os exames
oftalmolégicos e dermatoldgicos necessarios para estabelecer um diagnéstico, caso este ainda
ndo tenha sido feito. Estes exames serdo realizados na clinica Retina e Vitreo Consultoria (Rua
Mateus Leme, 2285, Centro Civico, Curitiba), no Centro Hospitalar de Reabilitagio Ana Carolina
Moura Xavier (R. Quintino Bocaitva, 329, Cabral, Curitiba) ou no Hospital de Clinicas da UFPR
(R. Gen. Carneiro, 181 - Alto da Gléria, Curitiba). E possivel que o(a) senhor(a) experimente
algum desconforto decorrente dos exames oftalmolégicos, em especial do uso da lente de
contato rigida no exame do eletrorretinograma. Além disso, ha risco de efeitos colaterais
relacionados ao uso de colirios dilatadores da pupila e do corante fluoresceina.

Seus dados pessoais:

Neste estudo, fotografias e dados pessoais que lhe dizem respeito serdo coletados. Estes dados
ficardo acessiveis somente para os membros deste projeto de pesquisa que assinam este
documento. Ao longo de todo o estudo, a confidencialidade dos seus dados sera estritamente
mantida. Seu nome ndo aparecerd de modo algum em relatérios ou publicagdes decorrentes
deste estudo. Seu sangue sera descartado imediatamente ap6s a extragdo do DNA. Seu DNA sera
usado exclusivamente para o propésito deste estudo.

Outras consideracgoes:

As despesas necessérias para a realizagdo da pesquisa ndo sdo de sua responsabilidade e pela
sua participa¢do no estudo vocé nao recebera qualquer valor em dinheiro.

Pessoas de contato:

Durante todo o tempo de atividade deste projeto de pesquisa, vocé pode esclarescer diividas ou
pedir mais informagGes contactando uma ou mais das seguintes pessoas:

Dr. Mério Sato (médico oftalmologista, sato.mario@gmail.com, telefone: 041 9979-9588) ou

Dr. Pablo S. Carvalho Santos (coordenador cientifico do LIGH, pablo.ligh@gmail.com, telefone:
99077102) ou

Sra. Juliana Schauren (doutoranda, julianaschauren@gmail.com, telefone: 041 9784-9155) ou
Sra. Ana Claudia M. B. G. Torres (mestranda, anaclaudiambraga@gmail.com, telefone: 041 8821-
7914) ou

Profa. Dra. Maria da Graga Bicalho (diretora do LIGH, ligh@ufpr.br, telefone: 041 3361-1546).
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos - CEP do Hospital de Clinicas/UFPR (Rua
General Carneiro, 181 - Curitiba/PR. Telefone: 041 3360-1041).

Se o(a) senhor(a) ndo tem mais nenhuma pergunta, e concorda em participar desta
pesquisa, por favor rubrique todas as folhas deste documento e assine uma cépia do
Termo de Consentimento. O(a) senhor(a) pode ficar com uma cépia do Termo e com
uma cépia deste folheto informativo.

Em nome de todos os membros do projeto, muito obrigado ©

Rubricas:

MARIA JOSE Wi
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido:
Achados Clinicos e Genéticos de Doengas Oftalmologicas Hereditarias

Com este documento, eu,

Nome e sobrenome
/ /
Data de Nascimento RG ou CPF
(), () ; @
telefone fixo telefone celular E-mail

declaro que estou disposto(a) a participar voluntariamente da investigagdo cientifica
citada acima. Eu fui informado(a) sobre o projeto “Achados clinicos e genéticos de
doengas oftalmoldgicas hereditdrias”, e ndo tenho dividas a respeito do mesmo. Eu fui
informado(a) oralmente e por escrito sobre o significado, os objetivos e os riscos
associados as pesquisas e coletas de material biolégico para o projeto. Eu tive
oportunidade de esclarescer minhas diividas sobre o projeto e sobre o tratamento que
sera dado as minhas amostras e informagdes pessoais. Eu li as informagdes presentes
neste termo de consentimento, compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual
concordei em participar e recebi uma cépia do mesmo. Eu estou ciente da minha
possibilidade de anular o meu consentimento a qualquer momento. Dessa forma, as
informagdes coletadas sobre mim e meu material biolégico coletado serdo prontamente
descartados. Eu entendo que os meus dados pessoais e minhas amostras bioldgicas
estdo sob a responsabilidade do laboratério LIGH da Universidade Federal do Parana.

