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RESUMO

A maculopatia autossomica recessiva de Stargardt se caracteriza pela perda progressiva
simétrica da visdo na regido central do campo visual em individuos entre a primeira e segunda
décadas de vida. Também fazem parte do diagnostico clinico a presenca de lesdes maculares
pontuais de coloragdo amarelo-esbranquicadas encontradas nas regides foveal e parafoveal,
além da deposi¢ao de lipofuscina gerando hipofluorescéncia e atrofia coriocapilar e do
epitélio pigmentado da retina. A acuidade visual dos portadores da degeneracdo de Stargardt
decresce com o seu progresso e tende a se estabilizar entre 20/200 (1,0 logMAR) a 20/400
(1,3 logMAR). Esta tese teve como objetivos a investigacdo da ocorréncia de associacdes
entre as variantes alélicas (mutacdes) e os niveis de expressdo do gene ABCA4 com a
morfologia dos granuldcitos periféricos e os fenotipos clinicos, eletrofisiologicos e de
estrutura da retina em pacientes portadores da maculopatia de Stargardt. Nos onze sujeitos
selecionados foram identificadas quatro variantes do tipo ndo-sindnimas e trés do tipo
sindbnimas. A combinacdo alélica L1395P/D1817E foi encontrada em 64% dos 22
cromossomos analisados sugerindo a ocorréncia do efeito do fundador. Nao foi possivel a
associacdo entre os gendtipos e os fenotipos analisados. Os valores diferenciais de expressao
do gene ABCA4 obtidos entre pacientes e grupo controle, bem como a prevaléncia de
neutrofilos bastonados na circulacdo sanguinea periférica sugerem a possibilidade de servirem
como biomarcadores para Stargardt. As imagens retinograficas e angiograficas obtidas
permitiram a classificagdo em estagios I, II e III de comprometimento retiniano nos sujeitos
investigados. O valores de espessura da regido central da macula dos pacientes foram bem
menores do que aqueles obtidos para os controles, evidenciando a perda da camada de
fotorreceptores. Os achados eletrorretinograficos de campo total em funcdo do tempo de
adaptagdo ao claro possibilitaram a caracterizagdo das perdas funcionais nos sujeitos

investigados.

Palavras-chave: Stargardt. Mutacdes. ABCAA4. Eletrorretinografia. Neutréfilos.



ABSTRACT

The autosomal recessive Stargardt's maculopathy is characterized by symmetrical progressive
loss of central vision in patients’ first and second decades of life. It is also part of the clinical
diagnosis the presence of yellowish-white color specific macular lesions found in the
parafoveal and foveal regions, besides lipofuscin deposition generating hypofluorescence and
atrophy of choriocapillaris and retinal pigment epithelium. Visual acuity of the Stargardt’s
degeneration carriers decreases with their progress and tend to stabilize between 20/200 (1.0
logMAR) to 20/400 (1.3 logMAR). This thesis aimed to investigate the occurrence of
association between allelic variants (mutations) and ABCA4 gene expression levels with the
peripheral granulocytes morphology and clinical phenotypes, electrophysiological and retinal
structure in patients harboring Stargardt’s maculopathy. Four non-synonymous and three
synonymous allelic variants were identified among eleven selected subjects. The allelic
combination L1395P/D1817E was found in 64% of the 22 chromosomes analyzed suggesting
the occurrence of founder effect. There were no association between genotypes and clinical
phenotypes analyzed. The differential values obtained for ABCA4 gene expression between
patients and controls, as well as the prevalence of banded neutrophils in the peripheral blood
circulation suggest the possibility they could serve as biomarkers for Stargardt. The eye
fundus and angiographic images were used for the classification in the stages I, II and III of
retinal impairment in subjects investigated. The thickness values of the central region of the
macula among patients were much lower than those obtained for the controls, indicating a
loss of photoreceptor layer. Full-field electroretinographic findings of light adapted eyes
during the course of time enabled the characterization of the functional losses in investigated

subjects.

Keywords: Stargardt. Mutations. ABCA4. Electroretinography. Neutrophils.
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1 INTRODUCAO
1.1 RETINOPATIAS HEREDITARIAS

A visdo humana depende essencialmente da capacidade fisioldgica de
realizarmos a transdug¢do entre as formas de energia luminosa e elétrica. Para que isto ocorra
nossos olhos apresentam estruturas que permitem a captagdo, direcionamento e absor¢ao de
parte do espectro luminoso gerado pelas fontes de luz do ambiente.

Na por¢do neurosensorial da retina estdo localizadas as camadas celulares
responsaveis pelo processamento dessa informagdo eletromagnética que culminard com o
disparo de potenciais eletroquimicos em dire¢do as vias corticais superiores (SOLOMON;
LENNIE, 2007). Dentre estas células encontram-se os cones e bastonetes, neurdnios
diferenciados e especializados, excitaveis na faixa espectral de 400 a 780 nm
(PALCZEWSKI, 2012) nos quais ¢ iniciada a cascata de fototransdu¢do conhecida como
ciclo visual.

As retinopatias hereditarias, também conhecidas como Distrofias Retinianas
Hereditarias (DRH), sdo definidas como o conjunto de alteragdes genéticas nas quais ocorrem
perdas progressivas na fun¢do dos fotorreceptores e/ou das células do epitélio pigmentado da
retina (EPR). Estas alteragdes evoluem de maneira gradual ocasionando um prejuizo precoce
da visdo nos pacientes. (STROM; GORIM, 2013). As perdas visuais ocasionadas por
distrofias maculares estdo entre as principais causas de cegueira irreversivel no mundo
desenvolvido (VASIREDDY et al., 2010).

As distrofias maculares de origem hereditaria sdo reconhecidas como um
grupo de doencas causadas por uma mutagdo em um gene especifico sendo, portanto, também
referidas como patologias monogénicas. Estas distrofias sdo divididas em subtipos de acordo

com os sinais clinicos apresentados pelos individuos. (MOLDAY; ZANG, 2010).
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1.2 A MACULOPATIA DE STARGARDT
1.2.1 Definicdo e Aspectos Clinicos para o Diagnostico

A maculopatia de Stargardt (CID10, H35.5) ou distrofia macular hereditéaria de
Stargardt ¢ classificada como uma maculopatia degenerativa juvenil ou de inicio precoce por
ser tipicamente apresentada por individuos com idades variando entre cinco a vinte anos
(ARMSTRONG et al., 1998; SCHOLL et al., 2001; FU et al., 2006). Define-se como
maculopatia degenerativa a manifestagdo patoldogica com perda da visdo central havendo a
preservacdo varidvel da visdo periférica em individuos de qualquer faixa etaria (RATTNER;
NATHANS, 2006; HAINES et al., 2007).

O primeiro relato clinico da maculopatia de Stargardt foi descrito em 1909
pelo oftalmologista alemdo Karl Bruno Stargardt. Ele descreveu em duas familias nao
relacionadas (sete sujeitos), a ocorréncia de alteracdes visuais progressivas, bilaterais e
simétricas na regido foveal ocasionando perda parcial ou total da visdo central. Todos os sete
sujeitos afetados pertenciam a uma unica geragdo ndo havendo diferenca entre homens e
mulheres, o que de imediato sugeriu uma doenga de heranga autossomica recessiva (KRILL;
DEUTMAN, 1972; AABERG, 1986).

Além das caracteristicas acima, Stargardt documentou com precisdo a
progressdo entre os estagios iniciais com pequena redugdo de acuidade visual, até o
surgimento de uma 4rea atrofica no epitélio pigmentado retiniano de orienta¢dao horizontal,
forma ovalada, e coloragdo bronze-palida. Na maioria dos olhos notava-se também a presenca
de pequenas manchas pontuais amarelo-esbranquigadas, de aspecto flocular, ao redor da area
atrofica. Os pacientes ndo se queixavam de perdas da visdo periférica e nem de dificuldades
para a visdo em ambientes escotopicos (AABERG, 1986).

O diagnodstico da doenca de Stargardt ¢ basicamente realizado através de

exames de imagem do fundo do olho do paciente, que geralmente procura um servigo
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oftalmoldgico se queixando pela presenga de uma mancha com borramento escuro na regiao
central do seu campo visual. A fundoscopia classica sdo detectadas lesdes maculares que se
assemelham morfologicamente a uma placa de bronze batida (Figura 1), além de manchas de
formas e aspectos correspondentes ao acimulo excessivo de lipofuscina no pdlo apical das
células do epitélio pigmentado da retina (MAIA et al., 2008). Esta deposi¢ao de lipofuscina
produz um escurecimento da coroide (siléncio coroideo) gerando uma hipofluorescéncia
como consequéncia do bloqueio do cériocapilar (KAPPADIA, 2000). A
angiofluoresceinografia ¢ o exame recorrente para o diagndstico de Stargardt por evidenciar a
coroide escura, hipofluorescente, na qual a vasculatura retiniana e em especial os capilares

aparecem claramente destacados (DEUTMAN, 2003).

Figura 1 — Aspectos caracteristicos da maculopatia de Stargardt. A. Padrao de visdo sugerido
para o paciente portador da maculopatia de Stargardt com o borramento na regido central do
campo visual; B. Retinografia mostrando as lesdes retinianas com a aparéncia de uma placa
de bronze batido; C. Angiofluoresceinografia evidenciando as areas da retina hipo (regides
escuras) e hiperfluorescentes (regides claras) ocasionadas pela deposicdo disforme de
lipofuscina nas células do epitélio pigmentado. (Retirado de MAIA et al., 2008).

As alteragdes maculares ocorrem primariamente podendo ou ndo ser
acompanhadas de comprometimento periférico, produzindo um quadro oftalmoscépico

semelhante ao detectado em fundus flavimaculatus (WELEBER, 1994; HAMEL, 2007).
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A diminui¢do da acuidade visual é precedente ao aparecimento das lesdes e
manchas, e quanto mais precoce (na primeira década de vida) forem os sintomas, mais severa
e acelerada ¢ a evolucdo do quadro clinico. Na grande maioria dos casos mais avangados,
onde ndo ha perda completa da visdo, ocorre estabilizagdo da acuidade visual em
aproximadamente 20/200 a 20/400 (ZHANG et al., 1995; MAIA et al., 2008).

Entre as décadas de 1970 e 1980 houve publicacdes descrevendo a
classificacdo da doenca de Stargardt em categorias ou estagios segundo o grau de
comprometimento apresentado pelos pacientes. Em geral todas elas se assemelham quanto as
alteracdes na morfologia observada ao exame de fundo de olho. As publicagdes mais recentes
contendo classificagcdes também utilizaram dados de registro eletrofisiolégico de campo total
e respostas a testes psicofisicos de sensibilidade ao contraste de estimulos cromaticos
(KAPADIA, 2000; WALIA; FISHMAN, 2009; BURKE; TSANG, 2011). As caracteristicas
clinicas identificadas por exames fundoscopicos estdo resumidas na Tabela 1 e ilustradas a

seguir na Figura 2.

Autores Estagio | 11 Estagio 111 Estdgio IV
Presenga de Manchas Presenca de machas  Manchas floculares
Fishman manchas floculares floculares bem difusas e reabsorvidas difusas
na fovea e eventual mais numerosas e  reabsorvidas com e extensa atrofia do
(1976) C s .. .
atrofia do epitélio atrofia macular atrofia do coriocapilar e
pigmentado coriocapilar epitélio pigmentado
Degeneragao Difusdo de
Noble ¢ Carr macular com ou manchas Extensdo da atrofia Aglutinagdo de
(1979) sem manchas floculares para para a periferia da pigmentagdo e
floculares fora da regido retina atenuacdo vascular
perifoveais macular
~ Degeneracdo Degeneragdo Difusdo de manchas
Degeneragdo \
Aaberg macular com macular com procedendo a
macular sem e~ ~
(1986) manchas difusdo de manchas degeneragdo macular
manchas floculares
floculares floculares
Vermillion fundie — Atrofia macular Atrofia macular Presenca de
Gass (1987) auséncia de com ou sem com sinais e manchas sem
ﬂuoresgenma manchas sintomas de associagdo a atrofia
coroidal floculares retinose pigmentar macular

Tabela 1 — Classificacdo em estagios de acordo com a evolugdo clinica da maculopatia de
Stargardt (retirado de KAPADIA, 2000; KIM; FISHMAN, 2006).
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Figura 2 — Imagens retinograficas representativas dos quatro estagios de evolugdo clinica
em diferentes sujeitos portadores da maculopatia de Stargardt. Estagio I: em A observa-se
alteracdes na fovea com auséncia de manchas floculares; Estagio II: em B hé a presenca de
manchas floculares distribuidas ao redor da fovea e além dos arcos vasculares; Estagio III:
em C nota-se a reabsorcdo das manchas floculares ¢ o desenvolvimento de atrofia
corioretinal; Estagio IV: em D € notdria a maior extensdo do dano coérioretinal bem como a
atrofia do epitélio pigmentado em praticamente toda a retina (BURKE & TSANG, 2011).

Atualmente ha pelo menos cerca de 25 tipos diferentes de maculopatias
hereditarias distroficas identificadas (ZHANG et al., 1995). Em alguns casos, para a melhor
definicdo do diagnostico sdo realizados testes complementares como a tomografia de
coeréncia Optica retiniana (TCOR) e o eletrorretinograma multifocal (ERGmf). Estes testes
tém demonstrado grande eficiéncia na deteccdo de alteracdes das camadas e estruturas
retinianas através do imageamento de alta resolucdo de suas secgdes transversais além de
evidenciarem a disfungdo elétrica foveal nos estdgios iniciais da doenca de Stargardt

(KRETSCHMANN et al., 1998; MAIA et al., 2008; GOMES et al., 2009).
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A distrofia denominada fundus flavimaculatus, proposta por Adolphe
Franceschetti em 1962, ilustra a necessidade de testes auxiliares, além daqueles que fazem
parte da rotina oftalmolodgica, para o diagndstico adequado de uma retinopatia. Desde a sua
descricdo, também caracterizada pela presenca de manchas floculares distribuidas do polo
posterior até a regido equatorial da retina, muito se discutiu sobre a sua etiologia que hoje,
apos a utilizacdo de técnicas moleculares, ¢ reconhecidamente designada como uma forma
variante da distrofia de Stargardt (BISWAS-FISS et al., 2012). Até entdo os testes auxiliares
acima descritos ndo eram capazes de estabelecer a defini¢do consensual para o debate sobre a
ocorréncia de uma Unica patologia com acentuada variabilidade clinica ou, duas enfermidades
distintas. O marco nesta defini¢do ocorreu nos anos de 1990 a partir do mapeamento genético
do locus 1p22.1 do genoma humano e posterior identificagdo de diversas formas alélicas
variaveis segregando-se nas familias investigadas (ALLIKMETS et al., 1997; SHROYER et

al., 1999; DUNO et al., 2012).

1.2.2 Respostas Eletrorretinograficas na Maculopatia de Stargardt

A eletrofisiologia humana ndo invasiva pode ser usada para estudar as
disfungdes visuais humanas degenerativas, toxicas e infecciosas. A eletrorretinografia de
campo total, eletrorretinografia de padroes e eletrorretinografia multifocal revelam a fungao
retiniana sob diversos angulos e sdo muito uteis quando combinadas com os métodos de
imagem. Essas técnicas tém sido usadas para estudar as disfungdes visuais associadas a
degeneracdo macular associada a idade (FROTA DE ALMEIDA et al., 2014), intoxicagdo
mercurial (VENTURA et al., 2004; COSTA et al., 2008; DA COSTA et al.,, 2008),
intoxicacdo medicamentosa pela cloroquina (RASTER et al., 2011; DE CARVALHO et al.,
2013), toxoplasmose (DE CARVALHO et al., 2009) e dengue hemorragica (MENDES et al.,

2009).



25

Como a degeneracao de Stargardt esta confinada e o registro da atividade elétrica da
retina provocada pelo estimulo (eletrorretinograma) ¢ uma importante ferramenta para avaliar
as implicacdes celulares funcionais causada pela doenga. Os achados eletrorretinograficos em
pacientes com degeneragdo de Stargardt podem ser relativamente variados entre os varios
estudos da literatura.

Lachapelle et al. (1989), registrou o eletrorretinograma escotdpico e fotdpico
de 15 pacientes com degeneragdo de Stargardt e observou que as respostas estavam cerca de
40% menores que sujeitos normais. Fujinami et al. (2011), comparou o eletrorretinograma de
cones e para o flicker de 30 Hz de pacientes com degeneracao de Stargardt registrados em um
intervalo médio de 10,5 anos. Eles observaram que 13 de 59 pacientes tiveram pioras do
eletrorretinograma. Eles também que todos os pacientes que tinham prévio comprometimento
da fun¢do de bastonetes mostraram piora eletrofisioldgica e que apenas 20% dos pacientes
que tiveram respostas eletrofisioldgicas normais no primeiro exame tiveram piora no segundo
exame. Resultados similares foram encontrados em estudos posteriores do mesmo grupo de
pesquisadores (FUJINAMI et al., 2013).

Stavrou et al. (1998), registrou o eletrorretinograma de padrdo, o eletrorretinograma
para o flicker de 30 Hz, o eletrorretinograma de cones e o eletrorretinograma de bastonetes,
além do eletrooculagrama em 46 pacientes com degeneracdo de Stargardt. O
eletrorretinograma de padrdes foi diminuido em mais de 90% dos pacientes, enquanto o
eletrorretinograma para o flicker de 30 Hz estava diminuido em cerca de 50%, o
eletrorretinograma de bastonetes estava alterado em 30% dos casos e as respostas para cones
foram diminuidas em 20% dos casos.

Lois et al. (2001), investigou o perfil eletrofisioldgico retiniano de 63 pacientes com
degeneracdo de Stargardt. Eles observaram a existéncia de 3 grupos de resultados. O grupo 1

(43 pacientes) foi constituido por pacientes com alteragcdo do eletrorretinograma de padrdo e
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normalidade do eletrorretinograma de cones e bastonetes. O grupo 2 (9 pacientes) tinha
alteracdo do eletroretinograma de padrdo e uma perda fungdo fotopica. O grupo 3 (10
pacientes) havia perda das trés modalidades de eletrorretinograma investigadas.

O eletrorretinograma multifocal de pacientes com degeneracao de Stargardt tem sido
descrito com alteragdes maculares severas e com o aumento da excentricidade retiniana ha
uma tendéncia das respostas normalizarem (KRETSCHMANN et al., 1998; MAIA-LOPES et

al., 2008).

1.2.3 Tomografia de Coeréncia Optica Retiniana na Maculopatia de Stargardt

As alteragdes estruturais nas células fotorreceptoras e do epitélio pigmentado
da retina (EPR) podem ser observadas através da tomografia de coeréncia optica (OCT) de
maneira rapida, ndo invasiva e, com elevada sensibilidade (ZAWADZKI et al., 2009).

Em geral este exame ¢ utilizado para confirmagdo diagndstica e/ou para
acompanhamento da evolugdo das perdas visuais dos sujeitos afetados. Ha estudos que
demonstram associagdes entre as lesdes floculares retinianas com a perda da sensibilidade
visual e alteracdes na camada de fotorreceptores (GOMES et al., 2009; QUERQUER et al.,
2009;mVERDINA et al., 2014). Os achados patologicos do OCT em sujeitos com a
retinopatia de Stargardt incluem diminui¢do da espessura foveolar, perda de fotorreceptores e
alteragdes na camada nuclear externa, além das anormalidades no EPR (ERGUN et al., 2005).

