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RESUMO 
O gene PAX6 é o principal gene para o controle da organização do sistema ocular 

durante a embriogênese. Este gene pertence a uma família de reguladores de transcrição 

denominada PAX, sendo que seus membros compartilham um domínio funcional de 128 

aminoácidos chamado de paired domain. O PAX6 é o mais bem estudado dessa família. O 

gene PAX6 está localizado na banda 13 do braço curto do cormossomo11 em humanos, e 

apresenta 14 exons sendo que os três primeiros e parte do quarto exon não são traduzidos. A 

proteína do PAX6 possui dois domínios funcionais: o paired domain e o homeo domain, 

que são separados por um segmento de ligação denominado LNK e seguidos por uma 

região com importante função na ativação transcricional denominada PST. A proteína do 

gene PAX6 é um fator de regulação transcricional altamente conservado com funções 

importantes para o desenvolvimento normal dos olhos e do sistema nervoso. Alterações no 

gene PAX6 em humanos foram associadas ao fenótipo de aniridia, da síndrome de Morning 

Glory (MGS) e também de doenças associadas ao desenvolvimento ocular. A aniridia é um 

defeito congênito raro, a qual provoca uma formação incompleta ou a ausência da íris. 

Embora seus efeitos variem entre os indivíduos, pode causar perda de visão. A doença pode 

ser de herança autossômica dominante ou de manifestação esporádica. MGS é uma 

anomalia congênita do nervo óptico, comumente unilateral, podendo encontrar-se associada 

a estrabismo, ambliopia e nistagmo. Freqüentemente essa síndrome pode encontrar-se 

associada a anomalias endócrinas, renais e do sistema nervoso central. Sendo assim, o 

projeto teve por objetivos a análise molecular do gene PAX6 através de seqüenciamento e 

da técnica de MLPA em pacientes com aniridia e pacientes portadores da síndrome de 

MGS, a fim de se detectar mutações e/ou polimorfismos que pudessem estar ligados ao 

quadro clínico dos indivíduos. A casuística do projeto foi de três famílias com segregação 

aniridia, um indivíduo esporádico com aniridia e quatro indivíduos portadores da síndrome 

de Morning Glory. O grupo controle consistiu de 50 indivíduos triados como não tendo 

alterações oftalmológicas. Foi encontrada uma mutação p.R240X no gene PAX6, que causa 

uma troca de uma arginina por um stop codon, segregando nos indivíduos afetados da 
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Família 1 e assim explicando o fenótipo dos indivíduos. Essa mutação é a mais freqüente 

associada à aniridia, porém é a primeira vez que ela foi descrita na população brasileira. 

Também foram encontradas diversas alterações descritas e não descritas que necessitam de 

mais estudos para que possam ser associadas à manifestação do fenótipo dos indivíduos 

afetados. Além disso, foi observada pela técnica de MLPA, uma possível micro-deleção ou 

alteração nucleotídica no exon 1 do gene RCN1 encontrada nos filhos das Famílias 1 e 3 

podendo estar envolvida na regulação 5’ do gene PAX6. Outra possível micro-deleção ou 

alteração nucleotídica foi também observada no exon 9 do gene ELP4, que pode estar 

associada a regulação 3’ do gene PAX6. Esse estudo demonstrou que para a etiologia de 

aniridia e síndrome Morning Glory devem existir outros genes cuja expressão possa estar 

alterada durante o desenvolvimento. 
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ABSTRACT 
PAX6 gene is the major gene in the control of eye organization during development. It 

belongs to a family of transcription regulators called PAX, formed by several members 

which share a 128 aminoacid functional domain called paired domain. PAX6 is best studied 

within this family. In humans, it is located on chromosome 11p13 and is formed by 14 

exons; the first three and part of the fourth are not translated. PAX6 protein comprises two 

functional domains: the paired domain and the homeo domain which are separated by a 

linker called LNK and followed by an important region with trancriptional activity called 

PST. The PAX6 protein is a highly conserved transcriptional regulator factor that is 

important for normal ocular and neural development. Mutations on human PAX6 gene were 

associated to aniridia, Morning Glory Syndrome and other ocular diseases. Aniridia is rare 

birth defect which leads to an incomplete formation or the absence of the iris. Although 

their effects vary between individual, aniridia can cause loss of vision. The disease may be 

autosomal dominant or sporadic event. The Morning Glory Syndrome (MGS) is a 

congenital optic disk dysplasia, generally unilateral, which can be associated with 

strabismus, amblyopia and nystagmus. This syndrome may be often associated with 

endocrine, renal and central nervous system abnormalities. Thus the aim of this 

investigation was to evaluate the molecular composition of PAX6 gene using direct 

sequencing and MLPA technique in patients with Aniridia and Morning  Glory Syndrome, 

to detect mutations and/or polymorphisms associated with the patient’s phenotypes. Were 

included in the study 1 family with segregation of aniridia, 1 family with Axenfeld-Rieger 