s o
Cidade e data de hoje Assinatura da(o) participante da pesquisa

MARIA JOSE M
Membro do Comité de Etic. o
em Seres Humanos do k.,
Matrizula 7462
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‘ ]
J o B LIGH — UFPR: Laboratdrio de Imunogenética e
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Laboratério de Imunogenética e Histocompatibilidade (LIGH) do
Departamento de Genética da Universidade Federal do Parand
Av. Cel. Francisco Heraclito dos Santos 100

Caixa Postal 19071, CEP 81530-900, Curitiba-PR

Diretora: Profa .Dra. Maria da Graca Bicalho

Coordenador cientifico: Dr. Pablo Sandro Carvalho Santos
Identificacdo Fone/Fax (41) 3361-1729 ; Email: ligh@ufpr.br

Termo de Assentimento Informado Livre e Esclarecido
(para participantes da pesquisa menores de 18 anos)

Titulo do Projeto: Achados Clinicos e Genéticos de Doencas Oftalmoldgicas
Hereditarias

Investigadores: Mario Teruo Sato, Maria da Graga Bicalho, Pablo Sandro Carvalho
Santos, Juliana da Silveira Schauren e Ana Claudia Gomes Torres.

Local da Pesquisa: Laboratdrio de Imunogenética e Histocompatibilidade (LIGH) do
Departamento de Genética da Universidade Federal do Parana (UFPR).

0 que significa assentimento?

0O assentimento significa que vocé concorda em fazer parte de um grupo de criangas ou
adolescentes, da sua faixa de idade, para participar de uma pesquisa. Serdo respeitados
seus direitos e vocé receberd todas as informacgdes por mais simples que possam
parecer.

Pode ser que este documento denominado TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO contenha palavras que vocé ndo entenda. Por favor, pe¢a ao responsavel
pela pesquisa ou a equipe do estudo para explicar qualquer palavra ou informagdo que
vocé ndo entenda claramente.

INFORMAGCAO AO PACIENTE:
0 que é uma pesquisa?

Pesquisa é um conjunto de agdes que visam a descoberta de novos conhecimentos em
uma determinada area.

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa, com o objetivo de:

investigar se as pessoas que possuem alteragdes em determinados genes (partes do
nosso DNA que determinam como vamos ser) tém tendéncia a ter certas doengas que
afetam os olhos.

/\(\ \‘L)\J YW OC — Rubricas:
ﬂ . Sujeito da Pesquisa/ responsavel legal
i ’J ;Z 1w .
M M,A ? forjn\{;% ¢ Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o
embro do U
sm Seres Humanos dot TCLE

Matricula 7462
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Para que fazer a pesquisa?

Para aumentar o conhecimento dos genes que podem causar doencas nos olhos e
contribuir para o avango da ciéncia.

Como a pesquisa sera feita?

Se vocé quiser participar desta pesquisa, vocé deverd preencher um questiondrio e
depois iremos coletar uma pequena amostra de sangue do seu bra¢o, uma tnica vez.
Vocé vai sentir uma picada parecida com picada de mosquito. Utilizaremos esta amostra
para estudar seus genes que estdo presentes nas células do seu sangue. Se vocé ou seus
familiares tiverem alguma doenga nos olhos, vamos pedir que vocé v4, acompanhado de
seus pais ou um adulto responsavel a clinica oftalmoldgica em Curitiba, para fazer alguns
exames nos olhos.

Quais os beneficios esperados com a pesquisa?
Entender mais sobre os genes que causam doengas nos olhos.
Que vocé deve fazer se concordar voluntariamente em participar da pesquisa?

Caso vocé aceite participar, devera rubricar todas as folhas deste termo e assinar no
final. Ap6s a assinatura, iremos fazer a coleta de sangue explicada acima.

Seu nome ndo sera divulgado em lugar algum. Apenas os pesquisadores poderio saber
que a amostra colhida é sua. Mais ninguém tera acesso a sua amostra e a seus dados
coletados.

A sua participag¢do é voluntdria. Caso vocé opte por ndo participar, nés descartaremos as
suas amostras, sem nenhuma consequéncia ou prejuizo a vocé.