Querques et al. (2009), descreveu alteragdes na morfologia da camada de
fotorreceptores € no EPR e, concluiu que a presenga de depdsitos hiper-reflexivos de
lipofuscina sdo uteis como marcadores da evolucao da atrofia foveolar. Estudos realizados por
Volmer et al. (2011) e Testa et al. (2013) demonstraram a existéncia de correlagdo positiva
entre a acuidade visual e a preservagdo da jun¢do dos segmentos internos e externos dos

fotorreceptores.
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As andlises através do OCT demonstram que as medidas quantitativas de
alteracdo da espessura macular além de uteis para o diagnostico, também proporcionam
avaliacdes comparativas para o monitoramento da progressdo das perdas visuais (VOLMER

etal., 2011).

1.24 Epidemiologia da Maculopatia de Stargardt

As diversas formas de DRH atualmente reconhecidas estdo associadas a 202
genes ja caracterizados em um total de 242 locus identificados no genoma humano
(https://sph.uth.edu/retnet/disease.htm). Por ser um grupo tdo diverso de patologias ndo
existem dados detalhados sobre os indicadores epidemiologicos para a maioria dos casos. A
excecdo sao os estudos para as patologias mais frequentes como a degeneracdo macular senil
e retinose pigmentar (CONGDON et al., 2004; MELLOUGH et al., 2009).

A maculopatia de Stargardt ¢ a DRH de maior frequéncia dentre aquelas que
acometem a regido da madacula sendo encontrada em 7% de todos os individuos que
apresentam uma distrofia retiniana (KAPLAN et al., 1993; MUSARELLA, 2001). Além
disso, ¢ a forma mais comum de distrofia macular infanto-juvenil (ROTENSTREICH et al.,
2003; CHACON-CAMACHO et al., 2013). Ela também ¢ a distrofia macular de heranca
recessiva mais frequente no mundo. As estimativas disponiveis apontam para uma taxa de
prevaléncia entre 1 em 8.000 a 1 em 10.000 individuos, ndo havendo valores para a sua
incidéncia (DEUTMAN, 2003). E por se tratar de uma heranca autossomica ndo ha diferengas
entre os sexos, assim homens e mulheres sdo igualmente afetados.

Os estudos realizados nos ultimos anos dos quais podemos extrair informagdes
epidemiologicas apresentam dados gerais sobre a prevaléncia e progressdo de retinopatias
hereditarias nas populacdes amostradas. Dentre eles destaca-se o estudo publicado por Puech

et al. (1991) apresentando dados sobre a prevaléncia de DRH em cerca de 4 milhdes de
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franceses avaliados por um periodo de 18 anos. A prevaléncia calculada para as maculopatias
hereditérias juvenis foi de 1:3975 com 46% dos casos associados a doenga de Stargardt. Ao
considerar-se somente a doenga de Stargardt foram detectados 286 casos num total de 1660
distrofias identificadas, totalizando uma prevaléncia estimada em 1:8627 individuos.

Na tentativa de determinar o prognostico dos sujeitos afetados através de
medidas periddicas da acuidade visual, Itabashi et al. (1993), Rotenstreich et al. (2003), Oh et
al. (2004) e Kim e Fishman (2006) realizaram estudos em consorcios amostrais restritos a
portadores da doenca de Stargardt. Os resultados obtidos apesar de apresentarem algumas
discordancias por diferengas metodoldgicas, corroboram quanto ao fato de que a fungdo
visual dos individuos varia em dire¢do a deterioracdo dependendo do estagio de classificacao,
tipos e localizacdo das lesdes, e idade de inicio da doenga de Stargardt.

No Brasil os dados publicados em 2012 pelo Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE), com base no senso 2010%, informam que quase 1/4 da populagio
(23,9%) declarou possuir algum tipo de deficiéncia fisica, o que significa cerca de 45,6
milhdes de pessoas. Deste total 18,8% correspondem a deficiéncias na visdo. Sdo quase 35,8
milhdes de pessoas com algum tipo de dificuldade para enxergar. O mesmo censo 2010
determinou que ha 66.312.895 brasileiros na faixa etaria de at¢ 20 anos de idade. Se
utilizarmos a prevaléncia estimada (1:8000 a 10.000) para a maculopatia de Stargardt

teriamos um total variando entre 8,2 a 6,6 mil jovens afetados por esta retinopatia hereditaria.

1.3 BIOLOGIA MOLECULAR DA MACULOPATIA DE STARGARDT
As descrigdes feitas por K. B. Stargardt sobre a maculopatia juvenil com
prevaléncia familiar que posteriormente passou a ter seu nome, além de uteis na sua

caracterizagcdo, também possibilitaram o desenvolvimento de metodologias para a

% Neste senso foram selecionados 6.192.332 domicilios, totalizando 20.635.472 sujeitos, em 5565 municipios brasileiros, o
que representou uma fragdo amostral efetiva da ordem de 10,7% dos brasileiros distribuidos nas cinco regides geograficas do
pais.
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identificacdo do seu componente genético causal (STARGARDT, 1909; 1913; 1916 apud
IRVINE; WEGERLAND JR, 1972). Durante os anos subsequentes a essas publicagcdes
surgiram estudos descrevendo a ocorréncia da maculopatia de Stargardt sobretudo nos
Estados Unidos (IRVINE; WERGELAND, 1972; NOBLE; CARR, 1979; AABERG, 1986;
ITABASHI et al., 1993) e na Europa (GELISKEN, DE LAEY; 1985; HOYNG et al., 1996).

As tentativas de identificacdo do gene causador desta maculopatia foram
iniciadas com o mapeamento da regido cromossdmica segregante entre os individuos afetados
nas familias investigadas. Utilizando a genotipagem de marcadores microssatélites para
analises de ligacdo entre cromossomos, Kaplan et al. (1993) identificaram a regido 1p21-p13
localizada num intervalo de 6,4 cM (centiMorgans) entre os marcadores D1S424 e D1S236,
como a regido que conteria o gene responsavel pela forma autossdmica recessiva da
maculopatia de Stargardt.

A seguir, em um dos mais amplos estudos envolvendo 47 familias com um
total de 107 individuos diagnosticados com a maculopatia de Stargardt, Anderson et al.
(1995) descreveram o mapa fisico e o conjunto de clones continuos (contigs) que formava o
cromossomo artificial de levedura (YAC — yeast artificial chromossome) contendo as regides
flanqueadoras e o 16cus para a maculopatia de Stargardt. Os dados publicados corroboravam o
cromossomo 1 como o portador do lécus em questdo, no intervalo de 4cM entre os
marcadores D1S435 e D1S236.

Em estudos posteriores publicados simultaneamente em 1996, Weber et al., e
Hoyng et al., relataram com pequena variagdo as mesmas regioes cromossomicas 1p21-pl3 e
1p22-p21 e consequentemente refinaram essas regides flanqueadoras do provavel gene para
os intervalos de 3cM entre os marcadores D1S4242 e D1S497, e para 2 cM entre os
marcadores D1S406 e D1S236.

E importante ressaltar que todas as abordagens até aqui descritas objetivavam a
identificacdo de um gene causador para a forma autossdmica recessiva da maculopatia de

Stargardt. Pois, no mesmo periodo ha publicacdes contendo estudos de mapeamento genético
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para formas fenotipicamente semelhantes com heranca autossdmica dominante envolvendo as

regides cromossdmicas 6ql1-q15 (STONE et al., 1994) e 13q34 (ZHANG et al., 1994).

1.3.1 O Gene Causador da Forma Autossomica Recessiva da Maculopatia de
Stargardt

Allikmets et al. (1997a); através da clonagem e do sequenciamento
automatizado de regides do DNA de familias norte-americanas e da Ardbia Saudita,
identificaram o gene causador da forma autossomica recessiva da maculopatia de Stargardt. O
método utilizado consistiu na busca por homologias entre sequéncias nucleotidicas expressas
em bancos de clones de milhares de cDNAs obtidos a partir de retinas humanas.

O gene identificado ¢ parte de uma grande familia multigénica cujos
transcritos determinam a sintese de proteinas integrais de membrana com funcdo de
movimenta¢do unidirecional de diversos substratos a custa da hidrdlise de moléculas de
trifosfato de adenosina (ATP) (HIGGINS, 1992). Denominado originalmente de ABCR (ATP
Binding Cassettte Retina-specific) por ter sido detectado através de hibridizagdo do seu RNA
mensageiro no tecido retiniano humano, as primeiras analises conduzidas para a identificagao
de variantes alélicas resultaram na identificagdo de 19 diferentes mutacdes, das quais a
maioria (13) representavam alteracdes nucleotidicas pontuais ocasionando mudanga no
aminoacido codificado (ALLIKMETS et al., 1997a).

Ainda no mesmo ano, dois trabalhos independentes identificaram
simultaneamente o gene associado a maculopatia de Stargardt como um novo membro da
superfamilia de proteinas cassete ABC (do inglés ATP Binding Cassette), que recebeu a
denominacdo de ABCA4 por ter sido a quarta variante polipeptidica identificada dentro da
subfamilia A (ILLING et al., 1997; AZARIAN; TRAVIS, 1997).

O gene ABCA4 (NG_009073.1) encontra-se localizado na regido 1p21-p22.1

do primeiro par cromossdmico humano e ¢ formado por 135.313 nucleotideos com 50 éxons
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responsaveis pela sintese de uma proteina de 2273 aminoacidos com peso molecular de 256
KDa (KAMINSKI et al., 2006).

Os éxons possuem variagdo de tamanho de 33 a 406 pb com média de 146
nucleotideos e seguem o padrao AG/TG na maioria das jungdes intron-éxon de processamento
para a sintese do RNA mensageiro maduro, exceto para aquelas entre os fragmentos éxon-
46/intron-46 e éxon-48/intron-48, cujo padrao ¢ AG/GC. A regido codificante deste gene
forma um polinucleotideo de 6819 pb, incluindo ainda em seu quadro de leitura aberta (ORF
— Open Reading Frame) um fragmento de 404 pb da regido 3’ ndo traduzida. O sinal de
poliadenilacdo, AAUAAA, esta localizado no ultimo éxon (50) a 19 pb a montante da cauda

poli (A) (AZARIAN et al., 1998; GERBER et al., 1998).

1.3.2 A Proteina ABCA4: estrutura e localizacao

Proteinas para o transporte de metabolitos entre as membranas e organelas
celulares sdo moléculas essenciais a existéncia da célula. Nas células eucaridticas as proteinas
integrais de membrana s3o capazes de movimentar um vasto numero de substancias, desde
pequenas particulas como iontes metalicos, at¢ moléculas com elevado pesos moleculares
(polipeptidios) (COLEMAN et al., 2013). As proteinas ABC fazem parte deste grupo de
moléculas e sdo energeticamente dependentes da hidrélise de adenosina trifosfato (ATP) para
a translocacao de seus substratos (DASSA; BOUIGE, 2001). A depender da direcdo em que o
corre em relagdo ao citoplasma, os transportadores ABC sdo categorizados como
importadores (influxo) ou exportadores (efluxo) de substancias (WANG et al., 2009).

Nas células do corpo humano ha 49 diferentes tipos de proteinas ABC, cada
uma delas codificada por um gene especifico do nosso genoma. A este conjunto de formas
ativas somam-se ainda 21 formas inativas representadas por pseudogenes, ou seja, sequéncias

nucleotidicas ndo funcionais do genoma com elevada semelhanga a uma ou mais sequéncias
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génicas pardlogas. (PIEHLER et al., 2008).

As isoformas que sdo expressas estdo organizadas em 7 subfamilias
identificadas de ABCA a ABCG de acordo com a estrutura génica, composi¢do de
aminoacidos e divergéncia evolutiva apresentada (VASILIOU et al., 2009). A subfamilia
ABCA ¢ composta por 12 variantes polipeptidicas em sua grande maioria envolvidas no
transporte de lipidios em diversos orgdos e células do corpo humano, entre os quais estdo:
acidos graxos, colesterol, fosfolipidios, apolipoproteinas e vitaminas (ORAM, 2002;
MOLDAY; ZHANG, 2010).

Estruturalmente as proteinas ABC apresentam um padrdo de organizagdo
comum aos seus membros. Observa-se um arranjo in tandem de duas metades funcionalmente
conectadas. Em cada metade ha um dominio transmembranar (TMD) com vérios segmentos
em projecdes para ambos os lados intra e extra-citoplasmatico, além de um dominio cassete-
ligante de nucleotideo (NBD) (QUAZI et al., 2012) (Figura 3). Nos eucariontes esta
organiza¢do em quatro dominios pode estar codificada em um unico polipeptidio ou em dois
ou mais polipeptidios que se associam para a formac¢do do complexo proteico-funcional

(TARLING et al., 2013).
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Figura 3 — Organizacdo estrutural linear do transportador ABCA4. As metades N e C
possuem seis segmentos (barras verticais cinzas) formadores dos dominios
transmembranares (ECD1 e 2) ambos possuindo grandes algas peptidicas glicosiladas (V)
logo apds os primeiros segmentos. Estdo representados os pontos ligantes ( p ) de
nucleotideos trifosfatados (NBD1 e 2) fundamentais para a movimentacdo de derivados
retinoicos. A barra horizontal com tragos verticais numerados representa os 50 éxons que
formam o gene ABCA4 (retirado de AZARIAN et al., 1998).
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Nos vertebrados a proteina ABCA4 esta localizada nas pilhas de discos
membranosos dos fotorreceptores que formam a regido denominada de segmento externo
destas células. Inicialmente identificada somente nos bastonetes da retina de sapos do género
Rana, a proteina ABCA4 foi posteriormente também detectada nos cones destes animais
(PAPERMASTER et al., 1978; PAPERMASTER et al., 1982).

No olho humano s3o encontrados cerca de cinco milhdes de células do tipo
cone ¢ 100 milhdes do tipo bastonete (SAARI, 2012). De localizagdo retiniana mais central,
os cones sao divididos nos subtipos S, M e L em resposta a maior sensibilidade luminosa. Os
bastonetes sdo altamente sensiveis a estimulacdo luminosa e encontram-se densamente
dispostos na periferia da retina. Nestas células ha cerca de mil discos membranosos formando
o seu segmento externo, cada um deles envelopados por membrana lipoprotéica propria que
delimita um compartimento interno denominado de espaco intradiscal ou limen discal. Nos
cones o arranjo dos discos ¢ ligeiramente diferente pela a auséncia de pilhas de discos
lamelares ja que ha continuidade entre os discos e a membrana citoplasmatica que forma o
segmento externo (Figura 4). Isto resulta em uma morfologia celular em dobradura dos discos

com terminac¢ao em forma conica (MUSTAFI et al., 2009; MOLDAY, ZANG; 2010).
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Figura 4 — Fotorreceptores do tipo cone e bastonete. Em A, fotomicrografia colorida
artificialmente de sec¢do da retina mostrando cones (verde) e bastonetes (marrom); em B,
desenhos esquemadticos representando as segmentagdes presentes na morfologia dos
fotorreceptores humanos. Os segmentos externos sdo em sua totalidade formados pelos discos
membranosos aonde encontramos a proteina ABCA4 (retirado de
https://www.flickr.com/photos/scienceillustrated/4602238247/ e http://vr-
core.wustl.edu/Pages/Chen-Lab-Projects.aspx).

Cada um desses discos do segmento externo ¢ composto por duas membranas
morfologicamente achatadas na por¢do central e dilatadas nas extremidades formando alcas
semelhantes a grampos de cabelos. Destas algas uma ou mais incisuras penetram em dire¢ao
ao centro do disco (MOLDAY, ZANG; 2010) (Figura 5). Imersa nas membranas que
delimitam os discos e de localizacdo restrita as suas algas e incisuras, a proteina ABCA4
apresenta em ambas as metades de seu arranjo molecular um segmento transmembranar
inicial seguido de um extenso dominio exocitoplasmatico (ECD) que se projeta para a regido
externa ao limem. As metades e N e C-terminal ainda apresentam mais outros cinco
segmentos transmembranares (TMD) e um dominio ligante de nucleotideos (NBD)

localizados ap6s o ECD (BUNGERT et al., 2001).
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Figura 5 — Estrutura e localizacdo da proteina ABCA4. Em A temos a representacdo do
polipeptidio ABCA4 com as duas alcas glicosiladas (hexagonos verdes) que formam os
dominios exocitoplasmaticos (ECD1 e 2); inseridos na membrana dos discos os doze
segmentos transmembranares (TMD), e do lado intracitoplasmatico dos discos outras duas
alcas formando os dois dominios ligantes de nucleotideos fosfatados (NBD1 e 2), além do
motivo VFNFA na extremidade C-terminal. Em B esta representada uma por¢do com trés
discos membranosos do segmento externo de um bastonete com vdrias proteinas ABCA4
presentes nas extremidades das bordas dilatadas dos discos (retirado de MOLDAY, ZANG;
2010).

A extremidade N-terminal ¢ formada por 24 aminoacidos anteriores ao
primeiro segmento TMD e, na outra ponta, 140 aminoéacidos formam a por¢do C-terminal
posteriores ao ultimo segmento TMD. Cada uma das doze hélices alfa que formam estes
segmentos TMD possuem cerca de 21 aminoacidos com elevada variabilidade e formadores
de dominios de ligacdo e translocacdo dos substratos lipidicos através da membrana
(BUNGERT et al., 2001; MOLDAY; ZHANG, 2010).

Os ECDs 1 e 2 s3o formados respectivamente por 602 e 289 residuos
peptidicos cada um deles apresentando respectivamente trés e quatro pontos de glicosilagao
nos motivos Asn-X-Ser/Thr destes dominios. A glicosilagdo ¢ uma modificagdo pos-

traducional que se acredita ser importante na estruturacio/estabilidade, movimentacao de
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substratos e inser¢do das proteinas transportadoras nas membranas celulares (TSYBOVSKY
et al., 2013). Na proteina ABCA4 especula-se que pelo seu tamanho e carater hidrofilico, as
glicosilagdes sdo determinantes para a sua localizagdo nas extremidades dos discos do
segmento externo dos fotorreceptores (BUNGERT et al., 2001; TSYBOVSKY et al., 2011).

Completando essa descri¢@o estrutural da proteina ABCA4 sdo encontradas em
projecdo para o lado interno dos discos lamelares as duas alcas peptidicas que formam os
dominios ligantes de nucleotideos (NBD). Identificados por NBD1 e NBD2 e respectivamente
com tamanhos de 521 e 375 aminoacidos (BISWAS-FISS et al., 2010). Estas estruturas
apresentam assinaturas moleculares, como o residuo LSSGQ, que servem para a sua
identificacdo entre a varios transportadores ABC. Embora estes dominios apresentem motivos
sequenciais idénticos entre si do tipo Walker A e B, reconhecidos respectivamente pelas
sequéncias GxxGxGKS/T e ¢dpdpdDE (onde x ¢ qualquer aminoacido, e ¢ (Ié-se Fi) ¢ um
aminoacido hidrofébico e as letras correspondem a G-glicina, K-lisina, S-serina, T-treonina,
D-4cido aspartico e E-acido glutdmico), eles sdo iguais somente em 35% de seus de
aminodcidos e, ligam, acoplam e hidrolisam nucleotideos de maneira diferenciada (AHN et
al., 2003; HANSON; WHITEHEART, 2005).

Ainda fazem parte da estrutura destes DLNs as alcas A, Q, H e D que
possibilitam a forma¢do dos dominios aqui mencionados, além do motivo de sequéncia
VFVNFA, altamente conservado, localizado a 30 aminoacidos do final do terminal-C
essencial o enovelamento funcional dessa proteina (AMBUDKAR et al., 2005; ZHONG et al.,

2009; MOLDAY; ZHANG, 2010).

1.3.3 O Modelo Preditivo da Maculopatia de Stargardt
Simultaneamente a todas as descobertas referentes ao gene ABCA4 e seu

respectivo produto proteico, diversos estudos buscaram a caracterizagdo de um modelo
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funcional que justificasse a patologia de Stargardt. Em outras palavras: como alteragdes na
estrutura de uma proteina, ocasionadas por mutacdes em seu gene codificante, provocariam a
morte de fotorreceptores causando uma cegueira irreversivel?