Syndrome, 1 sporadic individual with aniridia and 4 individuals carrying MGS. The control 

group comprised 50 individuals considered ophthalmologically normal. The nonsense 

mutation p.R240X was found in the PAX6 gene, segregating with the affected members in 

family 1, what explains their phenotypes. This mutation is one of the most frequent 

nonsense mutations associated with the aniridia, however this is the first report on a PAX6 

gene mutation familial case of aniridia in Brazil. Several described and non-described 

nucleotide variations were found, but additional studies are required to correlate them to the 
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phenotype of affected individuals. Furthermore, the MLPA technique showed possible 

micro-deletions or mutations in exon 1 of RCN1 gene, located 5’ to PAX6. This result was 

observed in both male children of families 1 and 3. Other possible micro-deletion or 

mutation was observed in exon 9 of ELP4 gene, which can be associated to 3’ regulation of 

PAX6 gene. This study demonstrated that the involvement of other gene whose expressions 

may be altered during the development cannot be excluded for the etiology of aniridia and 

Morning Glory Syndrome. 
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Os genes PAX fazem parte de uma grande família de reguladores de transcrição. As 

proteínas codificadas por esses genes caracterizam-se por compartilhar um domínio de 128 

aminoácidos de ligação ao DNA (paired box) e são os principais controladores dos 

processos de desenvolvimento, especialmente do desenvolvimento do sistema nervoso 

central tanto em vertebrados quanto em invertebrados. Nove membros da família são 

conhecidos em camundongos e humanos, dos quais o PAX6 é um dos mais estudados 

(Wang et al., 2008). Os genes PAX dividem-se em quatro sub-famílias de acordo com a 

presença ou ausência de um octapeptídeo e do homeobox e também pelo tipo do homeobox 

como mostra a Figura 1. 

Uma característica comum entre todas as proteínas Pax é um paired-domain (PD) 

N-terminal, que compreende um motivo de ligação ao DNA que reconhece uma seqüência 

consenso específica, (G/T)T(T/C)(C/A)(C/T)(G/C)(G/C) (Lang et al., 2007), sendo que o 

PAX6 se liga especificamente ao motivo (TTCACGC).  

 

 

Figura 1: Estrutura modular dos membros da família PAX. Todos os membros dessa 

família compartilham um domínio de ligação ao DNA de 128 aminoácidos 

denominado paired-box. Essa família é dividida em quatro grupos: I (PAX1/9), 

II (PAX2/5/8), III (PAX3/7) e IV(PAX4/6). Os três primeiros grupos possuem 

um octapeptídeo, e apenas os grupos III e IV possuem um homeodomínio. O 

grupo II apresenta um homeodomínio parcial (retirado de Béland e Bouchard, 

2006). 
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Todos os genes PAX estão envolvidos com o desenvolvimento embrionário e a 

maioria para de se expressar ao nascimento. Cada subfamília forma uma rede complexa de 

regulação de transcrição sendo que o PAX6, além de regular vários genes, também pode se 

auto-regular, como mostra o esquema abaixo (Figura 2). 

A família gênica Pax codifica um conjunto de fatores de transcrição que 

compartilham um paired-domain, que desempenham papel essencial regulando a 

proliferação, diferenciação, apoptose, migração celular e manutenção de células-tronco. A 

expressão dos genes Pax é fortemente controlada e está associada com a demarcação de 

fronteiras durante a especificação e o desenvolvimento tecidual. Auto-regulação e inter-

regulação são mecanismos freqüentemente empregados para realizar um controle preciso da 

expressão dos domínios Pax em uma variedade de tecidos incluindo o olho, o sistema 

nervoso central, os rins, o pâncreas, o sistema esquelético, os músculos, os dentes e o timo. 

Mutações nos genes PAX causam distúrbios que envolvem o desenvolvimento 

incompleto de tecidos em que um determinado gene PAX é expresso. Além disso, a 

superexpressão de genes PAX foi observada em uma variedade de cânceres. Acredita-se 

que a função de proteção celular dos genes PAX possa evitar a morte celular e permitir o 

crescimento tumoral.   