Contato para duvidas:

Se vocé ou os responsaveis por vocé tiver(em) dividas com relagdo ao estudo, direitos
do participante, ou no caso de riscos relacionados ao estudo, vocé deve contatar o(a)
investigador(a) do estudo ou membro de sua equipe através dos telefones de contato a
seguir: Mario Sato (041 3018-3063, 3078-4800 ou 9979-9588), Maria da Graga Bicalho
(041 3361-1729), Juliana Schauren (041 3361-1729 ou 9266-3331), Ana Claudia Torres
(041 3361-1729 ou 8821-7914) ou Pablo Carvalho Santos (041 3361-1729 ou 9707-
7102).

Se vocé tiver duvidas sobre seus direitos como um participante da pesquisa, vocé pode
contatar o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos - CEP (Rua General Carneiro,
181 - Curitiba/PR. Telefone: (041) 3360-1041).

Em nome de todos os membros do projeto, muito obrigado! ©
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( DECLARACAO DE ASSENTIMENTO DO PARTICIPANTE ]

Eu li e discuti com o investigador responsavel pelo presente estudo os detalhes
descritos neste documento. Entendo que eu sou livre para aceitar ou recusar, e que
posso interromper a minha participagdo a qualquer momento sem precisar dar uma
razdo. Eu concordo que os dados coletados para o estudo sejam usados para o propdsito
descrito acima.

Eu entendi a informagdo apresentada neste TERMO DE ASSENTIMENTO. Eu tive a
oportunidade para fazer perguntas e todas as minhas perguntas foram respondidas.

Eu receberei uma via original assinada, rubricada e datada deste Documento de
ASSENTIMENTO INFORMADO.

Nome do(a) menor de 18 anos

/ / ;
Data de Nascimento RG ou CPF
v p—
Cidade e data de hoje Assinatura do(a) menor de 18 anos

MARIAOSE it

Membro do Comité de Etic. Ui
em Seres Humanos do b
Matricula 7462
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Laboratério de Imunogenética e Histocompatibilidade (LIGH) do

Departamento de Genética da Universidade Federal do Parana

e X Av. Cel. Francisco Heraclito dos Santos 100
Identificacdo Caixa Postal 19071, CEP 81530-900, Curitiba-PR
Diretora: Profa .Dra. Maria da Graga Bicalho
Coordenador cientifico: Dr. Pablo Sandro Carvalho Santos
Fone/Fax (41) 3361-1729 ; Email: ligh@ufpr.br

Nome

Questionario para o Projeto de Pesquisa:
Achados clinicos e genéticos de doengas oftalmoldgicas

\

Prezada senhora, prezado senhor,

Noés agradecemos pelo seu interesse em participar na nossa pesquisa! Este questionario
é parte do projeto entitulado “Achados clinicos e genéticos de doengas oftalmolégicas
hereditarias” que tem como objetivo a descoberta das bases genéticas de varias doengas
e sindromes que afetam os olhos. Este estudo esta sendo conduzido em Curitiba, e tem o
Laboratério de Imunogenética e Histocompatibilidade (LIGH) do Departamento de
Genética da Universidade Federal do Parang, juntamente com a clinica Retina e Vitreo
Consultoria e o Centro Hospitalar de Reabilitagdo Ana Carolina Moura Xavier como
instituicoes responsaveis. Alguns passos do projeto serdo conduzidos por alunos de pds-
graduagao do UFPR.

Por favor responda o questiondrio seguindo a ordem das perguntas. Pule uma pergunta
apenas nos casos em que uma seta pedir para que vocé faga isso.

Caso vocé deseje fazer algum comentario ou sugestao, vocé encontrara espago para isso
no final do questiondrio. Quando tiver respondido a todas as perguntas, por favor
devolva o questionario a pessoa responsavel.