A resposta a essa importante constatacao estd na premissa fundamental de que
a manutencdo da funcdo visual ¢ totalmente dependente da capacidade de regeneragdo
metabolica do cromoforo retinal 11-cis (PALCEWSKY, 2006; TRAVIS et al., 2007). Este
derivado da vitamina A é o cromodforo mais comum encontrado nos fotorreceptores dos
vertebrados e, quando ligado as proteinas opsinas dos cones e bastonetes, forma as moléculas
captadoras do estimulo luminoso que ird determinar a visdo (WANG; KEFALOV, 2011).
Diante disto, antes de falar sobre a relagdo causal do gene ABCA4 com a doenga de Stargardt,
¢ importante descrever o metabolismo deste aldeido derivado da vitamina A.

A via metabdlica ciclica que regenera o retinal 11-cis ¢ denominada de ciclo
visual, ciclo visual retiniano ou ainda ciclo do retinoide (KISER et al., 2012). Este processo
ocorre através de uma sequéncia de reacdes catalisadas por enzimas associadas as membranas
que estao localizadas nos segmentos externos dos fotorreceptores e, principalmente, naquelas
que formam o reticulo endoplasmatico liso presentes nas células do epitélio pigmentado
retiniano (EPR) (LAMB; PUGH, 2004). Além destas enzimas, ha outras quatro proteinas que
agem como chaperonas exibindo elevada afinidade e especificidade aos intermediarios
retinoicos. Elas garantem o fluxo dos retinoides durante as rea¢des do ciclo de trés maneiras:
(1) protegendo-os contra degradacdo, (ii) conduzindo-os as etapas sequenciais de agdo
catalitica, e (iii) solubilizando-os na fase aquosa dos ambientes celulares (LAMB; PUGH,
2004; SAARI, 2012).

Como os fotorreceptores funcionam em varias condi¢des de luminosidade,
conclui-se que ha, portanto, diferencas na metabolizagdo dos seus pigmentos visuais. Esta

importante observagdo ¢ apoiada pela constatacio de que, embora possuam niveis
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comparaveis de saturacdo de seus fotopigmentos, apds a exposi¢do a luz intensa, cones e
bastonetes apresentam tempos de recuperacdo de suas sensibilidades muito diferentes na
adaptagdo ao escuro. Nos cones a adaptagdo ocorre entre 3 a 4 minutos enquanto para os
bastonetes sdo necessarios pelo menos 30 minutos (HECHT et al., 1937). A seguir sao
descritas as vias ciclicas do retinol nos cones e bastonetes ¢ que fundamentam a compreensao

da associagdo entre o gene ABCA4 e a degeneragdo macular de Stargardt.

1.3.3.1 O CICLO VISUAL NOS BASTONETES

A visdo depende da alteracdo isomérica sofrida pelo cromoforo retinal 11-cis
de uma molécula de fotopigmento em consequéncia da captura de um foton. Esta
fotoisomerizacdo inicia a conversdo do fotopigmento que ativa a proteina-G heterotrimérica
(transducina) que em seguida dispara os eventos subsequentes da cascata de fototransdugdo
que resultam na sensagdo visual (PUGH; LAMB, 2000).

O retinol todo-trans (vitamina A) obtido nos alimentos chega aos nossos olhos
através da circulacdo sanguinea coroidal que o transfere para o epitélio pigmentado retiniano
para ser convertido a retinal 11-cis e em seguida ser introduzido no fotorreceptor aonde
iniciaré o ciclo visual (TIMMERS et al., 1999). Entdo, o cromoforo retinal 11-cis presente nos
discos membranosos do segmento externo do bastonete se associa a proteina opsina formando
a molécula do pigmento visual denominada rodopsina. Apos a absor¢do de um féton ocorre a
fotoisomerizacdo da forma retinal 11-cis (11cRAL) para retinal todo-trans (atRAL) nos discos
membranosos dos bastonetes, a maior parte do retinal todo-trans que foi reduzido a retinol
todo-trans (atROL) pela enzima NADPH-dependente retinol todo-trans desidrogenase tipo 8
(todo-trans RDH ou RDHS), segue através da matriz interfotorreceptora com o auxilio da
proteina carreadora IRBP (proteina interfotorreceptora ligante de retinoides) em dire¢do a
porcao apical do epitélio pigmentado retiniano (EPR) (RATTNER et al., 2000).

No EPR este retinol todo-trans ¢ associado a proteina celular ligante de retinol

tipo 1 (CRBP) (NOY, 2000) sendo difundido até a por¢ao basal da célula pigmentada onde ¢
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esterificado a retinilil éster todo-trans (atRE) pela enzima lecitina-retinol aciltransferase
(LRAT) através da ligacdo a moléculas de fosfatidilcolina presentes na membrana do EPR
(SAARI; BREDBERG, 1989; MOISEYEYV et al., 2003).

A seguir, o éster retinil todo-trans sofre simultaneamente rea¢des de hidrdlise e
isomerizagdo catalisadas pela enzima isomerohidrolase RPE65 (proteina especifica do epitélio
pigmentado com 65 kDa — IMHI) originando o retinol 11-cis (11cROL) (GOLLAPALLI et
al., 2003). Associado a outra proteina transportadora, a CRALBP (proteina celular ligante de
retinaldeido), o retinol 11-cis ¢ finalmente oxidado a forma aldeidica retinal 11-cis pela
enzima retinal 11-cis desidrogenase tipo 5 (11-cis RDH ou RDHS5) (SAARI et al., 2009).

Encerrando o ciclo, a forma retinal 11-cis deixa o EPR na dire¢do a matriz
interfotorreceptora em associagdo a um fator regulatério de antiporte Na'/H" NHERF-1 (fator
regulador de troca idnica tipo 1), acoplado a um complexo de transporte composto pela
proteina ligante de membrana Ezrin, conectada aos filamentos actinicos dos processos apicais
do EPR (SAARI et al.,, 2009; BRETSCHER, et al., 2002). Este complexo proteico entdo
entrega o retinal 11-cis para a proteina de transporte IRBP de volta ao bastonete através da
matriz extracelular interfotorreceptora para posterior regeneragdo do fotopigmento (BOK,
1985). Dada a necessidade de manutencgdo constante deste suprimento de retinal 11-cis, esta
mesma aciltranferase LRAT esterifica o 11-cis ROL para formar o 11-cis RE (éster retinil 11-
cis) que formard um estoque de retinoides 11-cis no EPR para posterior hidrdlise pela
hidrolase retinil éster 11-cis (11-cis REH), suprindo assim o cromdforo essencial para a

regeneracdo do pigmento visual (MATA; TSIN, 1998; PALCZEWSKI, 2010).
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Figura 6 — Esquema proposto para o ciclo visual nos bastonetes. (1) Apos isomerizagdo da
forma 11cRAL para atRAL ocorre a sua conversdo a atROL pela retinol todo-trans
desidrogenase, que segue para o EPR via IRBP; (2) Em associacdo a proteina CRBP1 o atROL
¢ eterificado a atRE pela enzima LRAT; (3) A seguir por agdo da REP65 ocorre hidrolise e
isomerizagdo do éster renilinico produzindo o 11cROL; (4) Encerrando o ciclo o 11cROL ¢
oxidado a 11cRAL e devolvido ao fotorreceptor via IRBP; (5) Esterificacdo do 11cROL para
estocagem de retinoides no EPR (Adaptado de WANG; KEFALOV, 2011).
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1.3.3.2 O CICLO VISUAL NOS CONES

O reestabelecimento e a manuten¢do da sensibilidade visual ¢ dependente do
suprimento e adequada regenerac¢do do aldeido vitaminico retinal 11-cis, sobretudo nos cones
por apresentarem rapida capacidade de resposta (em condigdes fotdpicas o olho humano
detecta estimulos em flickers de 100Hz (TYLER; HAMER, 1990)), além de manutenc¢do
permanente da resposta e auséncia de saturagdo observada mesmo em elevadas condi¢des de
luminosidade (LAMB, 2013).

As evidéncias bioquimicas e fisioldgicas consolidam a existéncia de uma via
acessoria auxiliar para a regeneracdo do croméforo dos cones que garanta a sustentacdo da
atividade fotoquimica (MATA et al.,, 2002; WOLF, 2004; MUNIZ et al, 2007, WANG;
KEFALOV, 2011; VON LITING, 2012). Nesta via cone-especifica uma grande parte do
retinol todo-trans gerado apo6s a fotdlise do retinal 11-cis e redugdo pela RDH seria
transportado através da matriz interfotorreceptora em dire¢do as células de Muller, via
proteina IRBP (PARKER et al., 2009; TANG et al., 2013). Nas células de Muller este retinol
todo-trans seria transformado no isémero 11-cis pela isomerohidrolase dihidroceramida
dessaturase-1 (DES1). Em seguida e em associacdo a proteina CRALBP, o retinol todo-trans
estaria sujeito a duas possibilidades: 1* - interagdes com grupos fosfolipidicos negativamente
carregados provocariam o surgimento da forma holo-CRALBP havendo a libera¢do do retinol
11-cis na matriz interfotorreceptora, associando-se a IRBP e sendo capturado pelo segmento
externo do cone; 2* - o retinol todo-trans seria oxidado a retinal 11-cis via RDHIO0 e
transportado pela IRPB para ser prontamente utilizado como cromdéforo por uma apo-opsina
do cone (KAYLOR et al., 2013).

Para a forma retinol 1l-cis liberada pela holo-CRALBP a etapa final
envolveria a oxidag¢do a forma 11-cis retinal catalisada por uma desidrogenase de retinoides,
NADP" dependente, ainda ndo conhecida. Regenerado, o isomero 11-cis retinal se combinaria
a apo-opsina formando um novo cromoéforo de opsina fotoativo (KAYLOR et al., 2013;

2014).
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Figura 7 — Esquema proposto para o ciclo visual nos cones. Apos a fotolise o atRAL que foi
reduzido a atROL pela retinol todo-trans desidrogenase no segmento externo do cone (SEC),
seguiria alternativamente via segmento interno do cone para as células de Muller para ser
reciclado a 11cRAL. Mais uma vez o transporte destes retinaldeidos seria mediado pela
proteina IRBP. (Adaptado de WANG; KEFALOV, 2011; KAYLOR et al, 2013).
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1.3.3.3 O EFEITO RETINOTOXICO DOS METABOLITOS DO CICLO VISUAL E
A CONTRIBUICAO DO GENE ABCA4 NA MACULOPATIA DE STARGARDT

A completa reutilizagdo do retinal todo-trans através do ciclo visual ¢
fundamental a nossa visdo por dois motivos: primeiro por garantir a constancia na
fotossensibilizacdo dos cones e bastonetes (MAEDA et al., 2011) e, segundo, por impedir a
acdo citotoxica inerente a si e aos derivados metabdlicos que podem ser formados a partir
deste aldeido altamente reativo (MAEDA et al., 2009; SPARROW et al., 2010).

Como derivado imediato do retinal 11-cis, o retinal todo-trans, que ¢ liberado
apos a fotolise deve ser prontamente reduzido a retinol todo-trans e seguir para o EPR para ser
reconvertido a sua forma original (Figuras 3 e 4). Porém, sabe-se que uma parte desse retinal
todo-trans combina-se de forma reversivel com moléculas de fosfatidiletanolamina (PE), uma
das classes de fosfolipidios mais abundantes presentes nas membranas dos fotorreceptores
(AHN et al., 2000; TRAVIS et al, 2006). Este fosfolipidio constitui cerca de 37,6% do total
de 87% em moles que formam a fragdo lipidica dos discos membranosos do segmento externo
dos fotorreceptores (FLIESLER; ANDERSON, 1983).

Até agora ndo ha estimativa precisa sobre a quantidade de retinal todo-trans
que permanece na espaco intradiscal dos fotorreceptores. Esta ¢ uma resposta de grande
importancia para a fisiopatologia da maculopatia de Stargardt, j4 que ¢ a partir deste
aprisionamento do retinal todo-trans intradiscal que surgirdo as formas bisretinoides’ toxicas
que ocasionam a degeneracao dos fotorreceptores.

Os modelos experimentais que utilizam ratos e camundongos sugerem que
cerca de 25 a 30% do retinal todo-trans gerado no ciclo visual ndo se difunda de imediato para
o espago citoplasmatico (LAMB; PUGH, 2004; PAWAR et al., 2008). Ao invés de seguir

para a reacgdo catalisada pela RDH, o retinal todo-trans prontamente reage com a amina

Quando ha dois ou mais substituintes ramificados idénticos em uma molécula, usamos prefixos multiplicativos modificados
para indicar o numero deles. Assim, o termo bis representa a ocorréncia de duas espécies organicas no lugar dos atomos de
hidrogénio de uma cadeia hidrocarbonada central ou anel benzénico.
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primaria de uma molécula de fosfatidiletanolamina (formando uma base de Schiff*)
originando a imina N-retinilideno-fosfatidiletanolamina (N-ret-PE) nos discos membranosos.
Esta reacdo, embora reversivel, atrasa e pode até impedir a formagao do retinol todo-trans que

iniciaré o ciclo visual (Figura 8).
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Figura 8 — Formacdo do N-ret-PE. Reagdo reversivel presente nos discos membranosos do
segmento externo dos fotorreceptores (retirado de MOLDAY'; ZANG, 2010).

E neste momento que a proteina ABCA4 entra em acdo garantindo a
manuten¢do do fluxo do retinal todo-trans para o citoplasma do segmento externo dos
fotorreceptores. Portanto, a proteina ABCA4 funciona como um transportador de retinoides
que utiliza energia da hidroélise de ATP impedindo o acimulo do retinal todo-trans nos discos
membranosos dos fotorreceptores (MOLDAY et al., 2009; SULLIVAN, 2009; MOLDAY,;
ZHANG, 2010).

Os modelos propostos para o mecanismo de funcionamento do ABCA4
corroboram a ideia de que este transportador desloque o N-ret-PE através das membranas dos
discos dos fotorreceptores, permitindo assim que o retinal todo-trans seja reduzido a retinol
todo-trans pela retinol desidrogenase (RDHS) dissociando o n-ret-PE em retinal ¢ PE (SUN

et al., 1999; MOLDAY; ZHANG, 2010; QUAZI et al., 2012; TSYBOVSKY et al, 2013). Na

4 . . ~ . P s : P
Uma base de Shiff ¢ o produto da condensagdo de aminas primarias com compostos carbonilicos. A denominagédo ¢ em
homenagem ao quimico alemio Hugo Schiff, quem as descobriu.
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primeira etapa deste processo o N-ret-PE se ligaria com elevada afinidade aos dominios
transmembranares do ABCA4. Esta ligacdo seria facilitada pela sua conformacdo estrutural
em estado ndo ativado no lumen do disco do fotorreceptor. Nesta condi¢do de repouso os dois
dominios exocitoplasmaticos (ECD 1 e 2) encontrariam-se em grande proximidade. Em
seguida, a ativacdo do dominio ligante de nucleotideo 2 (NBD2) pela entrada de uma
molécula de ATP causaria mudangas conformacionais ocasionando um afastamento entre os
dominios ECD 1 e 2. Esta repulsdo se propagaria até a regido transmembranar provocando um
movimento de rotacdo do substrato em dire¢do ao lado citoplasmatico dos segmento externo
do fotorreceptor. Entdo, a liberacdo do retinal todo-trans e da fosfatidiletanolamina ocorreria
apos a hidrolise da molécula de ATP, o que restabeleceria o estado de repouso do

transportador (Figuras 9 e 10).
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Figura 9 — Desenho esquematico do modelo de funcionamento para o transportador ABCA4.
A esquerda, a atividade basal de transporte de fosfatidiletanolamina (PE) pelo ABCA4 do
limen para o espaco intracitoplasmatico dos discos. A direita, a agdo do ABCA4 na reversao
do N-ret-PE em retinal todo-trans (atRAL) e PE. Esta reacdo ocorreria a partir do limen em
direcdo ao lado citoplasmatico dos discos ap6s a fotoisomerizagao da holo-opsina. A seguir,
o atRAL sofre reducdo a retinol todo-trans pela retinol desidrogenase (RDHS) iniciando
normalmente o ciclo visual para a sua regeneragdo a forma aldeidica retinal 11-cis (retirado
de QUAZI et al., 2012).
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Figura 10 — Desenho esquematico hipotético com a sequéncia de eventos para o transporte do N-
retinilideno-PE (N-ret-PE) no citoplasma intradiscal dos fotorreceptores. Em sentido horario: (1)
o N-ret-PE aparece como esfera oval verde associado aos dominios transmembrana (TMD) em
azul escuro na porg¢do central; (2) ativacio do ABCA4 pela entrada do ATP (esfera vermelha) no
dominio ligante de nucleotideos (CD1) e alteracdo conformacional se estendendo aos TMD,
ocasionando a liberagdo do substrato; (3) ADP como esfera amarela originario da hidrélise do
ATP; (4) o ABCA4 retorna ao estado inicial (retirado de Tsybovsky et al., 2013).

Mas o que ocorre se a proteina ABCA4 nao funcionar e houver acimulo do N-
ret-PE no segmento externo dos fotorreceptores? Caso haja perda de fungdo ou reducdo de
atividade transportadora do ABCA4, o N-ret-PE formado reagird com uma segunda molécula
de retinal todo-trans ocasionando a formacdo do bisretinoide fosfatidil-dihidropiridina
(A2PE). Esta segunda reagdo de condensa¢do marca o inicio de uma via sintética que
ocasiona a formagdo espontanea de varias formas di-retinal toxicas fluorescentes.

Ha atualmente cerca de 25 diferentes pigmentos bisretinoides identificados

através de técnicas cromatograficas e de espectrometria de massas. Estruturalmente eles
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podem ser agrupados dentro de quatro familias: N-retinilideno-N-retiniletanolamina (A2E),
A2-glicerofosfoetanolamina (A2-GPE), A2-dihidropiridina-fosfatidiletanolamina (A2-DHP-
PE) e dimeros de retinal todo-trans (dimero-fosfatidiletanolamina de retinal todo-trans e

dimero-etanolamina de retinal todo-trans) (BOYER et al., 2012b; SPARROW et al., 2012).
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Figura 11 — Via metabolica proposta para a formagdo dos derivados bisretinoides no ciclo
visual. Apos a sofrer fotoisomerizagdo nas membranas do segmento externo do fotorreceptor, o
retinal todo-trans (1; atRAL) reage com a fosfatidiletanolamina (2; PE) formando o N-
retinilideno-fosfatidiletanolamina (3; N-ret-PE). A seguir por isomeria tautomérica aldoendlica
surge o tautdmero X que ao regir com uma segunda molécula de atRAL (4) pode seguir por
duas vias alternativas: na via a a dihidropiridina-PE (5a) formada perderia dois atomos de
hidrogénio originado a fosfatidil-piridina (6a; A2PE) que por a¢do enzimatica lisossdmica de
uma fosfolipase D produz o A2E (7), ou com a perda de somente um hidrogénio a
dihidropiridina-PE produziria a A2-dihidropiridina-fosfatidiletanolamina (9; A2-DH-PE); j& na
via b, um dimero de retinal todo-trans seria produzido (5b) com o formagdo de um anel
aromatico a partir da tautomerizagdo do N-ret-PE e unido com o atRAL (4), entdo este dimero
formaria uma base de Schiff com outra molécula de PE formando o atRAL-PE (6b) (retirado
de Sparrow et al., 2012).
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A ampla toxicidade das variantes estruturais dos derivados do retinal vem
sendo elucidada por experimentos realizados com células do EPR humano cultivadas in vitro
além dos modelos que utilizam animais cujos genes envolvidos nas rea¢des metabdlicas do
ciclo visual sdao nocauteados (SPARROW et al., 2010; BOYER et al., 2012; CHEN et al.,
2012; CONLEY et al., 2012).