 

 

Figura 2: Esquema demonstrando as interações dos vários membros da família PAX. Além 

de interagir com outros genes o PAX6 pode se auto-regular (retirado de 

http://www.gene-regulation.com/images/relation.png). 
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O PAX6 tem sido considerado como o principal gene para o controle da organização 

do sistema ocular. Uma proposta de origem monofilética sugere ser ele o responsável pelo 

desenvolvimento do olho de insetos, ocelos de acídias e também por olhos complexos de 

cefalópodes e vertebrados (Halder et al., 1995; Gehring, 1996) (Figura 3). De acordo com 

pesquisas recentes, deficiências no gene PAX6 resultam não apenas em anormalidades do 

olho, mas possivelmente do cérebro e do pâncreas (Glaser et al., 1994; Talamillo et al., 

2003; Yasuda et al, 2002; Fischbach et al., 2005). 

 

Figura 3: Propõe-se que o olho tenha evoluído em 65 ocasiões diferentes, porém evidências 

genéticas recentes sugerem que isso ocorreu apenas uma vez na história 

evolutiva. Um olho ancestral (centro da figura) teria dado origem às diversas 

formas de olhos atuais (adaptado de: 

http://www.newscientist.com/data/images/archive/2494/24941701.jpg). 

 

Logo após a identificação do Pax6 em camundongos, o homólogo PAX6 

humano foi isolado por clonagem posicional como candidato ao gene responsável por 

http://www.newscientist.com/data/images/archive/2494/24941701.jpg
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uma anomalia do olho humano, a aniridia (Ton et al., 1991). O fenótipo Small eye em 

camundongos já havia sido considerado como uma condição similar à aniridia humana, 

através de dados de mapeamento (Glaser et al., 1990). Tanto a aniridia quanto o Small 

eye têm em comum a herança autossômica dominante e o fenótipo compreendendo 

hipoplasia da íris e opacificação da córnea com freqüente associação à catarata. Em 

camundongos esses fenótipos são acompanhados da redução do tamanho do olho, a 

chamada microftalmia (Figura 4). 

 

 

Figura 4: O gene Pax6 controla o desenvolvimento do olho em diversas espécies.  

(A) Embrião de camundongo wild-type com o olho normal. (B) Embrião 

heterozigoto de um alelo mutante do Pax6 (a condição causada é chamada de 

Small-eye [Sey] em camundongos) que apresenta o olho com tamanho 

reduzido. (C) Um embrião homozigoto para a mutação Sey, no qual os olhos, 

juntamente com o nariz estão completamente ausentes. (D) Humanos 

heterozigotos para mutações no PAX6 podem apresentar uma condição 

chamada aniridia, que tem como uma de suas características principais a mal 

formação ou ausência da íris (modificado de Halder et al., 2005 e Gehring, 

2005). 
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Uma vez que o PAX6 foi identificado como gene candidato para a aniridia em 

humanos e, por analogia, para Small eye em camundongos, mutações de ponto nesse gene 

foram identificadas em indivíduos com este fenótipo. A primeira mutação no Pax6 foi 

definida em dois alelos Small eye de camundongo (Hill et al., 1991). Subseqüentemente, 

foram identificadas mutações em pacientes com aniridia (Jordan et al., 1992; Glaser et al., 

1992). Camundongos homozigotos para Small eye morrem pouco depois do nascimento e 

não desenvolvem olhos, nem cavidades nasais, além de apresentarem defeitos cerebrais 

(Hill et al., 1991). Mutantes homozigotos humanos de mutações no gene PAX6 apresentam 

um fenótipo parecido em recém-nascidos, com completa ausência de olhos e das aberturas 

nasais (Figura 5) (Hodgson e Saunders, 1980; Glaser et al., 1994). 

 

 

Figura 5: A, B, C e D apresentam aniridia com as seguintes associações - (A) esclerocórnea 

e nistagmo, (B) hipoplasia foveal, (C) microcórnea e catarata e (D) lente 

ectópica. (E) Apresenta um indivíduo com ausência dos olhos e cavidades nasais. 

(F) Camundongo sem os olhos. 
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O padrão de expressão deste gene em mamíferos é principalmente estudado em 

camundongos. A primeira evidência de sua atividade é detectada na neuroectoderme no 

oitavo dia do desenvolvimento embrionário. Com 8,5 dias, a expressão já é observada em 

uma depressão do prosencéfalo, que eventualmente dará ascensão ao copo óptico. 

Subseqüentemente, a expressão é vista no nariz e olhos em desenvolvimento e em regiões 

específicas do prosencéfalo, rombencéfalo e tubo neural (Haubst et al., 2004; Grindley et 

al., 1995; Walther et al., 1991). No adulto, a expressão tem sido observada no olho, 

cerebelo e pâncreas (Ton et al., 1992; Turque et al., 1991; Stoykova e Gruss, 1994). 