Em nome de todos os membros do projeto, muito obrigado! ©

MARIA 10SE™
Membro do Comité de £ esq
em Seres Humanos do HC/UFPR
Matricula 7482
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1 LIGH — UFPR: Laboratdrio de Imunogenética e '
1 | Histocompatibilidade do Departamento de Genética da i

| LIGH | Universidade Federal do Parand

01. Em que més de que ano vocé nasceu?

Més do ano de

02. De qual regido da Terra vem a sua familia (ou seus antecedentes)? Aqui, vdrias respostas
sdo possiveis. Marque um (X) na(s) resposta(s) correta(s)

() Europa (Brancos)

() Paises Arabes (Brancos)
() Africa (Negros)

() América do Sul (Indigenas)
() Asia (Orientais)

( )Outro: | |

03. Vocé é
] )

() Uma mulher @ ( ) Um homem rm

04. Vocé € paciente de distrofia retiniana?

Sim» [ Continuar com pergunta 7 ]
Nio

05. Vocé é PARENTE de um paciente de distrofia retiniana?

Sim

Nio » [ Fim do questiondrio. ]
06. Qual o seu grau de parentesco com a ou o paciente de distrofia retiniana?

| |

07. Que tipo de distrofia foi diagnosticada?

| |




73

T | —— R

| LIGH — UFPR: Laboratério de Imunogenética e { ‘

| i Histocompatibilidade do Departamento de Genética da i ‘
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08. Quais sdo os principais sintomas que vocé ou seu parente apresentam? Aqui vocé deve
responder todos os sintomas relacionados a visdo (dificuldade, nistagmo, estrabismo, etc), a
pele (quantidade de pelos, problemas no cabelo), a malformagées congénitas (polidactilia,
ectrodactilia, fenda palatina, etc) e a outros sintomas que vocé lembre.

09. Quando estes sintomas apareceram? De preferéncia citar a idade de surgimento.

10. Se vocé tiver mais alguma observagdo, podera utilizar o espaga abaixo para escrever.

Agora o(a) pesquisador(a) ird fazer algumas perguntas sobre sua famila.
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E-mail com a informacao dada pelo Sr. Edwin Stone (Universidade de lowa)

Ana Claudia Gomes Torres <anaclaudiambraga@gmail.com> 8 de fevereiro de 2015 10:15
Para: edwin-stone@uiowa.edu

Dear Mr.Stone

I'm Ana Claudia Gomes Torres.
| am pursuing my master's degree in genetics and my work is about vitelliform macular dystrophy.

| analyzed the BEST1 gene and found the mutation (Asp304Asn ¢.910 G> A) in the retina of the international
database this mutation is related to a paper of your research group.

I would like if in your work really found this mutation. | also noticed that this mutation is in the vision
database University of lowa where you work.

Please can give more information about this mutation?
Thank you so much

Best regards

Ana Claudia Gomes Torrres

Department of Genetics
Universidade Federal do Parana ( Curitiba/Parana/Brazil)

Edwin Stone <stonee@zeus.eng.uiowa.edu> 8 de fevereiro de 2015 16:57
Para: Ana Claudia Gomes Torres <anaclaudiambraga@gmail.com>

We have only observed this variant in one individual. A 5 year old patient with clinical findings suggestive of
Best disease (sent to us from another institution for genetic testing).

Regards,

Ed
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12 ARTIGO

Artigo em fase de preparagdo para submissao a revista Molecular Vision

Andlise do gene BEST1 em pacientes brasileiros com ascendéncia europeia
portadores da Distrofia Macular Viteliforme Best

TORRES, ACG"; SCHAUREN, JS'; SANTOS, PSC"; SHIOKAWA, N? SATO? MT;
BICALHO, MG*

1 Departamento de Genética — Universidade Federal do Parana
2 Departamento de Oftalmologia Universidade Federal do Parana

3 Clinica Retina e Vitreo

Objetivo: investigar o gene BEST1 em pacientes e familiares. Observar o padrao de
heranca e segregacdo das mutagdes encontradas.

Métodos: participaram do estudo 9 pacientes e 16 familiares pertencentes a 4
familias ndo aparentadas. As amostras de sangue foram coletadas para realizar a
extracdo do DNA e a andlise da mutacdes foi realizada por meio da técnica SBT
(Sequence Base Typing). Foram sequenciados 10 éxons do gene BESTL1.
Resultados: foram identificadas ao todo 4 mutacdes de sentido trocado, em 6
pacientes. Na familia 1 foram identificadas as mutacdes Leul34Val e Argl41His; no
na familia 2 a mutacdo Arg218His e na familia 3 a mutacdo Asp304Asn. Apenas em
uma familia ndo foi observada nenhuma mutacao na regido codificante.
Conclusdes: as mutacbes encontradas ja haviam sido relatadas previamente.
Pode-se observar padroes de heranca recessivos e dominantes e também a

importancia da correlacao fenétipo e genotipo.