Sdo notaveis de destaque as formas retinal todo-trans (atRAL) e N-
retinilideno-N-retiniletanolamina (A2E) cujo acimulo nos fotorreceptores ou nas células do
EPR estd associado com as seguintes alteracdes: aumento substancial na permeabilidade da
membrana citoplasmatica (agdo detergente), inibi¢ao da fosforilacdo oxidativa mitocondrial
(produ¢do de ATP reduzida), decréscimo na atividade metabdlica celular, reducio das defesas
antioxidantes, produ¢do de dano oxidativo a lipidios e proteinas com ou sem exposi¢ao a
radiagdo UV e ao espectro visivel (fototoxicidade), inibi¢do da bomba de proton lisossdmica,
alteracao do metabolismo do colesterol, bloqueio da atividade de degradagao fagolisossomica
sobre os fotorreceptores e, aumento do nivel de célcio citoplasmatico e apoptose via ativacao
da cascata proteolitica das caspases (SIEMS et al., 2002; FINNEMANN et al., 2002;
BERGMAN et al., 2004; SPARROW et al., 2009; MAEDA et al., 2009; TSYBOVSKY et al.,
2010; WIELGUS et al., 2010; MAEDA et al., 2012; ROZANOWSKA et al., 2012).

Nas retinas dos portadores de Stargardt a lipofuscina encontrada ¢ originéria a
partir de reacdes ndo enzimaticas aleatdrias entre os derivados desses retinaldeidos. A
lipofuscina ¢ constituida por retinoides, lipidios e restos de proteinas que sdo acumulados nos
fagolisossomos do EPR. Andlises realizadas nos depositos de lipofuscina em animais
nocauteados para o gene ABCA4 mostraram elevada concentrac¢do de retinoides, em especial
o A2E. Esta forma predomina os granulos de lipofuscina em relagdo as outras espécies
diméricas de atRAL. O mesmo vem sendo observado em amostras post mortem de EPR de
individuos com a maculopatia de Stargardt (BEN-SHABAT et al., 2002; MATA et al., 2000;

KIM et al., 2007; WU et al., 2009).
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A transferéncia destes cromoforos ao EPR ocorre pela fagocitose didria de
10% do segmento externo dos fotorrecetores, o que promove a completa renovacdo de toda a
sua por¢ao externa em dez dias (PALCZEWSKI, 2010; MOLDAY, 2007). Os efeitos de
citotoxicidade relacionados acima ocasionam a morte de células do EPR e trazem como
consequéncia a degeneragdo de fotorreceptores e perda de visdo ja que as células do EPR sdo
cruciais para a sobrevivéncia de células fotorreceptoras. Em particular, por proporcionarem
nutrientes para a sobrevivéncia dos fotorreceptores, além da ingestao e degradagdo dos discos
membranosos envelhecidos como parte do processo de renovacao do seu segmento externo.

Normalmente, as membranas desses discos sdo completamente digeridas pelo
sistema lisossomal das células do EPR. No entanto, apesar do bisretinoide A2PE formado nos
discos poder ser hidrolisado a A2E e 4acido fosfatidico no compartimento do lisossomal, o
EPR ndo tem enzimas capazes de degradar o excesso de A2E. Como resultado o A2E e seus
produtos secunddrios relacionados acumulam-se progressivamente nas células do EPR

formando os depdsitos fluorescentes de lipofuscina (MOLDAY, 2007).
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2 JUSTIFICATIVA

Em se tratando de degeneragdes retinianas hereditarias, o comprometimento
progressivo da fung¢do visual produz um profundo impacto na vida dos individuos afetados
podendo ocasionar perda de oportunidades de educacdo e emprego, baixa produtividade e
redu¢do substancial da qualidade de vida. Até a presente data ndo ha publicagdes que tragam
informagdes sobre as varidveis genéticas presentes em sujeitos brasileiros portadores da forma
recessiva da maculopatia de Stargardt. Os estudos de variabilidade nucleotidica associados a
patologias causadas por alteracdo de uma determinada fung¢do, possibilitam o estabelecimento
de uma exata associacdo entre o genotipo e o fendtipo dos seus portadores. Esta situagdo
possibilita tanto um diagnéstico bem estabelecido como um melhor entendimento preditivo e
progressivo da patologia em questdo (MOORE; EVANS, 1996).

Esta tese traz como proposito principal a caracterizagdo das variagdes
nucleotidicas presentes num grupo de pacientes portadores da forma autossomica recessiva da
maculopatia de Stargardt. Além disso foi investigada a possibilidade do uso das medidas de
expressdao do gene ABCA4 em leucdcitos do sangue periférico como indicador da retinopatia
de Stargardt. Também foram analisadas as espessuras das regides de maior densidade de
fotorreceptores do tipo cone nas retinas dos pacientes como indicadores de perda de acuidade
visual, e a existéncia de associagdes entre estes indicadores genéticos com os dados obtidos
por eletrorretinografia de campo total e as informagdes clinicas apresentadas pelos pacientes.

Dessa maneira, espera-se contribuir ao entendimento da patologia recessiva de
Stargardt manifestada por um grupo de paraenses e se possivel acrescentar novas informagdes

relativas ao diagnostico e prognostico desta retinopatia.
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3 OBJETIVOS
3.1 GERAL

Investigar a ocorréncia de associa¢des entre as variantes alélicas e os niveis de
expressao do gene ABCA4 com a morfologia dos granuldcitos periféricos e os fendtipos
clinicos, eletrofisiologicos e de estrutura da retina em pacientes portadores da maculopatia

autossOmica recessiva de Stargardt.

3.2 ESPECIFICOS
- Caracterizar o fendtipo clinico dos individuos diagnosticados com a

maculopatia de Stargardt;

- Identificar as variantes alélicas presentes no gene ABCA4 nos individuos
amostrados;
- Comparar os niveis de expressdo do gene ABCA4 nos granuldcitos dos

individuos diagnosticados com a maculopatia de Stargardt e no grupo controle;

- Descrever os estadgios de maturacdo dos granulécitos neutrdfilos encontrados

na circulac¢do sanguinea periférica entre os grupos de pacientes e controle;

- Avaliar as respostas eletrorretinograficas de campo total dos individuos

diagnosticados com a maculopatia de Stargardt em funcdo do tempo de adaptacdo ao claro;

- Comparar as medidas de espessura da regido foveal da retina entre os

pacientes com maculopatia de Stargardt e o grupo controle.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ASPECTOS ETICOS

Os sujeitos participantes da presente pesquisa foram estudados segundo os
preceitos da Declaracdo de Helsinque (1996) observando-se também as Normas de Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos estabelecidas na Resolucdo MS/CNS 196/1996 do Conselho
Nacional de Satde e atualizadas pela Resolugdo MS/CNS 466/2012. Este projeto foi
submetido e recebeu aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
da Universidade do Estado do Para — UEPA (parecer n® 433.376).

Todos os participantes receberam esclarecimentos sobre os objetivos deste
estudo, fornecendo permissdo escrita para participar deste trabalho através da assinatura do

termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE A).

4.2 TIPO DE PESQUISA
O presente estudo caracteriza-se pelo seu carater experimental objetivando-se
o estabelecimento de relacdes de causa e efeito nas varidveis investigadas. Trata-se de uma

investigacdo de carater primdrio de desenho transversal descritivo e analitico (CAMPANA.,

1999).

4.3 SUJEITOS

Os pacientes selecionados fazem parte da clientela assistida pelo servigo de
oftalmologia do Hospital Universitario Betina Ferro de Souza (HUBFS), pertencente a
Universidade Federal do Para (UFPA). Todos os sujeitos recrutados para o projeto foram
clinicamente diagnosticados como portadores da maculopatia de Stargardt de acordo com os
resultados dos testes da pratica oftalmologica e exames complementares. Para a obtengdo de

dados relativos aos testes oftalmoldgicos especializados os pacientes recrutados serdo
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encaminhados ao Laboratério de Neurologia Tropical do Nucleo de Medicina Tropical da
UFPA (LNT-NMT). As andlises relativas a identificagdo das variantes genotipicas e os niveis
de expressdo da proteina codificada pelo gene ABCA4 serdo realizadas em amostras de

sangue periférico venoso a ser coletado no LNT.

4.3.1 Critérios de inclusiao

Como defini¢ao do fenotipo clinico para a maculopatia de Stargardt e inclusdo
do paciente nesta pesquisa foram utilizados os seguintes critérios: diminuicdo da acuidade
visual progressiva e bilateral, visdo periférica preservada, modo de heranga autossdmica
recessiva, alteracdes do epitélio pigmentado retiniano com aspecto em bronze batido ou
maculopatia em alvo, presenca ou ndo de manchas floculares na retina periférica, e aspecto

angiografico caracterizado por siléncio coroideo e halo de hiperfluorescéncia perifoveal.

4.3.2 Critérios de exclusao

A exclusdo de sujeitos ocorreu sempre quando houve duvida diagnostica,
identificacdio de uso de medicacdo de acdo retinotdxica, caracterizacdo de degeneragdo
macular relacionada a idade ou outras maculopatias inclusive aquelas ocasionadas por doenga

sistémica e opacidade de meios que interferissem na realizacdo de exames.

4.4 AVALIACAO OFTALMOLOGICA

Os procedimentos descritos a seguir fazem parte da rotina de avaliagdo
oftalmoldgica e sdo necessarios a caracterizagdo clinica da maculopatia de Stargardt. Além
dessas informagdes os pacientes também foram indagados sobre a ocorréncia familiar de
alteracdes visuais e o seu proprio histérico de diminuicdo da acuidade visual para estimarmos

o tempo de duracdo da maculopatia de Stargardt. Todas esses dados foram obtidos pelos
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profissionais oftalmologistas ou ndo que assistiram os pacientes durante as consultas e
procedimentos técnicos realizados no HUBFS e NMT .

Durante a rotina de propedéutica oftalmologica os sujeitos selecionados foram
avaliados através dos seguintes procedimentos: exame ocular externo, afericdo de pressdo
intraocular, biomicroscopia de fenda e de fundo de olho, e medida de acuidade visual.

No exame ocular externo avaliou-se através de inspe¢do sem uso de aparelhos
especificos as estruturas mais anteriores do olho e seus anexos. Com o auxilio de uma fonte
luminosa foram avaliados os seguintes itens: posi¢do do globo ocular e da fenda
interpalpebral, pele e bordas palpebrais, conjuntival bulbar, cariincula, conjuntiva tarsal,
limbo esclero-corneal, cornea, camara anterior, iris e pupila.

A aferigdo da pressdo intraocular da area central da cérnea foi realizada com o
tondmetro e Goldman acoplado a lampada de fenda de Haag-Streit 900, sob anestesia topica
por cloridrato de proximetacaina a 0,5% (Anestalcon®/Alcon®).

Realizado também com a fonte luminosa em fenda, a biomicroscopia permitiu
a obtencdo de imagens em cortes Opticos de diferentes formas, inclinagdes e intensidades, o
que possibilitou a observacdo das estruturas transparentes do olho em aumento de 6 a 40
vezes. O sistema ainda ¢ composto por filtros para cores e lentes variadas que permitem
ajustes de direcdo e intensidade do foco luminoso (RODRIGUES, 1996). Nas andlises dos
sujeitos Stargardt foram utilizados os métodos de iluminagdo direta vermelho e corte dptico,
de rotina, acrescentando-se, desde que necessarios, outros padrdes de exame.

O exame de fundo de olho (fundoscopia) foi conduzido sob midriase obtida
com duas gotas de colirio midriatico contendo tropicamida a 1% (Mydriacyl Alcon®)
administradas com cinco minutos de intervalo cada. Os procedimentos utilizados foram os de
oftalmoscopia binocular indireta para a visualiza¢do de toda a retina, e de biomicroscopia de
fundo com lampada de fenda e lente para avaliagdo mais detalhada da regido macular.

Nas determinagdes de acuidade visual (AV) foram empregados os optotipos de
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Snellen, cujos simbolos de base literal sdo dispostos em angulos de 1 minuto de arco. O
procedimento obedeceu a graduacdo de tamanho dos optotipos, iniciando-se com o maior
(correspondente & AV de 0,05) at¢ o de menor tamanho (AV de 1), mantendo-se uma
distancia de 20 pés (ou 6,Im) entre o paciente e o plano de proje¢do dos optotipos. A
identificacgdo correta dos optotipos representa a melhor acuidade visual do sujeito investigado.
Esta identificacdo foi realizada com os valores em escala imperial, posteriormente convertidos
para a escala LogMAR, e considerando-se o resultado da refratometria prévia que representa

uma estimativa da capacidade da fungao visual.

4.5 AVALIACAO OFTALMOLOGICA COMPLEMENTAR
Para a avaliagdo mais especializada os sujeitos foram submetidos aos exames
complementares de retinografia, angiofluoresceinografia, tomografia de coeréncia Optica

retiniana (TCOR), e eletrorretinografia de campo total (ffERG).

4.5.1 Retinografia e Angiofluoresceinografia
Na retinografia e angiofluoresceinografia sdo obtidos registros fotograficos do
fundo do olho com o objetivo de identificar alteragdes macroscopicas na morfologia retiniana.
Estas alteragdes morfoldgicas foram utilizadas para o estabelecimento do fenétipo clinico dos
sujeitos em estudo de acordo com descrigdo em quatro estagios proposta por Fishman et al.
(1976). Para esta classificacao sao considerados essencialmente o tamanho ¢ a localizacao das
manchas floculares amarelo-esbranquicadas assim como as alteragdes no epitélio pigmentado
retiniano e lesdes no coriocapilar.
Para a coleta de imagens foi empregado o sistema de captura de imagens Visucam®
500 (Carl Zeiss Meditec, Inc.) ap6és a administragdo de colirio midridtico (Mydriacyl

Alcon®). Para o estudo macroscopico da dindmica do fluxo sanguineo (perfusdo) na
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vasculatura retiniana utilizou-se como contraste o corante organico a fluoresceina sodica a
10% por via intravenosa por acessos no dorso da mao ou antebrago.

Estes métodos permitem o imageamento topografico da retina possibilitando a
identificagdo de depdsitos de lipofuscina e outros fluoréforos na monocamada de células do
epitélio pigmentado retiniano (EPR). A ocorréncia destes depoésitos estd associada ao
envelhecimento natural do epitélio em questdo, contudo, também caracterizam estados
patologicos da retina externa (SCHMITZ-VALCKENBERG et al., 2008).

A lipofuscina ¢ composta por uma mistura complexa de lipidios e proteinas
parcialmente digeridos cuja composicdo precisa ainda ¢ desconhecida. Sabe-se contudo que
seu principal componente ¢ a forma A2E que ¢ derivada de duas reagdes sucessivas entre
moléculas de retinal todo-trans com a fosfatidiletanolamina. Este material apresenta alto grau

de fluorescéncia com predominancia de formas bisretinoides (BOYER et al., 2012a).

4.5.2 Tomografia de Coeréncia Optica Retiniana (TCOR)

A tomografia de coeréncia Optica retiniana ¢ um método ndo invasivo utilizado
como ferramenta diagnostica, sem o contato com estruturas oculares e, capaz de fornecer
imagens em corte transversal do olho humano em tempo real (HUANG et al., 1991).

A TCOR nos permite a visualizagdo de estruturas intrarretinianas, em especial
o EPR bem como as junc¢des dos segmentos internos e externos da camada de fotorreceptores
geralmente afetados nos estagios iniciais nas degeneragdes da retina (ZAWADZKI et al.,
2005). O imageamento em secc¢do transversal da mécula ou da cabega do nervo oOptico ¢
analogo aquele de uma ultrassonografia pelo uso de ondas de luz para a obten¢do de perfis
refletivos dos tecidos em investigacdo (HUANG et al., 1991).

As medidas de espessura da regido central da fovea retiniana foram obtidas

usando o tomografo Spectralis® HRA + OCT (Heidelberg Engineering Inc., Alemanha). O
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Spectralis usa um laser de comprimento de onda de 870 nm, fornece 40000 A scans/s com
uma resolu¢do axial de 7 um e transversal de 14 um nos tecidos analisados. O rastreamento
do scan cobriu uma area de 20° x 20° consistindo em 37 linhas de alta resolugdo espacial. O
programa Heidelberg Eye Explorer foi usado para capturar as imagens e fazer as andlises de
espessura da fovea nos sujeitos portadores da maculopatia de Stargardt e em controles.
Multiplas imagens da retina central (30 imagens) serdo promediadas para melhorar a razao
sinal ruido. O critério de aceitacdo da qualidade de imagem serd baseado em um score do
programa, o qual devera ser superior a 16.

Os valores encontrados foram tabulados e as médias estimadas dentro de cada
um dos grupos e entre os dois, e as diferencas encontradas testadas através dos testes ¢
(Student) e U (Mann-Whitney), ambos disponiveis no programa gratuito BioEstat v5.3

(AYRES et al., 2007).

4.5.3 Avaliacdo do Aumento da Amplitude do Eletrorretinograma de Campo
Total em Func¢ido do Tempo de Adaptacio ao Claro

A eletrorretinografia (ERG) representa a resposta elétrica detectavel que a
retina produz em reacdo a um estimulo luminoso. Este estimulo pode ser modulado como um
padrdo em repeti¢des estruturadas espacialmente ou de maneira estatica através de um flash.
A resposta obtida pode ser representativa de toda a retina ou parte dela (GUNDOGAN et al.,
2011).

O eletrorretinograma de campo total (full-field ElectroRetinoGram — ffERG)
consiste na captacdo da resposta elétrica difusa neural e ndo neural da retina estimulada por
flashes luminosos. Nesta estimulagdo toda a 4rea da retina correspondente ao campo visual do

sujeito ¢ ativada (BIRCH; ANDERSON, 1992). A medida desta resposta corresponde a soma
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total dos componentes positivos e negativos originados pelos diferentes estidgios de
processamento retiniano ao longo do tempo de estimulagdo (GUNDOGAN et al., 2011).

A preparacao dos sujeitos para o teste iniciava com dilatagdo pupilar com uma
gota de cloridrato de tropicamida a 1% (Mydriacyl®/Alcon®) afim de alcancarmos a maior
estimulacdo dos fotorreceptores. Ambos os olhos também foram anestesiados com cloridrato
de proximetacaina a 0,5% (Anestalcon®/Alcon®) minimizando o desconforto causado pelo
eletrodio utilizado nos registros eletrorretinograficos. Apos esta etapa de instilacdo destes
colirios, houve o posicionamento dos eletrodios para obtencdo dos dados, sendo: um eletrédio
corneano DTL ativo (situado a porg¢do inferior da cornea), um eletrodio de superficie de disco
de ouro usado como referéncia (posicionado temporalmente e ipsolateral ao olho testado) e,
outro também de disco de ouro usado para aterramento (aplicado no ponto encefalografico
Fpz). Para a eliminacdo da resisténcia elétrica natural da pele, havera esfoliagdo com gel
abrasivo cutdneo (NuPrep® - D.O. Weaver and Company) nos pontos de fixa¢do dos
eletrodios, além de pasta eletrolitica (Ten20® - D.O. Weaver and Company) para melhor
conducdo dos sinais. Antes do inicio dos registros houve a adaptacdo ao escuro em ambos
olhos por um periodo de 20 minutos. Serdo usados tapa-olhos opacos para evitar a exposi¢ao
do olho a luz.