Genes homólogos ao PAX6 humano foram identificados em ratos e outros 

vertebrados como peixe-zebra ou paulistinha (Brachydanio rerio), codorna (Coturnix 

coturnix), galinha (Gallus gallus), sapo (Xenopus laevis) e, também nos invertebrados: 

ouriço do mar (Paracentrotus lividus), mosca (Drosophila melanogaster), verme 

(Caenorhabditis elegans), verme (Lineus sanguineus), planária (Dugesia tigrina), lula 

(Loligo opalescens) e ascídia (Phallusia mammilata) (Prosser e Heyningen, 1998). 

Baseadas nos conhecimentos atuais sobre o gene PAX6, duas hipóteses são 

consideradas para seu possível papel no desenvolvimento.  Uma propõe ser esse o gene 

responsável pela organogênese e pela regulação do desenvolvimento do olho, enquanto a 

outra, o vê como um gene modulador, expresso na cabeça, freqüentemente auxiliando na 

regulação do desenvolvimento do olho, possivelmente por ser a cabeça a região onde os 

olhos evoluíram na maioria dos animais (Harris, 1997). Não existem evidências suficientes 

para definir qual hipótese é correta, entretanto sabe-se que o gene PAX6 tem um papel 

fundamental no desenvolvimento dos olhos em diversos organismos. 

Localizado no cromossomo 11p13 em humanos, esse gene é transcrito da fita 

antissense cuja fita sense é transcrito os genes ELP4, RCN1 e WT1 que são seus vizinhos 

mais próximos. O PAX6 apresenta 14 exons numa extensão genômica de 23 kb e seu cDNA 

é de 2,7 kb, determinado por estudo de Northern Blotting (Prosser e Heyningen, 1998) 

(Figura 6). Sua transcrição pode dar origem a uma gama de nove transcritos diferentes 

devido a splicings alternativos, sendo que os três primeiros exons e uma parte do quarto não 

são traduzidos (Figura 7).  
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Figura 6: Estrutura do cromossomo 11 humano (A). Em detalhe parte da banda 13 do 

cromossomo 11, mostrando os genes PAX6, ELP4, RCN1 e WT1. 

 

 

Figura 7: Ilustração dos nove transcritos diferentes gene do PAX6 produzidos por splicings 

alternativos. Os três primeiros exons e parte do quarto não são traduzidos. 

 

A proteína do PAX6 humana tem 422-436 aminoácidos, dependendo da inclusão ou 

não de um exon alternativo. Possui dois domínios funcionais: o paired domain (PD) que é 

composto por 128 aminoácidos (códon 4-131) e o outro é o homeodomain (HD) de 60 

aminoácidos (códon 210-269). Esses domínios são separados por um segmento de ligação 

(LNK) de 78 aminoácidos (códon 132-209) e seguido por 153 aminoácidos (códon 270-

422) ricos em prolina, serina e treonina na região C-terminal (PST) com importante função 

na ativação transcricional, uma vez que alterações dessa região podem apresentar tanto uma 

atividade negativa, quanto positiva (Figura 8) (Glaser et al., 1994; Glardon et al., 1997;  

Prosser e Heyningen, 1998; Tzoulaki et al., 2005). 
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Figura 8: Domínios da proteína PAX6. A) PAI (corresponde ao sub-domínio N-terminal do 

paired-domain composto por 1 folha β e 4 α-hélices), RED (corresponde ao sub-

domínio C-terminal do paired-domain composto por 3 α-hélices) e B) Foto da 

estrutura tridimensional da proteína PAX6, mostrando seus domínios de ligação 

ao DNA (adaptado de Jun et al., 1996). 

 

Proteínas PAX também podem se ligar a outras proteínas através do paired-domain. 

Um importante exemplo disso é a interação do paired-domain com o domínio HMG das 

proteínas SOX (Inoue et al., 2007).  

O desenvolvimento do tecido do cristalino é induzido pela estreita aposição de 

rudimentos da retina (copo óptico) e esse processo indutivo corresponde a ativação do Sox2 

no domínio da superfície da ectoderme já expressando Pax6 (Kamachi et al., 1998). 

Anteriormente a isso o gene lente-específico -crystallin é ativado pela ligação cooperativa 

de PAX6 e SOX2 ao seu elemento acentuador específico (Kamachi et al., 2001). Essas 

linhas de evidências indicam a contribuição principal das alças co-regulatórias formadas 

pelos genes Pax6 e Sox2 na regulação do desenvolvimento do cristalino (Kondoh et al., 

2004) e sugere o envolvimento de alças regulatórias análogas no desenvolvimento da 

retina. 