INTRODUCAO

A Distrofia Macular Viteliforme Best (DMVB MIM 153700) € uma distrofia
macular autossdmica dominante caracterizada pelo acumulo de lipofuscina no EPR
abrangendo a area macular. Ocasionando uma lesdo na macula conhecida como em
formato de gema de ovo (viteliforme). Outra caracteristica comum é a diminuida

razao entre pico claro/escuro do eletro-oculograma (EOG) (1, 2).
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O gene responsavel pela doenca é o BESTL1 localizado no cromossomo 11
(11912.3)(3, 4) que codifica uma proteina com 585 aminoacidos, bestrofina-1,
prevista para ser um canal de CI ativado por calcio e/ou modulador da atividade de
canal de Ca* (5). Entretanto a exata funcdo ainda é desconhecida. Desde a
descoberta do gene por Petrukhin et al., 1998 e Marquardt et al., 1998,
aproximadamente 200 mutacOes, foram descritas em pacientes portadores de
DMVB e também outros transtornos como vitreocoroideopatia autossémica
dominante (MIM 193220)(6), distrofia macular viteliforme do adulto (MIM 608161)(7),
retinose pigmentar (RP50 MIM 613194)(8) e bestrofinopatia autossémica recessiva
(MIM 611809)(9). Em torno de 90% sao de sentido trocado (missense), mas foram
identificadas também mudanca de matriz de leitura (frameshift) e insercbes e
delecbes que ndo alteram a matriz de leitura (inframe)(10). O presente trabalho
realizou sequenciamento direto de 4 familias brasileiras com portadores da DMVB.
Foram encontradas 4 mutacbes de sentido trocado Leul34Val, Argl4lHis;

Arg218His e Asp304Asn em 6 pacientes.

MATERIAIS E METODOS

Pacientes

A amostra é constituida de 4 familias brasileiras euro-descentes com pelo
menos um individuo diagnosticado com DMVB. Os pacientes sao provenientes da
clinica Retina e Vitreo Consultoria. O estudo foi realizado com a aprovacdo do
comité de ética do Hospital das Clinicas. O termo de consentimento foi assinado por

todos os participantes.

Métodos moleculares

O DNA foi extraido a partir de amostra de sangue da qual foi separado a
camada de células mononucleares e realizada a extracdo pela técnica de Miller
(1988) modificada (11).

Foi realizada a amplificagdo por PCR dos éxons 1, 3 ao 11. Os primers
utilizados na amplificacdo dos éxons 1, 3, 5, 6, 7, 10 e 11 foram projetados por nos e

0os éxons 4, 8 e 9 foram previamente descritos (12). Os produtos de PCR foram
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purificados e apos a reacdo de sequenciamento (utilizando o kit de sequenciamento
Big Dye® v. 3.1 Life Technologies), precipitados com etanol e analisados no ABI
Prism 3130 (Applied Biosystems). Os eletroferogramas gerados foram visualizados
no programa Sequencing Analysis (Applied Biosystems) e interpretados no

programa SeqScape v.2.6 (Applied Biosystems).

RESULTADOS

Familia 1: Paciente (lI-1) com mutacdo bialélica Leul34Val e Argl41His. O pai da
paciente (I-1) é portador da mutacdo Leul34Val e sua mae (I-2) é portadora da
mutacéo Argl41His. Como pode ser visto visualizado na Figural.

1 2

ad O

Leu134Val Arg141His

N\ g ;
H ) O
Leu134Valf Arg141His
Arg141His

Figura 1: Heredograma caso 1.

A seta esta indicando o paciente

Familia 2: O paciente (lI-3) apresentou a mutacdo c.653G>A que leva a alteracéo
proteica p.Arg218His. Seu pai (I-1) e seus dois irméos (II-1 e lI-2) também possuem,

como mostra a Figura 2.

1 2

O

Arg218His

*!2\34
0D 0D o o

Arg218HisArg218His Arg218His
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Figura 2 Heredograma familia 2. A seta esta indicando o probando.

Familia 3: Os pacientes I-1, 1I-1, II-2 e 1I-3 apresentam a mutacdo c.910G>A
Asp304Asn (Figura 3).