Os registros dos sinais eletrorretinograficos capturados eram enviados ao
amplificador Grass 15 LT (GRASS Technologies — Warwick, Rhode Island, USA) seguidos
de digitalizacdo em placa PCI em um microcomputador tipo Workstation (Apple) utilizando-
se o software Veris System v6.0.10 (Electro-diagnostic Imaging (EDI) — Redwood City,
California, EUA). Os sinais foram amplificados de 10.000 vezes e filtrados entre as
frequéncias de 0,3 a 300 Hz.

Ap6s a adaptacdo ao escuro, o sujeito testado foi colocado em um estimulador

do tipo Ganzfeld comandado pelo sistema Veris Science v6.10. O estimulador apresentava
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uma iluminagdo de fundo de 30 cd/m”. Os estimulos eram formados por flashes (duragdo de 1
ms) de luz com 3 cd/m” acima da luminancia de adaptagdo do fundo. Os flashes eram
liberados a cada 10 s. O registro foi realizado durante 20 minutos, totalizando 120 registros, a
partir do inicio da adaptagdo ao claro.

A andlise das respostas eletrorretinograficas obtidas foi feita através das
medidas de amplitude da onda b do ERG de campo total em funcio do tempo de adaptagdo ao
claro. Os dados obtidos foram ajustados a um modelo exponencial, conforme a seguinte
equacdo: y =a + b X exp(— t/T), que permite o calculo da constante de tempo da fungdo, a
qual representa o tempo de adaptacdo ao claro do sujeito (PEACHEY et al., 1989). Nesta
equacao temos y representando o parametro a ser achado no modelo, a, b, e ¢ s3o parametros
de escalonamento e T ¢ a constante de tempo. Os valores da constante de tempo dos pacientes

foram comparados aos valores de um grupo controle pareado em idade.

4.6 GENOTIPAGEM

Desde a identificacdo das primeiras variantes alélicas associadas a doenca de
Stargardt feita por Allikmets et al. (1997) mais de trezentas publicagdes foram produzidas
descrevendo centenas de mutagdes no gene ABCA4. As mutagdes descritas encontram-se
essencialmente nas regides codificantes (éxons) do gene ABCA4 e naquelas flanqueadoras
envolvidas no processamento/edi¢ao (splicing) do RNA mensageiro que serve de molde para
a sintese da proteina ABCA4 (FUJINAMI et al., 2013; STROM et al., 2013).

As andlises realizadas em consorcios de pacientes em diversas etnias
determinaram a ocorréncia de mais de 500 diferentes mutacdes associadas ao fendtipo clinico
da maculopatia de Stargardt. Estas variantes sdo em sua grande maioria mutagdes pontuais
que provocam mudancas de aminodcidos na proteina codificada, além de inser¢des e delegdes

nas regides codificantes (éxons) do gene ABCA4. Esta imensa gama de variabilidade torna
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extremamente dificil a identifica¢do das reais variantes alélicas, e respectivas combinagdes,
causadoras da patologia de Stargardt (MAIA-LOPES et al, 2009; BURKE et al., 2013).

A metodologia utilizada para a genotipagem dos sujeitos amostrados envolveu
as etapas de (i) obtengdo e quantificagio de DNA gendmico, (ii) amplificagdo das regides
codificantes do gene ABCA4 através de reacdo em cadeia da polimerase, (iii) purificagdo e
quantificagdo dos amplicons obtidos, (iv) reacdo de sequenciamento dos amplicons e posterior

purificacdo para leitura e determinagdo da sua composi¢ao nucleotidica.

4.6.1 Obtencao e quantificacdo de DNA gendmico

A determinacdo dos perfis genotipicos dos sujeitos investigados foi realizada a
partir da obtencdo de 100 ng de DNA extraidos da camada leucocitdria separada por
centrifugacdo, a 3000 rpm por 15 minutos, do sangue total coletado com anticoagulante.

O DNA foi extraido através de protocolo padrdo sugerido pelo fabricante do
kit de extragdo de DNA gendmico Ilustra™ Blood GE genomicPrep Mini Spin Kit (GE
Healthcare®). O protocolo consiste na precipitagdo de DNA gendmico a partir de 300 ul de
sangue total, com uma etapa inicial de lise celular, seguida de digestdo e precipitacdo de
proteinas com adsor¢do seletiva em membrana de silica e posterior eluigdo do DNA em 30 ul
de solucdo tamponante com baixo teor salino (solugdo estoque).

O DNA extraido foi quantificado por espectrofotometria utilizando-se 2 ul da
solucdo estoque através da razdo entre as faixas de absorbancia do UV 260/280 nm conforme

as recomendagoes do fabricante (NanoVue Plus™ Spectrophotometer GE Healthcare®).

4.6.2 Amplificacido das Regides Codificantes do Gene ABCA4
A metodologia de amplificagdo génica por reacdo em cadeia da polimerase

(PCR) foi realizada conforme o descrito por Azarian et al. (1998), englobando os 50 éxons do
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gene ABCA4, além de parte das regides a jusante e a montante destes fragmentos. O
protocolo padrao de amplificagdo continha as seguintes temperaturas e tempos de ciclagem:
um ciclo inicial de desnaturacdo a 95 °C por 5 minutos; seguido de 35 ciclos repetidos em
sequéncia a 95 °C por 20 segundos, 40 segundos para pareamento dos oligonucleotideos
iniciadores cujas temperaturas variavam conforme a regido a ser amplificada, e 40 segundos
de extensdo a 72 °C; em seguida havia um ciclo de extensdo final a 72 °C por 10 minutos e,
fechamento da reacdo com as amostras mantidas a 4 °C.

As reagdes em cadeia da polimerase foram realizadas em um volume de
solucao tampao de reagdo para a enzima Taq polimerase 1X concentrado, 0,2 mM de dNTPs,
0,5 uM de cada um dos oligonucleotideos iniciadores, 50 mM de MgCl,, 2,5 U de Taq
polimerase, 100 ng de DNA gendmico e 4gua pura em quantidade suficiente para um volume

final de 50 ul.

4.6.3 Purificacdo e Quantificacio dos Amplicons Obtidos

Apos a reacdo de PCR os amplicons eram visualizados em gel de agarose a 2%
através de eletroforese submarina com tampao TAE 1X concentrado. Para a marcagao,
visualizacdo e registro fotografico deste fragmentos utilizamos o corante fluorescente
GelRed™ Biotium® detectavel sob iluminagao UV a 300 nm.

O protocolo de purificacdo seguido utilizou a tecnologia de ligagdo do DNA
em coluna contendo membrana de silica, com posterior lavagem e eluicdo através solucdes
tamponantes por centrifugacdo em conformidade as recomendagdes do fabricante do kit
GenElute™ PCR Clean-Up (Sigma-Aldrich®). A quantificagdo dos amplicons para posterior
sequenciamento foi realizada por espectrofotometria utilizando-se 2 ul do volume purificado
através da razdo entre as faixas de absorbancia do UV 260/280 nm conforme as

recomendacdes do fabricante (NanoVue Plus™ Spectrophotometer GE Healthcare®).
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4.6.4 Sequenciamento de DNA

Para o sequenciamento dos 50 amplicons gerados utilizamos a metodologia
dideoxyterminal de Sanger et al. (1977), adaptada ao uso destes nucleotideos modificados e
marcados com fluor6foros, com os respectivos eletroferogramas obtidos através de leitura
automatizada por eletroforese capilar no analisador genético modelo 3130 da Applied
Biosystems®.

O protolocolo para a obtencao das sequencias nucleotidicas possuia uma etapa
inicial com a reagdo de sequenciamento propriamente dita utilizando-se o kit BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Life Technologies®/Applied Biosystems®). O volume
final total era de 20 ul de reagdo contendo: 4 ul do reagente Terminator Ready Reaction Mix,
30 ng do amplicon purificado, 3,2 pmol de cada uma dos oligonucleotideos havendo ao final
ajuste com agua ultrapura deste volumes para o total mencionado.

Para cada um dos iniciadores eram realizadas reagdes separadas para a
confirmagdo da composi¢do nucleotidica em ambas as fitas de DNA. a jusante ¢ a montante.
O protocolo padrao de termociclagem para o sequenciamento possuia uma etapa inicial a 96
°C por 60 segundos, seguida de 25 ciclos com 96 °C por 10 segundos, 50 °C por 10 segundos
e 60 °C por 4 minutos, e finalizando com a manuten¢do das amostras a 4 °C.

Os produtos da rea¢do acima eram entdo purificados adicionando-se 2 ul de
EDTA (125 mM) e 2 ul de acetato de sodio (3 M, pH 4,8) seguidos de 50 ul de alcool etilico
absoluto. Esta mistura era agitada e incubada em temperatura ambiente por 15 minutos e
centrifugada por 45 minuto a 4000 rpm, e desprezando-se o sobrenadante ao final. Na
proxima etapa foram adicionados 70 ul de etanol a 70% com centrifuga¢do por 10 minutos a
4000 rpm, seguindo-se mais uma vez ao descarte do sobrenadante. O precipitado obtido
secava em estufa a 50 °C por 20 minutos, e era reconstituido em 10 ul de formamida sob

agitag¢do por 15 segundos e aquecido a 95 °C por 3 minutos para aplicagdo no sequenciador.
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4.6.5 Edicio e Analise dos Exons do Gene ABCA4

As sequencias nucleotidicas constituintes dos éxons analisados foram avaliadas
quanto a sua qualidade através do software Sequence Scanner vI1.0 (Life
Technologies®/Applied Biosystems®), e em seguida alinhadas e editadas através do software
gratuito BioEdit v7.2.5 (HALL, 1999).

Ap6s o alinhamento que permite a identificagdo das mutagdes nos fragmentos
sequenciados, a confirma¢do das variantes nucleotidicas detectadas foi realizada através da
comparagdo com as bases de dados abaixo informadas:

- Retina International: http://www.retina-international.org/files/sci-news/abcrmut.htm;
- Basic Local Alignment Search Tool (BLAST): http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?
CMD=Web&PAGE TYPE=BlastHome;

- ABC mutation database: http://abcmutations.hegelab.org/proteinDetails?pid=S81;

RetinoGenetics: http://122.228.158.106/RetinoGenetics/stargardt _diagnosis.php;

- NCBI Variation Viewer: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/view/?q=CFH;

Human Gene Mutation Database: http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php.

4.7 MEDIDAS DE EXPRESSAO GENICA DO GENE ABCA4

A quantificagdo do nivel de expressdo de um gene estd fundamentada na
determina¢do do volume total de RNA mensageiro, relativa a este gene, que ¢ detectavel na
célula ou tecido em questdo com elevada especificidade e sensibilidade (SCHEFE et al.,
2006). As medidas de expressdao do gene ABCA4 foram realizadas através da metodologia de
amplificacdo de fragmentos de acidos nucléicos por reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A
técnica utilizada serd a de PCR quantitativo em tempo real (q-rtPCR) (HIGUCHI et al., 1992).

O protocolo utilizado foi adaptado daquele descrito por Schmittgen e Livak

(2008) que ¢ composto pelas seguintes etapas: 1. isolamento do RNA mensageiro (RNAm); 2.
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Tratamento com DNAse; 3. sintese de cDNA; 4. reagdo de rt-qPCR e, 5. determinagdo da

eficiéncia da reacdo de quantificagao.

4.7.1 PCR Quantitativo em Tempo Real (q-rtPCR)

A técnica de g-rtPCR ¢ fundamentada nas premissas da amplificacdo
exponencial de fragmentos de 4cidos nucléicos com um diferencial: € possivel a determinacdo
das quantidades de fragmentos amplificados no tempo exato em que isto ocorre, ou seja, em
cada um dos ciclos completados. Este processo ¢ totalmente automatizado permitindo a
determinagdo precisa das quantidades de um gene em expressdo no material biologico sob
investigacao (HEID et al., 1996).

O ponto critico para a quantificacdo da expressdo de um gene ¢ conhecido
como ciclo limiar (Ct) ou ciclo de quantificacdo (Cq), que por definicdo representa
pontualmente o ciclo de amplificagdo dos fragmentos em estudo no qual o sinal fluorescente
cruza um limiar de detec¢do previamente definido. Ou seja, o primeiro ciclo no qual a
fluorescéncia emitida pelo marcador indica que os produtos de PCR tornaram-se detectaveis .

Foi utilizada a técnica de q-rtPCR para teste da hipdtese de que alteragdes no
gene ABCA4 expresso na retina dos pacientes com maculopatia de Stargardt possam ser
espelhadas nas células da circulagdo sanguinea periférica. O protocolo para a determinacdo
dos niveis de expressdo génica por g-rtPCR iniciava com a extracdo do RNA total a partir de
250 ul da camada de leucdcitos obtida por centrifugacdo a 3500 rpm da amostra de sangue
total coletada por puncdo venosa periférica. Estas células eram homogeneizadas com o
reagente TRI Reagent® Solution (Life Technologies®/Applied Biosystems®) para a
preservacdo da estrutura dos RNAs conforme as orientagdes do fabricante. A seguir a fragao
de RNA total foi isolada por precipitacao alcoolica e estocado sob congelamento em 20 ul de

agua ultra pura.
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Na proxima etapa o RNA total isolado servia como molde para a reagdo de
sintese de moléculas de DNA complementar (¢cDNA) especificas ao gene ABCA4. Para esta
reacdo seguiu-se as recomendagdes contidas no kit High Capacity ¢cDNA Reverse
Transcriptase (Life Technologies®/Applied Biosystems®) para amplifica¢do termociclica do
fragmento do gene ABCA4. As reagdes foram realizadas em micloplacas Opticas contendo
um volume final de 40 ul sendo a metade composta pelos reagentes contidos no kit (tampao,
oligonucleotideos randéomicos, dNTPs e a enzima transcriptase reversa) ao qual era
adicionado um volume de 20 ul do RNA total extraido. Os ciclos de temperatura para esta
amplificagdo foram de: 25 °C por 10 minutos, 37 °C por 120 minutos e finalizando a 85 °C
por 5 minutos.

A etapa final também consistia em uma amplificagdo por PCR com o uso de
oligonucleotideos iniciadores especificos do tipo TagMan®, referéncia HS00979594 m1
(Life Technologies®/Applied Biosystems®), que permitem a deteccdo de fluorescéncia
ocasionada pela atividade exonucleotidica 5’—3’da Taq DNA polimerase durante reacdo de
amplificacdo termociclica. Esta reacdo tinha um volume final de 30 ul contendo os reagentes
do kit TagMan® (master mix ¢ gene expression assay) além de agua ultra pura e 3 ul do DNA
obtido na reagdo de transcricdo reversa. Os ciclos de temperatura utilizados foram de 50 °C
por 2 minutos, 95 °C por 10 minutos, seguido de 50 ciclos repetidos em sequéncia a 95 °C por
25 minutos e 60 °C por 1 minuto no termociclator ABI Prism® 7000 (Applied Biosystems®).

Ao final desta amplificagdo temos um aumento exponencial da intensidade de
fluorescéncia até o ponto do limiar de detec¢do, onde temos o estabelecimento de uma relagao
inversa entre o nimero de moléculas iniciais de DNA presentes na reacdo e o valor Ct, que

serve de base para os calculos quantitativos na rea¢ao de g-rtPCR (ALONSO et al., 2003).
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4.7.2 Analise da Expressao do Gene ABCA4 por q-rtPCR

Os valores de Ct obtidos foram utilizados para a quantificagdo relativa do gene
ABCA4 através da andlise comparativa aos valores obtidos para o proto-oncogene
constitutivo ABL cuja expressdo codifica uma proteina tirosina quinase, de acdo tanto
citoplasmatica quanto nuclear, envolvida em diversos processos celulares que incluem
divisdo, diferenciacdo, adesdo e resposta celular ao estresse (WANG, 2014).

De posse dos valores de Ct para ambos os genes no grupo de sujeitos com a
maculopatia de Stargardt e no grupo controle, os niveis de expressdo foram calculados para
cada sujeito através da equagio 272¢¢ onde o valor de ACt é dado por C tapcas)—2 — Ctapr)
(Schmittigen; Livak, 2008). A seguir a média aritmética dos valores encontrados foi
determinada para cada um dos dois grupos e o teste U (Mann-Whitney) utilizado para
avaliarmos as diferencas encontradas. Todos estes dados foram tabulados e analisados em

planilhas do programa gratuito de andlise estatistica BioEstat v5.3 (AYRES et al., 2007).

4.8 AVALIACAO DA SEGMENTACAO NUCLEAR DOS NEUTROFILOS

Os granuldcitos neutréfilos representam de 40 a 70% dos leucdcitos circulantes
em um individuo adulto sendo encontrados a uma concentracdo média de cinco bilhdes por
litro de sangue (HOFFBRAND et al., 2006). A produgdo destes granulocitos (1 a 2 x 10"
células/dia) corresponde quantitativamente a maior atividade hematopoiética da medula dssea,
onde aproximadamente dois tercos da atividade formadora de células estd direcionada a
mielopoiese (BORREGAARD, 2010).

Antes de invadirem a corrente sanguinea os neutrdfilos passam por um
processo de diferenciacdo terminal no qual surgem células cujos nucleos apresentam-se
bastonados e segmentados. Esta maturagdo ¢ dependente do microambiente hematopoiético e

mediada por fatores de transcri¢cdo intrinsecos (GERY et al., 2004; IWASAKI et al., 2005).
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Diversos estudos tem demonstrado o papel dos retinoides na indugdo da diferenciacdo celular
hematopoiética (WARD et al., 2000; BROWN; HUGHES, 2012). Por ser um transportador de
retinoides, testaremos a hipotese de que alteracdes na estruturagdo da proteina ABCA4
também possam ser evidenciadas através da contagem da segmentagdo dos lobulos dos
neutrofilos.

Para a andlise dos segmentados parte do sangue coletado com o anticoagulante
EDTA foi utilizada para a preparacdo de esfregacos corados pela técnica de May-
Griinwald/giemsa. A contagem foi realizada manualmente em microscopio optico (1000X)
até que o total de 100 neutrofilos seja alcangado. Os valores obtidos foram entdo utilizados
para a determinagdo das médias e desvios para cada conjunto de morfotipos identificados e,
em seguida as diferencas quantitativas encontradas foram avaliadas através do teste U (Mann-

Whitney) executado no programa de analise estatistica BioEstat v5.3 (AYRES et al., 2007).
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5 RESULTADOS
5.1 AVALIACAO OFTALMOLOGICA

No total onze pacientes atendidos no servigo de oftalmologia do HUBFS com
o diagnostico para distrofia macular de Stargardt foram identificados e convocados a
participar de forma voluntaria deste estudo. Cada um destes sujeitos foram entrevistados
durante as consultas oftalmoldgicas para verificagdo dos critérios de inclusdo e exclusdo
propostos, e também, para levantamento de histérico familiar e estimativa de manifestagao
dos primeiros sinais de perda de acuidade visual.

Entre os sujeitos avaliados houve somente um caso de relacdo consanguinea
detectado entre dois pacientes irmaos. Contudo, ambos nao relataram a ocorréncia de outros
familiares com quando clinico que sugerisse a maculopatia de Stargardt. Nos demais ndo
houve informagdes que indicassem a ocorréncia em outros membros familiares. Todos os
participantes eram residentes da regido metropolitana de Belém. No grupo de pacientes havia
sete sujeitos (64%) do sexo masculino e quatro (36%) do sexo feminino. A idade média foi de
34,5 anos (DP = 14,17) e variacdo de 15 a 54 anos. Nao foram detectadas anormalidades
morfoldgicas nos exames da rotina oftalmologica em todos os aspectos observados quanto as
estruturas anteriores dos olhos se seus anexos. O mesmo ocorrendo para os resultados dos
exames de pressao intraocular com média de 12 mmHg, e biomicroscopia sem alteragcdes em
ambos os olhos avaliados.