O gene PAX6 comumente produz duas isoformas da proteína por splicing 

alternativo do pré-mRNA, denominadas PAX6(-5a) e PAX6(+5a) (Azuma et al., 2005). A 
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forma PAX6(+5a) difere da PAX6(-5a) pela inserção do exon 5a que codifica 14 

aminoácidos no paired-domain (Xu et al., 1995; Czerny et al., 1993). As duas isoformas, 

PAX6(-5a) e PAX6(+5a), apresentam propriedades distintas de ligação ao DNA (Epstein et 

al., 1994a; Yamaguchi et al., 1997) e suas seqüências consenso de ligação são P6CON e 

5aCON, respectivamente (Figura 9) (Epstein et al., 1994b; Pinson et al., 2005).  

 

 

Figura 9: (A) Estrutura do gene PAX6, delimitando-se os exons e também as regiões da 

proteína – PB (paired-box), LNK (segmento de ligação), HB (homeobox) e PST 

(região rica em prolina, serina e treonina). A linha horizontal fina mostra as 

regiões não traduzidas, mostrando também a possível inserção do exon 5a no 

paired-domain. (B) Esquema da proteína PAX6 - PST (domínio PST), HD 

(homeodomínio), PD(C) (paired-domínio subdomínio C-terminal), PD(N) 

(paired-domínio subdomínio N-terminal). (retirado de Tzoulaki et al., 2005). 

 

Estudos in vitro e in vivo da atividade de PAX6(-5a) e PAX6(+5a) evidenciam que 

essas isoformas apresentam funções distintas em mamíferos e que devem estar em um 

equilíbrio estequiométrico; quando super-expressas agem sobre diferentes conjuntos de 
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genes. Por exemplo, no olho murino, a deleção constitutiva do exon 5a, portanto a super-

produção de PAX6(-5a), leva à hipoplasia da íris, acompanhada de defeitos no 

desenvolvimento da córnea, cristalino e retina (Pinson et al., 2006; Singh et al., 2002). 

Inversamente, a super-expressão do PAX6(+5a) no cristalino de camundongos leva a 

formação de catarata e ao aumento do número de moléculas de adesão celular (Pinson et 

al., 2006; Duncan et al., 2000). Por outro lado, células cerebrais de mamíferos reduzem sua 

proliferação em resposta à super-expressão de ambas as isoformas, entretanto ocorre uma 

diminuição no processo de neurogênese quando a proteína PAX6(-5a) é super-expressa 

(Pinson et al., 2005). 

Um estudo da regulação transcricional do PAX6 identificou múltiplos elementos 

regulatórios de ação cis com funções variadas em diferentes linhagens de células de 

camundongos (Xu et al., 1997). A análise da seqüência genômica de DNA mostrou que o 

promotor tem uma TATA like-box a -26 pares de base e duas CCAAT posicionadas a -70 e 

-100 pares de base, além de uma região de 92 pares de base (-62 a +30), necessária para a 

atividade basal do promotor (Xu et al., 1997). 

Dois promotores são responsáveis pela expressão majoritária do PAX6. Eles são 

conhecidos como P0 e P1 em codorna e camundongo (Pinson et al., 2006; Anderson et al., 

2002) e seus homólogos em humanos são PA e PB (Pinson et al., 2006; Okladnova et al., 

1998). Uma série de experimentos indicou que, ao serem isolados e clonados em 

plasmídios repórteres, esses elementos podem ser limitados pelas próprias proteínas PAX6. 

Quando introduzidos em células da neuro-retina de codorna, construções expressando 

homólogos de PAX6 aumentaram a atividade de construções contendo genes repórteres 

dirigidos pelos promotores P0 ou P1 (Pinson et al., 2006; Plaza et al., 1993 e Plaza et al., 

1995). Similarmente, proteínas PAX6 humanas afetaram a atividade do promotor PB, 

embora a natureza dos efeitos seja variável entre as linhagens celulares (Pinson et al., 2006; 

Okladnova et al., 1998). Esses estudos sugerem que as proteínas PAX6 podem regular 

positivamente o próprio gene. 

Elementos de controle upstream e intragênicos têm sido definidos geralmente por 

transgenesis, entretanto casos de aniridia onde o gene PAX6 permanece intacto, enquanto 

ocorre rearranjo cromossômico downstream, sugerem que uma região adicional de controle 
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de ação cis seja requerida para uma correta expressão gênica. Kleinjan e colaboradores 

(2001) identificaram que a região de cerca de 150 kb distal ao promotor P1 de PAX6 

contém elementos regulatórios, indicando assim que o domínio funcional do gene não 

envolve somente a região transcrita.  

 O gene PAX6 usa três sítios de poliadenilação principais no tecido ocular do feto 

localizados a 573 pb, 800 pb e 967 pb depois do início do exon 13, que podem estar 

associados ao ponto de quebra 3’ terminal do transcrito do PAX6 (Lauderdale et al., 2000). 