1 2
H O
Asp304Asn
b

Asp304Asn Asp304Asn Asp304Asn

Figura 3 Heredograma familia 3.

DISCUSSAO

Familia 1 revela um caso de mutagcdo bialélica (Argl41His e Leul34Val) na
paciente (II-1). Seus pais (I-1 e I-2) e irma (I1-2) séo portadores de apenas de uma
ou outra mutacdo e ndo apresentam sinais clinicos da doenca. Este caso contraria o
padrdo dominante que é visto normalmente em DMVB. Em trabalhos recentes foram
relacionados casos de heterozigotos compostos com casos de BAR (bestrofinopatia
autossbmica recessiva)(9, 13-16). A mutacdo presente na paciente Argl4lHis
também foi relatada em casos de BAR associada com outra variante (13, 16, 17). A
paciente apresenta EOG anormal (indice Arden 1,0), entretanto ndo apresenta fundo
de olho compativel com leséo viteliforme. Baseando-se nas evidéncias, é possivel
que a paciente seja portadora de BAR e ndo DMVB. Provavelmente seus pais nao
apresentam a doenca, porque o alelo normal compensa a falta da producédo da
proteina do alelo mutante. Como confirmado por Burgess e colaboradores(9) que em
estudo de expressao em células HEK co-expressou a proteina mutante Argl41His e
a proteina normal e revelou que esta mutagcédo associada ao alelo selvagem produziu
canais normais e, portanto funcionais. A mutacdo Leul34Val encontrada por

Marchant e colaboradores néo foi testada para o potencial patogénico(18).

Familia 2 paciente portador da mutacdo Arg218His (II-3), herdada de seu pai (I-1)

juntamente com seus 2 irméos (ll-1 e 1I-2). Esta mutacédo foi relatada primeiramente
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por Lotery e colaboradores (19), posteriormente encontrada por Marchant e
colaboradores (20) este Ultimo trabalho sugere que esta variante pode ser
responsavel pela variedade fenotipica dentro das familias, como visto no presente
estudo. Tal penetrancia incompleta observada neste caso, pode se dar devido a
acao de outros fatores, como genes modificadores(21). O paciente apresenta fundo
de olho com alteracbes da DMVB e EOG anormal (indice Arden 1,5). Os seus
familiares ndo foram avaliadas através de exames oftalmoldgicos, ndo é possivel

afirmar que ndo existam pequenas alteragdes.

Familia 3 nesta familia o pai (I-1) e seus 3 filhos (lI-1, 1I-2 e 1I-3) sdo portadores de
DMVB, caracterizando o padrdo dominante classico. A mutacdo encontrada,
Asp304Asn, descrita esta indexada na base de dados Universidade de lowa e na
Retina Internacional. Segundo Edwin Stone (informacéo pessoal) esta mutacéo foi
encontrada em apenas um unico individuo. Tal aminoacido mutado € localizado no
Ca?* clasp (22) e mutacdes nesta regido (aminoacido 301 e 304) sdo relatadas por
prejudicar a funcao do canal (23-25). O EOG nao esta disponivel para esta familia.

CONCLUSAO

As mutacdes encontradas possivelmente tenham um efeito patogénico. Mais
estudos sdo necessarios para caracterizacdo das mutacdes relacionadas a DMVB
em pacientes brasileiros. Diferentes padroes de heranca foram observados nas 3
familias portadoras de mutacdes na regido codificante: na familia 1, o provavel
padrdo de heranca € o recessivo, sendo a paciente heterozigota composta; na
familia 3 padrdo autossémico dominante, entretanto na familia 2 pode-se observar
penetrancia incompleta. As mutacfes observadas no presente estudo ja tinham sido
descritas anteriormente em bases de dados genéticos relacionados a alteracfes
visuais (Vision Mutation Database). No que se refere a familia 1 nossos resultados
auxiliaram com a avaliacdo clinica do paciente uma vez que a caracterizacdo da
mutacdo permitiu alterar o diagnéstico de DMVB para bestrofinopatia autossémica
recessiva, criando desta forma correlagdo mais acurada genotipo-fenétipo. Este é o

primeiro estudo brasileiro que analisou o gene BEST1 em pacientes com DMVB.
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