A Tabela 2 apresenta as informacdes clinicas dos sujeitos avaliados quanto a
idade, sexo, estdgio clinico, década de surgimento ¢ medidas de acuidade visual (AV)
realizadas no periodo de 2013 a 2014. Os valores de AV foram medidos em ambos os olhos
(22 ao todo) com média estimada de 20/200 (LogMAR 1,0), e com variagdo entre 20/100
(LogMAR 0,7) e 20/800 (LogMAR 1,6). Em todos os casos ndo houve melhora dos valores

com a correcdo visual. A década em que houve a percepcao de alteragdes na fungdo visual
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(dificuldade ou diminui¢do do campo de visdo central), obtida através do relato individual dos

sujeitos avaliados, foi estimada como o momento do surgimento da maculopatia.

Sujeito
STGO1
STGO02
STGO3
STG04
STGO5
STG06
STGO07
STGO8
STG09
STGO010
STGO11

Informagdes clinicas AV
Idade  Sexo  Estigio iﬁ;ﬁ;ﬁi duffégg (zacrilis) (log(l)\/]I)AR) (log?fAR)
27 2 II 2a 17 20/160 (0,9)  20/160 (0,9)
32 J I 2a 12 20/100 (0,7)  20/100 (0,7)
15 J II la 5 20/100 (0,7)  20/100 (0,7)
17 J III la 7 20/400 (1,3)  20/400 (1,3)
39 J II 3a 9 20/100 (0,7)  20/100 (0,7)
54 2 III 4a 14 20/400 (1,3)  20/400 (1,3)
43 ? I 3a 13 20/100 (0,7)  20/160 (0,9)
53 d III 3a 23 20/400 (1,3)  20/800 (1,6)
26 J III 2a 6 20/200 (1,0)  20/100 (0,7)
50 ? III 4a 10 20/200 (1,0)  20/300 (1,2)
23 d III la 13 20/400 (1,3)  20/400 (1,3)

Tabela 2 — Dados obtidos em entrevista com os pacientes e medidas de acuidade visual (AV)
para ambos os olhos (OD - olho direito; OE — olho esquerdo).

O tempo de comprometimento da fungdo visual dos sujeitos portadores da

maculopatia de Stargardt foi estimado subtraindo-se o valor da idade atual do paciente pelo

valor referente ao inicio da década de surgimento (10, 20, 30 ou 40 anos). Estes valores estdo

dispostos na Tabela 2 e foram foram utilizados para avaliagdo da associacdo entre o tempo de

ocorréncia da maculopatia com a redu¢do da AV apresentada pelos sujeitos.

Nesta avaliacdo, o resultado obtido indica haver correlacdo positiva (r = 0,47,

p=0,02) entre o tempo e a AV, ou seja, quanto maior duragdo da doenca, pior acuidade em

logMAR e vice-versa (Figura 12). Este valor ¢ ainda maior (r = 0,69; p=0,1) se a estimativa
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for realizada somente entre os trés individuos com os inicios mais precoces (até o final dal®

década) da maculopatia.
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Figura 12 — Correlagdo observada entre o tempo de acometimento pela maculopatia de
Stargardt e a diminuicdo da AV. Vale ressaltar que valores positivos de AV em logMAR
representam reducao de acuidade visual.

52 AVALIACAO OFTALMOLOGICA COMPLEMENTAR

Os exames de retinografia e angiofluoresceinografia foram realizados como
parte do procedimento padrdo para a confirma¢do diagndstica da ocorréncia da maculopatia
de Stargardt nos sujeitos participantes do estudo.

Em todos os casos as imagens retinograficas possibilitaram a identificagdo das
alteracdes morfologicas tipicas na regido macular, tais como: a presenga de manchas
floculares amarelo-esbranquigadas, aspecto morfolégico em forma de bronze batido,
maculopatia em forma de alvo, e atrofia do EPR.

Nos registros fotograficos do fundo dos olhos adquiridos ap6s a administragdo
intravenosa de fluoresceina sodica, foi possivel a deteccdo mais detalhada da localizacdo e

extensao das lesdes por acumulo de lipofuscina no EPR.
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Esta abordagem possibilitou a observacdo de um maior nimero de manchas
floculares indetectaveis ao exame de fundo de olho convencional. Com base nestes resultados
foi estabelecida a classificagdo dos estagios de manifestagdo da maculopatia de Stargardt
conforme o proposto por Walia e Fishman et al (2009) (Tabela 2).

As imagens angiograficas confirmaram a ocorréncia de modificagdes na
aparéncia foveal em diferentes estdgios do comprometimento retiniano, observando-se
pequenas alteragdes reveladas pela presenga de manchas floculares pontuais e distribuidas ao
redor da macula, progredindo para a aparéncia do metal bronze batido (estdgio I — sujeito
STGO02) (Figura 12); seguidas de aumento nas areas de ocorréncia das manchas para fora da
regido foveolar, indo em direcdo e ultrapassando os arcos vasculares, chegando até a porgao
nasal em relagdo ao disco Optico (estagio II — sujeitos STGO1, STGO3 e STGOS) (Figuras 13 e
14); na condicdo mais avancada de degeneracdo foi constatada a presenca de areas
hipofluorescentes irregulares (siléncio coroideo) com atrofia do EPR, além da reabsor¢ao de
manchas floculares (estagio III — sujeitos STG04, STG06, STGO07, STG08, STG0O9, STGO10 e
STGO11) (Figura 15). Nao foram identificados sujeitos apresentando danos nas camadas

celulares retinianas caracteristicos do estagio IV.
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Figura 13 — Retinografias (A1 — A2) e angiografias (A3 - A4) dos olhos direito (OD) e
esquerdo (OE) do sujeito STG02 no estagio I. As machas floculares indicadas pelas setas

estdo presentes somente na regido delimitada pelos arcos vasculares e restritas ao espaco
perifoveal na regido macular.

Figura 14 — Retinografias (B1 - B2) dos olhos direito (OD) e esquerdo (OE) do sujeito
STGO3. As setas indicam a aparéncia macular em alvo. Como caracteristica do estagio II

também pode ser observada a maior distribui¢do das manchas pontuais chegando além dos
arcos vasculares.
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Figura 15 — Retinografias (C1 - C2) e angiografias (C3 - C4) dos olhos direito (OD) e
esquerdo (OE) do sujeito STGOS. Sujeito também apresentando o estagio II com extensa area
(escura) de hipofluorescéncia coroidal. As setas indicam a aparéncia macular em alvo
hiperfluorescentes e manchas distribuidas na por¢@o nasal da retina.
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Figura 16 — Retinografias (D1 - D2) e angiografias (D3 - D4) dos olhos direito (OD) e
esquerdo (OE) do sujeito STG06. As setas em D1 e D2 indicam severa degeneracio
evidenciada pelo aspecto de bronze batido cobrindo uma extensa area na retina. Sujeito
apresentando o estagio III com grande area de hiperfluorescéncia das manchas floculares na
area posterior ¢ marcacdo da atrofia na regido macular além do efeito hipofluorescente na
coroide causado pela deposicao degenerativa de lipofuscina no EPR.



75

53 TOMOGRAFIA DE COERENCIA OPTICA RETINIANA

As medidas de espessura da regido macular de ambos os olhos foram
determinadas em oito dos onze sujeitos amostrados, e em vinte e dois olhos utilizados como
controles. Os valores encontrados correspondem a area circular de 1 mm de diametro no
centro da macula (Figura 16). Os valores médios e seus respectivos desvios padrdo quando
estimados separadamente produziram os seguintes resultados: nos sujeitos com maculopatia
131,4 = 24,3 pm (OD) e 127,4 + 23,9 um (OE), e nos controles 237,3 + 30,5 um (OD) e
236,5 = 29,7 um (OE), sem significancia estatistica entre as diferengas encontradas dentro dos
dois grupos (p=0,25 e p=0,32) (Tabela 3). A determinacdao das médias entre os dois olhos por
sujeitos nos dois grupos permitiu a estimativa de variagdo para as espessuras maculares com
os valores em 102,5 um (STGOS) e 167,5 um (STGO7) no grupo de sujeitos com a
maculopatia e 188,5 um (CTRL06) e 294 um (CTRLO01) naqueles do grupo controle. Além
disso quando testadas as diferencas observadas entre estes valores médios demonstraram
haver associa¢do entre a diminuicdo da espessura da regido macular ¢ a manifestacdo da

maculopatia de Stargardt (»p=0,0001).

Espessura macular Espessura macular

Sujeito. —5p OF  media 0"l —5p OE  média
STGOI 133 105 119  CTRLOI 293 295 294
STG02 137 124 130,5 CTRLO2 257 260 2585
STG03 134 125 1295 CTRLO3 217 212 2145
STG0O4  ND ND  ND  CTRLO4 229 231 230
STG05 104 101 1025 CTRLO5 232 222 227
STG06 113 110 111,5 CTRLO6 185 192 1885
STGO7 167 168  167,5 CTRLO7 254 252 253
STG08 161 156 158 CTRLOS 196 199 1975
STG09 102 130 116 ~ CTRLO9 240 242 241
STG0O10  ND ND  ND  CTROI0 257 254 2555
STGOI1 ~ ND ND  ND  CTRLOIl 250 243 2465

Média 1314 1274 2373 2365

DP 243 239 30,5 29,7

Teste ¢ p=0,25 p=0,32

Tabela 3 — Medidas de espessura macular em micrometros obtidas nos grupos investigados
(ND — nao disponivel).
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Figura 17 — Imagens obtidas na tomografia de coeréncia Optica retiniana. Al: areas circulares
utilizadas na estimativa de espessura da retina central. Nesta tese a medida obtida no circulo
mais interno, de 1 mm de diametro, foi utilizada como espessura macular. A2: seccao
transversal gerada pela varredura do TCOR demonstrando a mécula do sujeito STG02 com
124 um. Em B1 e B2 sdo apresentadas as imagens do sujeito controle CTRLO1 com 295 pm
de espessura. E possivel observar as diferencas de espessura das regides maculares indicadas
pela setas.
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5.4 A AMPLITUDE DO ELETRORRETINOGRAMA DE CAMPO TOTAL EM
FUNCAO DO TEMPO DE ADAPTACAO AO CLARO: SUJEITOS CONTROLE

A Figura 18 mostra os registros médios do grupo controle em 5 diferentes
momentos da adaptacdo ao claro: no inicio, em 1, 5, 10, 15 e 20 minutos. A forma de onda do
eletrorretinograma mostrou a presenca das ondas a e b desde o principio até o fim da
adaptacdo ao claro. Qualitativamente ¢ possivel observar que hd mudanga especialmente da
amplitude do eletrorretinograma de campo total, o qual aumentou ao longo da adaptacdo ao

claro.
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Figura 18 - Forma de onda média do eletrorretinograma de campo total do grupo controle. Os
registros mostram o inicio da adaptacdo ao claro e depois de 5, 10, 15 e 20 minutos do inicio
da adaptagdo. Foi possivel observar as ondas a e b da resposta eletrorretinografica.

A amplitude da onda b do eletrorretinograma de campo total dos sujeitos
controles apresentou aumento ao longo da adaptagdo ao claro. Todos os sujeitos controle
apresentaram este achado em maior ou menor grau. A Figura 19 mostra a variagdo da
amplitude média do grupo controle a cada 10 s ao longo dos 20 minutos de adaptagdo ao

claro. Ha claramente um aumento nao linear desta amplitude do eletrorretinograma em funcdo
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do tempo de adaptacdo ao claro. Inicialmente houve um rdpido aumento da amplitude e

posteriormente a amplitude estabilizou até completar o tempo de adaptacdo ao claro.

( "'tr. ‘

Amplitude relativa

O T T T 1
0 300 600 900 1200

Tempo de adaptagao (s)

Figura 19 - Amplitude média da onda b do eletrorretinograma de campo total do grupo
controle. Os registros foram obtidos em fun¢do do tempo de adaptacdo ao claro. Houve um
aumento ndo linear da amplitude do eletrorretinograma ao longo da adaptagdo ao claro. As
barras representam o desvio padrao.

Em cada sujeito controle foi ajustada uma funcdo hiperbdlica para modelar
esta variacao de amplitude do eletrorretinograma em fun¢do do tempo de adaptagdo ao claro.
A Figura 20 mostra o intervalo entre os percentis 5% e 95% desta fungdo. A
partir deste ajuste ao modelo ndo linear foi estimada a constante de tempo (T50), o valor de
amplitude méxima da fun¢do (Amax) e o ganho da fun¢do (G). A Tabela 4 mostra os valores

médios e os intervalos entre os percentis 5%-95% dos pardmetros estimados do modelo.
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Figura 20 - Intervalo entre os percentis 5% e 95% da funcdo de amplitude do
eletrorretinograma em fungdo do tempo de adaptagdo ao claro. Este intervalo foi considerado
como faixa de normalidade para comparar com os resultados dos pacientes de Stargardt.

Linhas continuas superior e inferior: percentis 95% e 5%, respectivamente. Linha tracejada:

funcao média.

Parametros
T50 Amax G
Percentil 95% 2949 2,33 0,0087
Percentil 5% 154,09 1,37 0,0045
Média 208,19 1,83 0,0068
Desvio padrao 48,72 0,29 0,001

Tabela 4 - Parametros estimados das func¢des de variacdo da amplitude do eletrorretinograma
de campo total ao longo da adaptacdo ao claro: estatistica descritiva do grupo controle (T50,
constante de tempo; Amax, amplitude maxima do modelo; G, ganho da fun¢do).
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5.5 A AMPLITUDE DO ELETRORRETINOGRAMA EM FUNCAO DO
TEMPO DE ADAPTACAO AO CLARO: PACIENTES COM STARGARDT

A Figura 21 mostra os registros eletrorretinograficos dos pacientes de
Stargardt. Um paciente apresentou auséncia de resposta eletrorretinografica desde o inicio da
adaptacdo ao claro (STG09, em ambos os olhos). Alguns pacientes mostraram respostas com
pouca defini¢do dos componentes do eletrorretinograma no inicio da adapta¢do ao claro com
posterior definicdo das respostas eletrorretinograficas (por exemplo, STG02 OD). Enquanto
outros pacientes apresentaram respostas bem definidas no inicio da adaptagdo ao claro e que

apenas aumentaram de amplitude ao longo da adaptagdo (por exemplo, STGO1 OD).
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Figura 21 - Forma de onda do eletrorretinograma de campo total dos pacientes com doenga de
Stargardt. Os registros foram obtidos nos momentos de 1, 5, 10, 15 e 20 minutos depois do
inicio da adaptacdo ao claro. Paciente STG09 que apresentou a maior deterioragdo na funcdo

visual detectada.
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Figura 21 - Formas de onda do eletrorretinograma de campo total dos pacientes STG02 e
STGO1 com a maculopatia de Stargardt. Os registros foram obtidos nos momentos de 1, 5, 10,
15 e 20 minutos depois do inicio da adaptagdo ao claro (cont.).

As fungdes que melhor se ajustaram aos valores de amplitude do

eletrorretinograma dos pacientes com doenga de Stargardt em fun¢do da durag¢do da adaptacgdo

ao claro sdo mostrados na Figura 22. As func¢des de cada olho dos pacientes sdo comparadas

com o intervalo interpercentis de 5-95% para o mesmo tipo de funcdo dos sujeitos controle.
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Dois pacientes (STGO7 e STGO09) apresentaram func¢des que ndo se encontravam dentro da

faixa de normalidade do controle (Figura 23).
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Figura 22 - Comparagdo das melhores func¢des ajustadas aos valores de amplitude da onda b
dos pacientes de Stargardt. Os ajustes foram feitos em funcdo do tempo de adaptagdo ao claro
e comparados com os limites de normalidade do grupo controle (linhas vermelhas). Olho
direito, linha azul; Olho esquerdo, linha violeta.
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Figura 23 — Padrdes obtidos para os pacientes fora das curvas de normalidade. Os dois
pacientes STGO7 e STGO9 cujas analises demonstram func¢des fora da area de normalidade
obtida para o grupo controle (linhas vermelhas). Olho direito, linha azul; Olho esquerdo, linha
violeta.

A Tabela 5 a seguir mostra os valores individuais dos pacientes para os
parametros de T50, Amax e G comparados com os valores de normalidade do grupo controle.
Nove dos 10 olhos avaliados com a doenga de Stargardt, apresentaram valores dos parametros
de avaliagdo da adaptacdo ao claro no intervalo abaixo do primeiro quartil da distribui¢ao do
grupo controle. Essa localizacdo preferencial dos pacientes na faixa com valores mais baixos
da distribuicdo do grupo controle, pode ser um indicador de tendéncia a disfuncgdo

eletrorretinografica.
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Tabela 5 com os pardmetros estimados das funcdes de variacdo da amplitude

do eletrorretinograma de campo total ao longo da adaptagdo ao claro.

Limite superior de normalidade
Limite inferior de normalidade

Primeiro quartil do controle
stg01 OE
stg01 OD
stg02 OE
stg02 OD
stg05 OE
stg05 OD
stg07 OE
stg07 OD
stg09 OE
stg09 OD

T50
2949
154,09
181,84
159,71
233,67
228,09
199,19

252,46

244,42
120,79
103,66
133,34
109,51

Parametros
Amax

2,33
1,37
1,71
1,81
1,61
1,75
1,95
1,83
1,67
1,48
1,46
1,07
0,79

G

0,0087
0,0045

0,0059
0,0079
0,0053
0,0054
0,0071
0,0056
0,0055
0,0093
0,0129
0,0057
0,0064

Tabela 5 - T50, constante de tempo; Amax, amplitude maxima do modelo; G, ganho da
funcdo; OD, olho direito; OE, olho esquerdo. Os valores destacados estdo todos abaixo do

primeiro quartil do controle.
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As sequencias nucleotidicas completas dos 50 éxons do gene ABCA4 foram

determinadas nos onze individuos portadores da maculopatia de Stargardt amostrados. No

total foram identificadas quatro variantes do tipo ndo-sinénimas e trés do tipo sindnimas

dentre os éxons analisados descritas na Tabela 4.

Sujeito

STGO1

STGO02

STGO3

STG04

STGOS

STG06

STGO07

STGO8
STGO09
STGO010

STGO11

28
38
41
46

28
38
41
46

28
38

38
41

28
38
44

28
38
44
46

28
38

28
38
46
38
44
10
44

12

4184T>C
5451T>G

5814A>G

6285T>C

4184T>C
5451T>G

5814A>G

6285T>C

4184T>C
5451T>G

5451T>G

5814A>G

4184T>C
5451T>G
6069C>T

4184T>C
5451T>G
6069C>T
6285T>C

4184T>C
5451T>G

4184T>C
5451T>G
6285T>C

5451T>G
6069C>T

1335C>G

6069C>T
1622T>C

Exon Alteracao nucleotidica

Alteracao peptidica

L1395P
DI1817E
L1938L
D2095D

L1395P
DI1817E
L1938L
D2095D

L1395P
DI1817E

DI1817E
L1938L

L1395P
DI1817E

120231

L1395P
DI1817E

120231

D2095D
L1395P
DI1817E

L1395P
DI1817E
D2095D

DI1817E

120231

S445R

120231
L541P

Tipo

homozigoto
homozigoto
heterozigoto
homozigoto

homozigoto
homozigoto
heterozigoto
homozigoto

homozigoto
homozigoto

homozigoto
heterozigoto

homozigoto
homozigoto
heterozigoto

homozigoto
homozigoto
homozigoto
homozigoto

homozigoto
homozigoto

homozigoto
homozigoto
homozigoto
homozigoto
heterozigoto
homozigoto
heterozigoto

homozigoto

Referéncia

rs1047379
rs1129480

rs1047379
rs1129480

rs1047379
rs1129480

rs1129480

rs1047379
rs1129480

rs1047379
rs1129480

rs1047379
rs1129480

rs1047379
rs1129480

rs61751392

Tabela 6 — Mutagdes identificadas nos sujeitos Stargardt investigados neste trabalho. Os

indicadores

das

referéncias

estao

disponiveis

na

base de

dados

do NCBI

(http://www.ncbi.nlm.gov/SNP). L = leucina, P = prolina, D = &cido aspartico, E=acido
glutdmico, [=isoleucina, S=serina, R=arginina.
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Deste total duas mutagdes foram encontradas com elevada frequéncia no grupo
de sujeitos em estudo: a mutagdo do tipo transversdo 5451T>G localizada no éxon 38 que
provoca a mudanga do aminoécido de posicao 1817 de acido aspartico para acido glutamico
(Asp1817Glu), foi identificada em nove pacientes; em outros sete sujeitos, o €xon 28 continha
no nucleotideo 4184 a transicdo T>C cujo codon codifica 0 aminoacido prolina na posi¢ao
1395 da proteina ABCA4 ao invés do tipo selvagem o peptideo leucina (Pro1395Leu). Todos
estes alelos apresentaram-se na forma homozigoética nos amplicons sequenciados.