  De acordo com um estudo recente, que comparou o genoma de Homo sapiens e Fugu 

rubripens, foi identificado um elemento funcional altamente conservado no gene ELP4 

(elongation protein 4) que está localizado downstream ao PAX6 (Woolfe et al., 2005). 

Em outra análise comparativa entre a seqüência genômica humana e a do baiacu 

(Fugu sp.) foram encontradas similaridades em três regiões do intron 7, localização 

importante entre o paired-domain e o homeodomain. A análise comparativa deste intron 

entre o gene humano e o murino apresentou quatro elementos conservados (três dos quais 

encontrados na primeira análise comparativa). Estudos in vitro determinaram que o 

elemento conservado 1 (CE1) regula a expressão gênica no desenvolvimento ocular tardio, 

CE2 regula a expressão gênica no diencéfalo, CE3 regula a expressão gênica no 

romboencéfalo e o transcrito do CE4 não apresenta função definida. O estudo de CE4 

demonstrou que juntamente com os outros elementos conservados, este pode interferir no 

aparecimento de um novo transcrito iniciado em uma metionina no exon 8, anterior ao 

homeodomain, formando uma proteína de 221 aminoácidos. Apesar de indefinida a 

importância desse transcrito o estudo em camundongo indicou que o sítio de 

reconhecimento para o início da transcrição localiza-se em uma citosina a 839 pb 

downstream do início do exon 7 (Kleinjan et al., 2004).  As funções isoladas e combinadas 

do paired domain e do homeodomain não estão claramente determinadas para o gene 

PAX6, o que não permite determinar a função de proteínas truncadas na região N-terminal 

(Kleinjan et al., 2004). 

Mutações em várias posições dentro do PAX6 dão origem a efeitos de dose do gene 

que apóiam a hipótese em que o PAX6 regularia a expressão gênica durante o 

desenvolvimento por meio de gradientes de concentração com outros fatores de transcrição. 
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Em uma família, a interrupção da proteína PAX6 no domínio PST causada por uma 

mutação de ponto no exon 12 levou à manifestação de catarata e à diminuição da acuidade 

visual no pai; a interrupção do paired-domain causada por uma mutação de ponto no exon 6 

levou à ausência da íris, catarata, diminuição severa na acuidade visual e outras mal 

formações oculares na mãe; e uma filha heterozigota composta, com a cópia mutada do 

PAX6 de cada um dos pais morreu 8 dias após o nascimento com graves defeitos no sistema 

nervoso central, defeitos craniofaciais e ausência dos olhos (Glaser et al., 1994). 

A análise molecular do gene PAX6 tem demonstrado que 89,9% das mutações estão 

associadas a pacientes com aniridia e, 10,1% das mutações estão associadas a pacientes 

com outros fenótipos, incluindo hipoplasia foveal, microftalmia e defeitos no nervo ótico 

(Tzoulaki et al., 2005). 

A aniridia pode ser causada por seis diferentes categorias de mutações no gene 

PAX6, incluindo mutações nonsense, splicing, inserções e deleções com mudança no 

quadro de leitura, inserções e deleções sem mudança no quadro de leitura, mutações 

missense e mutações run-on (Tzoulaki et al., 2005). Normalmente o quadro mais grave está 

associado às mutações nonsense, splicing, frameshift, sendo a grande maioria das mutações 

missense responsável por quadros menos graves ou por quadros diferentes de aniridia 

(Figura 10). 

 

 

Figura 10: Distribuição de diferentes tipos de mutações encontradas no banco de dados 

(PAX6 Allelic Variant Database). (A) Todas as mutações associadas a doenças 

do banco de dados. (B) Mutações associadas à aniridia. (C) Mutações 

associadas a outros fenótipos (retirado de Tzoulaki et al., 2005). 
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Amplos rearranjos cromossômicos também podem ser atribuídos como causa do 

fenótipo (Prosser e Heyningen, 1998). No entanto, uma proporção significante deste tipo de 

anormalidades consiste de deleções submicroscópicas, que podem ser observadas em 

alguns casos usando a técnica de FISH (fluorescence in situ hybridization) (Crolla e 

Heyningen, 2002).  

Além de mutações localizadas dentro do PAX6 e deleções incluindo o gene ou parte 

dele, casos esporádicos de aniridia têm sido associados a deleções que não envolvem a 

estrutura do gene, mas estão associadas à remoção de elementos com funções 

transcricionais (Lauderdale et al., 2000). Tais deleções foram encontradas na região 3’ do 

gene PAX6, que foram consideradas importantes para sua expressão por conter, 

provavelmente, seqüências reguladoras de transcrição e/ou organizadoras de cromatina 

(Lauderdale et al., 2000). Mais tarde, D’Elia e colaboradores (2007) descreveram um caso 

familial de aniridia com deleção submicroscópica envolvendo a remoção do gene ELP4, 

associando assim a haploinsuficiência deste ao fenótipo de aniridia. 

Por outro lado, deleções submicroscópicas na região 5’ do gene PAX6 envolvendo o 

gene RCN1 têm sido relacionadas com o fenótipo de microftalmia em camundongos 

(Favor, 2009). O gene RCN1 codifica uma proteína de ligação ao CA(+2) (Hilioti e 

Cunninghan, 2003), localizada no retículo endoplasmático e participa da via secretória 

sendo expresso no olho. 

Em humanos, um ponto de quebra no cromossomo 11 foi detectado em paciente 

com a síndrome WAGR (Wilms' Tumor – Aniridia - Genitourinary Anomalies - Mental 

Retardation Syndrome) e a síndrome de Potocki-Shaffer entre os genes PAX6 e RCN1, 

sendo que o PAX6 permaneceu intacto (Almind et al. 2009). Sugere-se que a deleção do 

gene RCN1 está associada à regulação 5’ do gene PAX6, podendo contribuir para os 

fenótipos oculares desse indivíduo que incluem catarata e ptose palpebral (Almind et al., 

2009). 

Como já citado anteriormente, a aniridia é um defeito congênito bastante raro, com 

freqüência populacional de cerca de 1 em 64.000 a 1 em 96.000 (Yuan  et al., 2007). Na 
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maioria dos casos provoca uma formação incompleta ou mesmo a ausência da íris e, quase 

sempre, é uma condição bilateral (Figura 5) (Prosser e Heyningen, 1998; Zhu et al., 2006). 

Os sintomas principais são a fotofobia e a diminuição da acuidade visual para 

valores entre 10-20%, que se agrava no caso de estar associada a outras lesões oculares. 

Embora seus efeitos fenotípicos variem entre os indivíduos, a aniridia pode causar perda de 

visão, usualmente bilateral. Pode também encontrar-se associada a nistagmo, catarata, 

degeneração da córnea, estrabismo, ambliopia, luxação do cristalino e hipoplasia do nervo 

óptico. Muito ocasionalmente, o glaucoma pode estar presente ao nascimento, porém se 

desenvolve em maior freqüência da pré-adolescência em diante e, se não tratado, pode levar 

à perda da visão residual e até a necessidade de remoção dos olhos (Hanson et al., 1994a). 

No primeiro congresso internacional em aniridia realizado em Madrid, Espanha, no ano de 

2002, um estudo da associação Espanhola (www.aniridia.com) demonstrou que 60% dos 

casos deste defeito congênito estão associados à catarata, 30% ao glaucoma, 20% às 

alterações da córnea, 15% ao estrabismo, 2% ao tumor de Wilms e 5% a outros problemas. 

A aniridia pode ser herdada na forma autossômica dominante ou surgir de forma 

esporádica. Aproximadamente dois terços dos casos reportados são de familiares com alto 

grau de penetrância, mas com expressividade variável (Prosser e Heyningen, 1998). O terço 

restante corresponde aos casos esporádicos, sem histórico familiar prévio, porém alguns 

desses indivíduos podem manifestar a herança dominante em gerações subseqüentes 

(Prosser e Heyningen, 1998). A aniridia tem sido descrita como uma condição semi-

dominante, em que o mutante heterozigoto é afetado menos gravemente do que o 

homozigoto (Prosser e Heyningen, 1998). 

Primeiramente, Ferrell e colaboradores (1980) haviam definido que a aniridia tipo I 

(AN1) era resultante de alterações no braço curto do cromossomo 2. Entretanto, em um 

estudo posterior o mesmo grupo de pesquisa verificou por análise de ligação que o fenótipo 

de aniridia está associado a alterações no cromossomo 11p13 (Lyons et al., 1992). 

Realmente havia sido registrado em 1991 que a doença fora associada a alterações no gene 

PAX6 que está localizado neste segmento cromossômico (Ton et al., 1991).  
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Outras síndromes genéticas têm a aniridia ou a mal formação da íris como sintoma 

associado: a síndrome WAGR (Wilms' Tumor – Aniridia - Genitourinary Anomalies - 

Mental Retardation Syndrome), a síndrome de Gillespie e a síndrome de Axenfeld-Rieger.  