Foram também observadas duas outras transversdes: na posi¢do 1335 (C>G)
do éxon 10, havendo troca de uma serina por uma arginina no peptidio de niimero 455 e; no
éxon 13 do nucleotideo T para A, alterando o aminoacido fenilalanina para tirosina na posi¢ao
608 do polipeptideo codificado.

Em sete dos onze sujeitos analisados foram detectadas formas alélicas
consideradas complexas (denominados heterozigotos compostos), ou seja, verificou-se a
presenca de duas variantes ndo sindnimas no mesmo Cromossomo.

As demais variacdes presentes nos éxons 41 (5814A>G; Leul938Leu), 44
(6069C>T; 11e2023Ile) e 46 (6285T>C; Asp2095Asp) foram identificadas como do tipo
sindnimas ou silenciosas pois ndo provocam alteracdes nas trincas de nucleotideos que
ocasionem trocas dos tipos de aminoécidos codificados. Entre as formas alélicas silenciosas
somente aquelas do éxon 46 eram homozigdticas, as do éxon 41 heterozigdticas e, no éxon 44
ambas as formas foram encontradas.

Nao foram detectadas novas variantes alélicas nos fragmentos dos éxons que
foram amplificados para o sequenciamento realizado. Portanto, todas estas variagdes
nucleotidicas j& haviam sido previamente descritas e confirmadas através das analises

comparativas realizadas com as bases de dados descritas na metodologia deste estudo.
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5.7 EXPRESSAO GENICA DO ABCA4

Os valores de expressao relativos ao gene ABCA4 foram determinados em sete
do total de onze pacientes participantes do estudo e, para efeito de comparacdo, em treze
sujeitos utilizados como controles. Nas mesmas condi¢des foram estimados os valores de
expressao do gene de referéncia ALB. Na Figura 16 sdo mostradas as curvas de amplificacdo

obtidas durante as reacdes de amplificacdo dos genes ABCA4 e ABL nos grupos caso e

controle.

A Delta Rn vs Cycle

1.000e+001
1.0006+000

1.0006-001

1.000e-004

Delta Rn

1.0000+002

1.000e+001

1.000e+000

1.0006-001

1.0008-002

1.000e-003

B Delta Rn vs Cycle

1.0006-005 1.000e-004
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Figura 24 — Curvas de amplificagdo para o rt-qPCR. No grupo caso em A o gene ABL ¢
indicado pelas linhas verdes e 0 ABCA4 nas linhas azuis; Em B no grupo controle as linhas
laranjas representam o gene ABL e as de cor rosa 0 ABCA4. Alinha verde horizontal indica o
ciclo limiar de detecgao (Ct).

Os diagramas acima representam o que se observou ao final das reagdes de
amplificagdo para a deteccdo dos genes ABCA4 e ABL. As linhas coloridas indicam o
aumento exponencial nas quantidades dos fragmentos dos genes em estudo a partir do ponto
limiar indicado pela linha verde na horizontal. Ao término destas reagcdes foram gerados os
valores que representavam os ciclos de deteccdo (Ct) dos fragmentos génicos para cada uma
das amostras. A partir destes valores foram calculadas as médias de Ct de 34,32 e 24,27 no

grupo de pacientes e, 35,21 e 28,31 no grupo controle, para os genes ABCA4 ¢ ABL
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respectivamente, como indicado na Tabela 6. Em seguida foram determinados os valores
médios de expressao do gene ABCA4 relativos ao gene controle ABL no grupo de sujeitos
portadores da maculopatia de Stargardt com média e desvio padrao de 0,005192368 =+
0,003645592, e 0,088893347 =+ 0,152379593 no grupo controle. A partir destes dados
utilizou-se o teste U (Mann-Whitney) para a avaliacdo de significncia entre as diferengas
observadas. Com a obtencdo de um valor de p=0,0002, rejeitou-se a hipotese de que as
varia¢des nos niveis de expressdo do ABCA4 sdo casuais. Os valores apurados demonstram a
ocorréncia de um diferenca quantitativa nos niveis de expressao, na média, de dezessete vezes
menor do gene ABCA4 nos sujeitos portadores da retinopatia de Stargardt em comparagdo

aqueles do grupo controle (Figura 17).

o Ct Ct Ct Ct
—AC -AC
Sujeitos  ABcA4  ABL 278t Controles  \pca4  ABL 27
TRLO1
STGO1 34,73 23,93 0,002243551 CTRLO S

CTRLO2 34,62 31,77 0,554784736
CTRLO3 37,95 29,92 0,015303442
CTRLO04 33,95 26,27  0,019505165
CTRLO5 33,83 26,09  0,018710605
CTRLO6 33,09 25,78  0,025207555
CTRLO7 33,55 28,18  0,096722812
CTRLO8 33,52 25,23 0,012779720
CTRLO09 34,78 29,58  0,108818820

STGOS 34,3 23,73 0,002631316

STGO06 33,82 24,8 0,002649618

STGO07 32,48 24,13 0,007704943

STG09 3506 245 0,004978752

CTRLO10 3547 27,58  0,016862941
STGOR 3419 2454 0012259127 CTRLO11 38,30 34,09 0216134308

CTRLO12 35,63 25,53  0,003644660
STGO10 35,66 25,65 0,003879268 CTRLO13 36,16 27,12  0,007598867
Média 3432 24,47 0,005192368 3521 28,31  0,088893347
bDp 0,003645592 0,152379593
Diferenca de expressao 17,12

Tabela 7 — Valores calculados representando os niveis de expressdo génica para os grupos
investigados.
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A Figura 23 ilustra no grafico da esquerda as diferencas obtidas a partir das
médias entre os valores de Ct determinados para os grupos investigados. Na mesma figura, a
direita, tem-se a representacdo grafica dos valores de Ct obtidos para cada um dos sujeitos
amostrados nos dois grupos analisados. Observa-se que os sujeitos do grupo que possui a
maculopatia de Stargardt estdo abaixo daqueles do grupo controle. Os sujeitos controle 01, 09
e 011 ndo aparecem nesta plotagem por apresentarem valores e bem acima daqueles utilizados
na escala do eixo y. O valor limite de 0,1 neste eixo foi utilizado por possibilitar uma melhor

visualizacdo das diferencas entre as amostras analisadas.

0,1
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0,05 - - M Stg
2 0,04 - - ACtr
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0,02 - AN :
0,01 - 0,005192368 JA\ 1
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Médias 0123456738 91011121314

Amostras

0,088893347 JAN

Figura 25 — Graficos com os valores médios de expressdo e¢ demonstrativo global dos niveis de
expressao dos genes ABCA4 e ABL nos pacientes e controles. A direita o histograma com os valores
médios calculados para os grupos estudados. A esquerda um demonstrativo global dos niveis de
expressdo dos genes ABCA4 e ABL nos sujeitos Stargardt (Stg) e controle (Ctrl); nesta apresentacdo
grafica fica evidenciado o nivel mais baixo de expressdao génica no grupo caso.

5.8 MORFOLOGIA DOS GRANULOCITOS
Foram analisadas oito ldminas contendo esfregaco sanguineo dos sujeitos
Stargardt que fizeram parte deste estudo. Os granuldcitos do tipo neutréfilos foram contados

até o total de 100 eventos e classificados morfologicamente quanto ao padrao de lobularidade
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apresentado. Da mesma maneira foram analisadas as células de quatorze sujeitos controle
pertencentes a base de dados de referéncia em normalidade do Centro Hemoterapico do Para

(HEMOPA), de acordo com os valores descritos na Tabela 7.

Sujeitos  Bastio  216bulos  31ébulos  41ébulos 5 1ébulos ©0U Mais Células

lobulos totais

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n
STGO1 17 17,00 12 12,00 37 37,00 25 2500 9 9,00 0 0,00 100
STGO02 10 10,10 13 13,13 42 4242 28 2828 5 505 3 3,03 99
STGO5 13 12,87 15 1485 45 44,55 25 2475 7 693 1 0,99 101
STG06 19 1827 20 1923 39 3750 22 21,15 2 192 2 192 104
STGO07 16 16,00 18 18,00 40 40,00 15 1500 7 7,00 4 4,00 100
STGO8 26 2549 13 12,75 39 3824 19 1863 5 490 0 0,00 102
STGO09 12 12,00 12 12,00 52 52,00 22 2200 2 200 0 0,00 100
STGO11 15 1500 19 19,00 43 43,00 17 17,00 4 400 2 2,00 100
Média 16,00 15,25 42,13 21,63 5,13 1,5

Controles  Bastio  21ébulos  31ébulos  41ébulos 5 lébulos ©°Umais Células

lobulos totais

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n
CTRLO1 5 495 5 495 51 50,50 31 30,69 5 495 4 396 101
CTRLO2 3 297 11 1089 62 61,39 21 2079 2 198 2 198 101
CTRLO3 9 873 16 15,53 45 4368 28 27,18 5 485 0 0,00 103
CTRLO04 12 11,76 18 17,64 44 43,13 17 16,67 10 980 1 0,98 102
CTRLO5 16 16,16 29 29,29 36 36,36 13 13,13 2 202 3 3,03 99
CTRLO6 3 300 11 11,00 52 52,00 23 2300 5 500 6 6,00 100
CTRLO7 11 10,89 19 18,81 50 4950 20 1980 1 099 0 0,00 101
CTRLOS 11 10,89 26 2574 52 5148 12 11,88 0 0 0 0,00 101
CTRLO0O9 9 857 18 17,15 49 46,67 26 2477 3 285 0 0,00 105
CTRLOIO 4 396 16 15,84 57 5643 22 21,78 2 198 0 0,00 101
CTRLOI1 5 505 2 2,02 48 4848 33 3333 10 10,1 1 1,01 99
CTRLO12 3 3,00 7 7,00 53 53,00 29 29,00 6 6,00 2 2,00 100
CTRLO13 7 6,86 20 19,60 49 48,03 20 1960 6 588 0 0,00 102
CTRLO14 5 505 14 14,14 58 5858 16 16,16 6 6,06 0 0,00 99
Média 7,36 15,14 50,43 22,21 4,5 1,36

Tabela 8 — Totais de neutrofilos quanto aos morfotipos identificados por microscopia Optica. As
médias aqui mostradas sdo referentes aos valores absolutos determinados para os totais de células
encontradas, ndo estdo dispostos os valores médios dos percentuais calculados.

Em geral n3o houve diferencas estatisticamente significantes para as

quantidades de células que foram contadas quanto aos padrdes de lobularidade identificados.



91

Contudo, as analises demonstraram haver uma variagdo na lobularidade dos neutrofilos
bastonados e dos segmentados com trés 16bulos, com médias de (16,00 + 4,96 e 42,13 + 4,73)
para pacientes e (7,36 = 4,05 e 50,43 + 6,42) para os controles, respectivamente. Estes valores
demonstram a ocorréncia nos bastdes de um aumento de duas vezes da lobularidade em
pacientes com relagdo ao grupo controle (p=0,0005) e, uma diminuicdo de 0,8 vezes
(p=0,0043) para os morfotipos trilobulados obtidos e comparados no grupo de sujeitos
afetados pela maculopatias de Stargardt. Na Figura 18 estdo dispostas as quantidades médias e

os respectivos desvios para os totais de neutréfilos segundo a morfologia apresentada.
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Figura 26 — Valores médios do numero de neutrofilos em relagdo aos morfotipos encontrados nos
esfregagos sanguineos.
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A Figura 19 apresenta fotografias obtidas em microscopio optico que ilustram
os seis tipos distintos de neutréfilos maduros encontrados, conforme o aspecto grumoso de
sua cromatina e quantidade de lobulos distintos conectados por estreitos filamentos de
heretocramatina densa, limitados por membrana nuclear. Estes morfotipos maduros foram

identificados também pelo didmetro medido entre 12 a 15 pum. S3o notados os granulos

citoplasmaticos espalhados uniformemente pelo citoplasma.

Figura 27 — Imagens obtidas em microscopia optica com resolugdo de 3000 X. Em A um neutréfilo
bastonado, reconhecido pela auséncia de lobulos nucleares; de B até F observa-se neutrofilos
segmentados pois ha 16bulos unidos por um filamento cuja largura equivale a menos de um ter¢o do
diametro dos l16bulos (AKENZUA et al., 1974), ou ainda, por estarem os lobulos unidos por um
filamento nuclear claramente definido (CHRISTENSEN et al., 1981); em B temos um granolécito bi-
lobulado, em C tri e tetra-lobulados, em D penta-lobulado, ¢ E ¢ F exemplos de neutréfilos
hexalobulados.
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6 DISCUSSAO
6.1 O ELETRORRETINOGRAMA AO LONGO DA ADAPTACAO AO CLARO
COMO METODO INVESTIGATIVO DA FUNCAO VISUAL EM PACIENTES COM
DOENCA DE STARGARDT

As mudancgas do eletrorretinograma em funcdo da duracdo da adaptacdo ao
claro tém sido documentadas em sujeitos sauddveis e ¢ caracterizada por um aumento de
amplitude e diminui¢do do tempo implicito quanto maior ¢ o tempo de adaptagdo ao claro
(GOURAS; MCKAY, 1989). A origem deste fendmeno nao foi totalmente elucidada, mas
sugere-se que modificacdes no estado elétrico dos fotorreceptores ou interagdes entre cones e
bastonetes contribuam para o aumento da amplitude do eletrorretinograma de campo total em
funcdo do tempo de adaptacdo ao claro (ARMINGTON; BIERSDORF, 1958; GOURAS;
MACKAY, 1989).

Este fendmeno tem sido descrito em diferentes modalidades de
eletrorretinografia como o eletrorretinograma de campo total (GOURAS; MACKAY, 1989;
PEACHEY et al., 1989; MURAYAMA; SIEVING, 1992; BENOIT; LACHAPELLE, 1995),
eletrorretinograma para estimulacdo de flicker (PEACHEY et al., 1992a, PEACHEY et al.,
1992b; MACANANY; NOLAN, 2014), eletrorretinograma focal (WEINER;
SANDENBERG, 1991) e eletrorretinograma multifocal (KONDO et al., 1999). Este
protocolo de teste foi aplicado anteriormente em algumas doengas que acometem os
fotorreceptores, como a retinose pigmentar (MILLER; SANDBERG, 1991; YAMAMOTO et
al., 2000). Miller e Sandberg (1991) utilizaram estimulacdo com fliker de 30 Hz e observaram
em um grupo de 33 pacientes que a maioria deles mostravam o aumento da amplitude e que a
amplitude aproximava-se ou chegava as maiores amplitudes no final de um tempo de
adaptacdo ao claro de 8 minutos. Além disso, o estudo deles mostrou que os pacientes que
tinham linha de base menores tendiam a mostrar maiores e mais rapidos aumentos da

amplitude relativa do que aqueles pacientes que tinham linha de base maiores, os quais
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tinham variacdo de amplitude ao longo da adaptagdo ao claro semelhante ao grupo controle.
Os autores concluiram que o uso do protocolo de registro do eletrorretinograma em funcao da
duracdo da adaptagdo ao claro poderia ser um bom indicador do mal funcionamento da
atividade fotorreceptora em retinose pigmentar. No entanto, Yamamoto et al. (2000)
estudaram as variagdes de amplitude do eletrorretinograma em fun¢do do tempo de adaptagdo
ao claro em 51 pacientes com retinose pigmentar. Eles também utilizaram um estimulo de
campo total com flicker de 5 Hz. Eles ndo observaram diferengas entre as mudangas ocorridas
no eletrorretinograma durante a adaptagdo ao claro dos pacientes com sujeitos controles.

A tese aqui apresentada descreve pela primeira vez este tipo de protocolo
sendo aplicado em pacientes com doenca de Stargardt. Apesar da doenga de Stargardt
acometer menor area retiniana que a retinose pigmentar foi levantada a hipotese que o mal
funcionamento do transito dos fotopigmentos entre os fotorreceptores e o epitélio pigmentado
poderia levar a alteragdes da adaptacdo ao claro nestes pacientes. Foi observado que pelo
menos dois dos cinco pacientes (stg07 e stg09) testados apresentaram diferencas em relagao
ao grupo controle. Os dois pacientes tiveram constante de adaptacdo menor que os demais
pacientes e que o limite de normalidade do grupo controle. Além disso, o paciente stg09
apresentou menor amplitude maxima da funcdo que os sujeitos controle e o paciente stg07
teve uma taxa de aumento de amplitude da fun¢do superior aos sujeitos controles. Também
pudemos observar que a maioria dos pacientes apresentou pardmetros no primeiro quartil da
distribuicdo dos parametros avaliativos da funcdo de aumento de amplitude do
eletrorretinograma em fung¢do da adaptacdo ao claro dos sujeitos controle.

Apesar da pequena quantidade de pacientes testados neste protocolo, considerou-se
que a avaliacdo do eletrorretinograma em funcdao do tempo de adaptagcdo ao claro pode ser
uma ferramenta promissora na avaliagdo de mal funcionamento dos fotorreceptores em
sujeitos portadores da maculopatias de Stargardt, como j& descrito anteriormente para a

retinose pigmentar.
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6.2 AS VARIANTES ALELICAS DETECTADAS

A epidemiologia molecular do gene ABCA4 em pacientes portadores da
retinopatia recessiva de Stargardt de diferentes paises tem revelado um nimero extraordinario
de mutacdes (RAN et al., 2014). Até a conclusdo desta tese, a sistematizagdo dessas
informagdes a partir das bases de dados disponiveis indicou a ocorréncia de 536 mutagdes, na
sua maioria compostas por polimorfismos de nucleotideo tnico (pnu). O espectro mutacional
do ABCAA4 ¢ bastante amplo incluindo muta¢des que ocasionam a troca do aminoacido a ser
codificado, alteragdo ou parada no sentido de leitura dos codons, modificagdes das regides
para o processamento do RNA mensageiro, além ainda de delecdes e inser¢des nucleotidicas.
Porém, aproximadamente 70% das variacdes detectaveis sdo mutacdes pontuais nao-

sindnimas encontradas nos éxons do gene ABCA4 (Figura 19).

delecdo (67) pnu (458)

intron (59)
edicao (40)

insercdo (11)

Figura 28 — Tipos de mutagdes encontradas ao longo do quadro de leitura aberta (ORF) do gene
ABCA4. Em sua maioria as mutagdes de nucleotidio unico (pnu) ocorrem nos éxons do ABCA4, além
daquelas encontradas nos introns e nas regides que delimitam os locais de processamento (edi¢do)
entre éxons e introns para a formacdo do RNA mensageiro. Para esta compilacdo foram utilizadas as
informagdes disponiveis nas bases de dados Retina International, ABC mutation database,
RetinoGenetics, NCBI e HGMD. Nao fizeram parte desta contagem as mutagdes presentes na regido
de controle da expressdo do gene ABCA4. Os numeros entre parénteses representam o total de

mutacdes identificadas.
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Apesar dessa quantidade, os alelos mutantes mais frequentes ndo sdo
prevalentes em mais do que 10% dos pacientes investigados. Fazem parte desta relacdo as
variantes G1961E, G863A/delG863 ¢ A1038V, encontradas na sua maioria entre individuos
de descendéncia europeia e, em alguns casos restritas a grupos étnicos e geograficamente
localizados, caracterizando o efeito fundador como nas popula¢des do norte da Europa
(G863A/delG863; MAUGERI et al., 2002), na Alemanha (L541P, A1038V; RIVERA et al.,
2000), na Espanha (R1129L; VALVERDE et al.,, 2006), na Hungria (L541P/A1038V;
HARGITALI et al.,, 2005), na Africa do Sul (C1490Y; SEPTEMBER et al., 2004), na
Dinamarca (N965S; ROSENBERG et al.,, 2007), e no México (A1773V; CHACON-
CAMACHO et al., 2013).

Todos os polimorfismos alélicos encontrados nos onze casos aqui investigados
ja foram descritos em outras populacdes residentes na Africa (L1395P), América do Norte
(D1817E) e Europa (S445A, L541P). Em geral por representarem eventos raros, quando
disponiveis, as frequéncias destes alelos descritas nos sujeitos Stargardt foram estimadas em
valores bem abaixo de 1%, exceto para um grupo de italianos (n=32) com uma frequéncia de
4,72% para o alelo 1622T>C; L541P (FUMAGALLI et al., 2001). Entretanto, no grupo de
sujeitos avaliados nesta tese a combinagdo alélica L1395P/D1817E foi encontrada em 64%
dos 22 cromossomos analisados. Esta ¢ a primeira vez que estas formas heterozigdticas
compostas sdo detectadas em um grupo de sujeitos com a maculopatia de Stargardt e em
frequéncia tao alta o que sugere a hipdtese de ocorréncia do efeito fundador nesta amostras de
sujeitos nascidos e residentes em Belém do Para.

Do ponto de vista da diagnose molecular, a presenca de uma ou duas mutagdes
em ambos os alelos destes pacientes, seguramente confirma o diagndstico clinico da
maculopatia de Stargardt. A identificacio de uma mutacdo causal ¢ importante para a

confirmacdo de um diagnostico clinico e o padrdo de uma heranca, predigdes para o curso
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clinico da doenga, aconselhamento genético e planejamento familiar e, uma futura terapia
génica. Contudo, a natureza complexa dos fendtipos retinianos e a heterogeneidade genética
tornam dificil uma identificacdo eficiente de mutacdes pontualmente identificadas como
causadoras de uma patologia. E comum a ocorréncia de fenétipos de dificil delineamento
além de sobreposicdo de caracteristicas entre os individuos em diferentes estigios de
progressao da patologia (BRAUN et al., 2013; BATTU et al., 2015).

Nos sujeitos aqui investigados ndo € possivel uma clara correlagdo entre os tipos de
mutagdes encontrados e os fenotipos apresentados. Pois héd sujeitos classificados em
diferentes estagios de evolucdo clinica e que apresentam os mesmos alelos (L1395P/D1817E
em STGOI1 — estagio II, STG02 — estagio I, STGO3 — estagio II, STGOS — estagio 11, STGO6 —
estagio III e STGO7 — estagio I1I). Da mesma forma ha sujeitos exibindo as mesmas alteragdes
na retina e que possuem alelos diferentes, como a ndo concordéancia entre os alelos detectados
nos dois irmaos do grupo caso (L1395P/D1817E em STGO06 e S445R em STGO010, ambos em
estagio III).

Entretanto, ao considerarmos a idade dos sujeitos e como era de se esperar, naqueles
mais velhos, cujas idades variaram de 43 a 53 anos, todos apresentaram morfologia retiniana
tipica do estagio III independente da combinagdo de alelos encontrada. A explicagdo para
estas constatacdes pode estar relacionada ao fato de que alguns polimorfismos alélicos
mutacionais ndo tenham sido detectados por duas razdes: a existéncia de variantes localizadas
nas regides de controle e regulacdo da expressdo do gene ABCA4, que nao foram objeto de
estudo nesta tese e, a existéncia de outros polimorfismos deletérios localizados em outros
genes contribuindo para o fendtipo clinico da maculopatia de Stargardt. Pode-se ainda
questionar o poder de deteccdo das mutagdes através do método de sequenciamento utilizado,
embora diversos estudos indiquem o sequenciamento dideoxi-terminal de Sanger como

padrdo-ouro na detec¢cdo de alelos mutantes para o gene ABCA4 (SHROYER et al., 2001;
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YATSENKO et al., 2003; JAAKSON et al., 2003).

Embora pareca alta, essa taxa de deteccdo de 81% para as mutacdes nas 22
regides cromossomicas (1p22; 93.992.837 — 94.121.149; GRCh38.p2) correspondentes ao
gene ABCA4 ¢ compativel aquelas descritas em outros estudos. Neles, os valores percentuais
de deteccio de mutagdes deletérias variou entre 70 a 80% entre dinamarqueses
(ROSENBERG et al., 2007), 73,6% para os espanhois (RIVEIRO-ALVAREZ et al., 2013),
76% entre os portugueses (MAIA-LOPES et al, 2009), 80% para norte-americanos
(SHROYER et al., 2001) e, at¢é o maior valor ja descrito de 95,7% para os italianos

(PASSERINI et al., 2010).

6.3 AS MEDIDAS DE EXPRESSAO GENICA

Nos mapas de expressdo de genes em seres humanos disponiveis nas bases de
dados como o NCBI, EMBL-EBI, TiGER, BioGPS e¢ The Human Protein Atlas o ABCA4
aparece com os mais elevados niveis de expressdo em 6rgaos como os olhos (retina), bulbo,
musculos, glandulas adrenais, rins, trato gastrintestinal e ossos, além daqueles associados a
tumores malignos (adrenais, pulmdo, cartilagens, prostata). Até a conclusdo desta discussao
ndo havia na literatura informacdes sobre medidas de expressdo génica do ABCA4 em
quaisquer tecidos do corpo humano de sujeitos portadores da maculopatia de Stargardt.
Contudo, h4 dados referentes aos perfis de expressdo de genes e proteinas da familia ABC,
incluindo o ABCAA4, relacionados as respostas a terapia medicamentosa para carcinomas de
ovario, mama e alguns tipos de leucemia (LIU et al.,, 2005; DE GROUW et al., 2006;
RAAIJMAKERS, 2007).

Em se tratando da maculopatia de Stargardt, a sugestdo para este tipo de
andlise ¢ a de que niveis de expressio do ABCA4 abaixo do normal também estejam

relacionados ao acumulo de retindides no fotorreceptor. Se esta via de transporte para a
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reciclagem dos retindides, embora acessoria, ¢ vital para a satide dos cones e bastonetes, uma
redu¢do na quantidade de transportadores também provocaria o aciimulo de metabolitos
prejudiciais a retina.

A ideia que motivou a realizagdo das andlises quantitativas de expressdao do
ABCAA4 foi ainda mais instigada pelos dados obtidos na tese de doutorado de PEDROZA, L.
S. R. A. (2014). Neste estudo, as analises do transcriptoma de transportadores ABC em
células sanguineas de sujeitos portadores de leucemia mieloide cronica e que apresentavam
resisténcia a terapia com o mesilato de imatinibe, revelaram niveis significativamente
diferenciados de expressdo para estes transportadores dentre eles o ABCA4. Diante deste fato,
decidiu-se avaliar a expressdo em sangue periférico do ABCA4 partindo-se da hipotese de
que estas células espelhariam a funcdo do ABCA4 presente na retina dos sujeitos Stargardt.

A hipotese a ser testada baseou-se na premissa inicial de que era possivel
medir a expressdo do ABCA4 em células da circulagdo sanguinea periférica. Dessa forma,
duas possibilidades eram esperadas: ou os niveis de expressdo detectados seriam compativeis
aos de um grupo de sujeitos controles ou, haveria uma diminui¢ao de expressdo do ABCA4
nos sujeitos comparados. De fato, os resultados encontrados apoiam a hipdtese de uma
redu¢do substancial média de 17,12 vezes nos niveis de expressdo da proteina transportadora
ABCAA4. Diante deste achado, ¢ tentadora a ideia de que a expressdo diferenciada do ABCA4
nos leucocitos dos sujeitos aqui investigados possa, através da técnica de reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa, ser utilizada como marcador para o diagndstico da maculopatia de

Stargardt.

6.4 ASPECTOS MORFOLOGICOS DOS GRANULOCITOS
A semelhanga dos outros membros da familia de transportadores ABC, o

ABCAA4 ¢ capaz de transportar uma variedade de compostos organicos terpenoides, entre eles
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o retinol e seus derivados metabolicos (cis e trans), o retinal ¢ o acido retinoico, além de
outros lipidios esteroides (colesterol e derivados) e o glicerofosfolipidio fosfatidiletanolamina
(http://www.uniprot.org/uniprot/P78363). Porém, este transportador ¢ o Unico entre os tipos
ABC que ¢ especializado na movimentacao da vitamina A e seus derivados (TSYBOVSKY et
al., 2010). Estes retinoides sdo essenciais a uma hematopoese normal, em especial o acido
retindico todo-trans (ATRA), sobretudo na regulacdo da proliferacdo e diferenciagdo das
linhagens mieloide e linfoide (RONN et al., 2015).

Sun et al. (1999), utilizando transportadores ABCA4 extraidos de retinas
bovinas, demonstrou que, embora menor quando comparada ao retinal todo-trans, a atividade
de transporte do ABCA4 ¢ estimulada na presenca do 4cido retinoico todo-trans (ATRA).
Para efeito de comparagdo, o valor maximo obtido nos experimentos de atividade de
transporte do ABCA4 com uma concentragdo de 100 uM para o retinal todo-trans foi 4 vezes
do que o nivel basal. Quando utilizado em mesma concentragdo a cinética desta atividade para
o ATRA foi duas vezes maior.

Diante das evidéncias aqui descritas ¢ sugestiva a hipotese de que o ABCA4
também auxilie na maturagdo dos granuldcitos contribuindo na assimilagdo do ATRA na
linhagem hematopoética, esta assimilagdo auxiliaria na maturacdo celular mieloide. Isto
poderia justificar a quantidade alterada de células bastonadas encontradas na circulagao
periférica dos sujeitos aqui investigados. Portanto, da mesma maneira que os niveis de
expressao do ABCA4 poderiam representar um indicador de diagnose, a contagem dos
morfotipos granulociticos do tipo neutrdfilos também poderia servir como indicador da

maculopatia de Stargardt.
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7 CONCLUSAO

Nos sujeitos que fizeram parte deste estudo, os fendtipo clinicos identificados
encontraram-se em conformidade com aqueles ja consolidados na literatura para portadores
da maculopatia recessiva de Stargardt. Nesta tese, com base nos achados das imagens das
retinas, os sujeitos foram classificados nos estagios I, II e III conforme o grau de
comprometimento retiniano. A relagdo entre acuidade visual e tempo de doenca foi
concordante, como era de se esperar, sobretudo naqueles casos de inicio mais precoce.

As variantes alélicas identificadas sugerem a ocorréncia do efeito do fundador
nesta amostra de sujeitos portadores de Stargardt residentes na cidade de Belém. Nesta
amostra ndo foram encontrados novos polimorfismos nos éxons investigados. Também ndo
foi possivel o estabelecimento diferencial de qualquer associacdo entre as mutacdes
identificadas e os fenotipos clinicos encontrados.

As diferengas observadas nas andlises de expressdo génica do ABCA4
apontam para a possibilidade de utilizarmos a técnica de quantificagdo relativa por
amplificagdo génica em tempo real como indicador da maculopatia recessiva de Stargardt. Da
mesma maneira o estudo quantitativo dos morfotipos granulociticos do tipo neutréfilos
presentes na circulagdo sanguinea periférica, sugere a sua utilizagdo como biomarcador para
Stargardt.

Os resultados obtidos no eletrorretinograma de campo total, através das
variacdes de amplitudes em funcdo do tempo de adaptacdo ao claro, permitiram a
identificacdo de alteragdes funcionais nos portadores da maculopatia de Stargardt.

As medidas de espessura obtidas para a regido macular dos sujeitos Stargardt
foram significativamente menor do que aquelas determinadas nos sujeitos do grupo controle.

Esses achados corroboram a ocorréncia de perda de fotorreceptores na macula retiniana.
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ANEXO A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

PROJETO: VARIACAO ALELICA E EXPRESSAO DO GENE ABCA4 ENTRE INDIVIDUOS
PORTADORES DA SINDROME DE STARGARDT: UMA ANALISE DOS GRANULOCITOS
COMO INDICADORES DE EXPRESSAO GENICA NOS FOTORRECEPTORES.

Esclarecimento da pesquisa

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa que tem o objetivo de investigar os aspectos
genéticos relacionados a sua dificuldade de enxergar. Como vocé ja sabe, através do diagnostico feito
pelo seu médico oftalmologista, esta alteragdo ¢ conhecida como sindrome de Stargardt. Neste estudo
avaliaremos também se hé alguma relagdo entre a sindrome de Stargardt e alteragdes morfologicas nas
células sanguineas. Nesta pesquisa serdo coletadas informagdes sobre o historico da sua doenga junto
ao seu médico oftalmologista. Ele solicitara a vocé que procure o Centro de Hemoterapia do Para
(HEMOPA) para a coleta de sangue para que possamos realizar os testes de laboratorio. Vocé também
sera encaminhado ao Laboratério de Neurologia Tropical situado no Nucleo de Medicina Tropical
para a realizacdo de outros exames oftalmologicos, além daqueles ja realizados por vocé. Estes
exames avaliardo a sua capacidade de enxergar objetos em uma tela de computador por um curto
periodo de tempo. Sdo exames que ndo causam dor ou qualquer tipo de prejuizos a sua visdo. A
retirada do sangue para os exames sera feitas com todo o cuidado, por pessoas treinadas e com
material adequado, sem germes e descartavel, desta forma, oferecendo um risco minimo para a sua
saude ou bem estar. No sangue, serdo feitos exames genéticos complexos. Caso seja necessario, serdo
feitas algumas perguntas a vocé sobre a sua doenga e sobre alguns hébitos seus, as suas condi¢cdes de
moradia e trabalho, nos dias de hoje e no passado. Vocé tera total liberdade para recusar participar
desta pesquisa, sem problema nenhum. A finalidade desses exames ¢ descobrir possiveis causas para
os casos de alteragdes na visdo dos pacientes. Os resultados obtidos apods a realiza¢do desta pesquisa
serdo informados ao seu médico. Esta pesquisa ndo tem como objetivo lhe proporcionar melhoras ou a
cura em sua condicdo clinica, mas podera ajudar a esclarecer melhor como devemos proceder em
relacdo ao acompanhamento dos pacientes que apresentam a sindrome de Stargardt no sentido de
promover sempre a melhor qualidade de vida possivel a estas pessoas. Se vocé aceitar participar da
pesquisa, o seu nome € a sua participagdo no estudo ficardo em total sigilo. Danos que forem,
comprovadamente, provocados pela pesquisa serdo reparados. Vocé também poderé interromper a sua
participacdo no estudo a qualquer momento que quiser sem que haja perdas ou qualquer forma de
represalias. Em caso de dividas sobre a pesquisa ou de maiores esclarecimentos, vocé€ podera contatar
o0s pesquisadores responsaveis.

Dr. José Alexandre Lemos Nelson Monte de Carvalho Filho
Biomédico CRBM-172 (4a Regido) Bidlogo
Coordenador do projeto Responsavel pela execugdo do projeto
3242-9100 (Hemopa) 3201-6819 (Nucleo de Medicina Tropical)

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO:

Eu, , declaro que li as informacdes
acima sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente esclarecido sobre o conteudo da mesma, assim
como seus riscos e beneficios. Declaro ainda que, por minha livre vontade, aceito participar da
pesquisa sabendo que poderei ser convidado a doar amostras de sangue para andlise.

Belém, / /

Assinatura do paciente
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UNIVERSIDADE DO ESTADO
DO PARA - UEPA / CENTRO DE W
CIENCIAS BIOLOGICAS E

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: VARIAGAO ALELICA E EXPRESSAO DO GENE ABCA4 ENTRE INDIVIDUOS

PORTADORES DA SINDROME DE STARGARDT: UMA ANALISE DOS
GRANULOCITOS COMO INDICADORES DE EXPRESSAO GENICA NOS

FOTORRECEPTORES.
Pesquisador: Alexandre Lamos
Area Temdtica:
Versdo: 2

CAAE: 19597113.9.0000.5174
InstRuicdo Proponente: Centro de Hemolerapia e Hematologia do Paré - Fundagio HEMOPA
Patrocinador Principal: Centro de Hemoterapia e Hemaltologia do Pard - Fundagio HEMOPA

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 433 376
Data da Relatoria: 1810/2013

Apresentacio do Projeto:

Individuos oftaimologicamente diagnosticados como portadores da sidrome de Stargardt serdio recrutados
para avaliarmos a ccorréncia de associagies entre variantes alélicas (mutagdes) e niveis de expressiio
génica do gene ABCA4 com alteragbes morfoldgicas celulares em seus granulicilos. Estes pacientes sio
assistidos pelo sarvigo de oftaimologia do Hospital Universitario Betina Ferro de Souza pertencente a
Universidade

Federal do Par&. Todos sarfio encaminhados através do médico oftaimolegista ao Centro de Hemoterapia
do Par& (HEMOPA) para coleta de sangue periférico. As andlises genélicas envolveriio o saguenciamento
total dos 50 éxons do gene ABCA4 para a caracterizagdo de varianes alélicas associadas a sindrome de
Stargardt, e também medidas de expressdo do gene ABCA4 alravés da metodologia de PCR em tempo real
a partir das lragdes de RNA mensageiro extraidas do malerial coletado. A morfologia nuclear dos
granulécitos sera analisada através de microscopia Optica convencional

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primério: Avalkagio da ccorréncia de associagio entre a variagio aldlica presenta no gene ABCA4,
o comprometimento funcional & exprassio da proteina ABCA4 e a maturagio dos
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ganuibcitos em individuos pontadores da sindrome de Stargardt.

Objetivo Secundério: Identificag@®o das variantes alélicas presentes no gene ABCA4 nos individuos
diagnosticados com a sindrome de Stargardt; Determinagdo dos niveis de expressio do RNA mensageiro
do gene ABCA4 de granuldcitos dos individuos diagnosticados com a sindrome de Stargardt,

Caracterizagio morfoldgica nuclear dos granulécitos em individuos diagnosticados com a sindrome de
Stargarat;

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Para esta pesquisa, serd feita coleta de sangue periférico, cujos riscos sdo inerentes ao
procedimento, porém pequenos @ esporadicos como pequenos hematomas no local da flebotomia, os quais
costumam desaparecer sem gqualquer intervengiio.

Beneficios: Se de falo encontramos uma associaglo entre as variantes alélicas, 08 niveis de expressio e a

morfologia dos granuldcitos nos individuos investigados & provével que estejamos diante de um marcador
para a sindrome de Stargardt. O emvolvimento dos pacientes portadores da sindrome de Stargardt neste
projeto possibilitara um maior esclarecimento sobre a genédtica desta heranga autossdmica recessiva.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa com relevéncia cientifica e bem escrita, sando possivel atingir os objetivos com a metodologia
proposta

Consideragbes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:
Alende a0s preceilos &licos da Resolugio 468/12
Recomendagdes:

Sem recomendagies

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sem pendéndias ou inadequagies

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

N&o

Consideragdes Finais a critério do CEP:
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