A associação entre tumor de Wilms, aniridia, anormalidades urogenitais e retardo 

mental foi descrita pela primeira vez em 1964 por Miller e colaboradores (Miller et al., 

1964). A síndrome WAGR é uma condição genética muito rara, onde os principais 

sintomas são resultado da deleção da banda 13 do braço curto do cromossomo 11 (11p13) 

(Riccardi et al., 1978; Francke et al., 1979). Essa deleção normalmente abrange diversos 

genes contíguos, incluindo o gene PAX6 (responsável pelo desenvolvimento ocular) e o 

gene WT1 (gene do tumor de Wilms), resultando tanto em aniridia quanto em aumento do 

risco para o tumor de Wilms (Almind et al., 2009). As anormalidades no gene WT1 

também podem ser responsáveis pelas anormalidades genitais e nefropatites 

freqüentemente vistas nessa condição (Fantes et al., 1992; Hanson et al., 1994a; Tzoulaki et 

al., 2005).  

A síndrome de Gillespie é uma doença genética extremamente rara que afeta o 

cérebro e os olhos em indivíduos de ambos os sexos. As principais características da 

síndrome são a aniridia parcial bilateral, hipoplasia foveal, nistagmo e hipoplasia cerebelar.  

Foi identificada pela primeira vez em 1965 e desde então apenas 21 casos foram 

reportados, sendo nove casos esporádicos e 12 casos familiares divididos em cinco famílias. 

Pacientes com a síndrome de Gillespie apresentam aniridia parcial bilateral, entretanto não 

foram encontradas mutações no gene PAX6, o que sugere uma condição clínica similar, 

mas com origem diferente (Dollfus et al., 1998). Como as bases genéticas para essa 

síndrome permanecem indeterminadas e os casos familiares demonstram-se heterogêneos, 

as duas formas de herança autossômica são consideradas para essa síndrome, a herança 

autossômica recessiva e a dominante.   

Outra anomalia que pode ser associada a deleções no gene PAX6 é a síndrome de 

Axenfeld-Rieger que é uma condição multi-sistêmica rara transmitida sob padrão de 

herança autossômico dominante, com penetrância completa, mas expressividade variável 

(Hjalt et al., 2005).  



INTRODUÇÃO  33 
 

Os defeitos oculares clássicos da síndrome de Axenfeld-Rieger incluem a hipoplasia 

da íris, além de outras características menos freqüentes como a catarata, descolamento da 

retina e microcórnea (Figura 11) (Spallone, 1989; Kamińska et al., 2007). Há também casos 

de indivíduos portadores da síndrome de Axenfeld-Rieger descritos na literatura, onde além 

de outras anomalias oculares os pacientes apresentavam aniridia associada aos demais 

sintomas (Gould e John, 2002; Dandan et al., 2008). 

Dentre as anomalias sistêmicas associadas à síndrome está a mal formação facial, 

anormalidades dentais e pele periumbilical sobressalente. Aproximadamente metade dos 

indivíduos afetados pela síndrome de Axenfeld-Rieger também desenvolvem glaucoma 

(Shields, 1983; Alward, 2000).  

 

 

Figura 11: Características oculares e sistêmicas de um indivíduo com síndrome de 

Axenfeld-Rieger. (A) Fotografia de lâmpada de fenda mostra hipoplasia da íris 

e corectopia associada com aniridia parcial no olho direito. (B) Atrofia da íris 

associada com catarata congênita no olho esquerdo. (C) Anomalia sistêmica: 

pele periumbilical sobressalente. (D) Anormalidades dentárias e lábio inferior 

protundente. (E) Telecanto (retirado de Dandan et al., 2008). 
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A incidência da síndrome de Axenfeld-Rieger é estimada em 1: 200.000 

(Alkemade, 1969). Mutações associadas com a expressão do fenótipo da síndrome de 

Axenfeld-Rieger foram encontradas predominantemente nos genes PITX2 (paired-like 

homeodomain transcription factor 2; 4q25) e FOXC1 (forkhead box C1; 6p25) (Semina et 

al., 1996; Lines et al., 2004; Perveen et al., 2000; Komatireddy et al., 2003; Honkanen et 

al., 2003). Porém a deleção do gene PAX6 foi descrita por Riise e colaboradores (2001). 

Além destes, o gene MAF (v-MAF avian musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene 

homolog; 16q24) e um gene ainda não identificado no cromossomo 13 (13q14) têm sido 

implicados como responsáveis pela síndrome (Lines et al., 2002; Jamieson et al., 2002). 

Uma interação importante que não pode deixar de ser citada é a repressão recíproca 

da transcrição dos genes PAX2 e PAX6 (Azuma et al., 2003). Essa repressão foi observada 

quando uma quantidade crescente das construções repórteres de PAX2 e PAX6 foram 

transfectadas em células P19 de carcinoma embrionário de camundongo. A expressão da 

construção repórter de um dos genes diminuía conforme a dose transfectada do outro fosse 

aumentada, sugerindo a repressão recíproca da expressão gênica (Schwarz et al., 2000; 

Azuma et al., 2003). Mutações no gene PAX2 foram previamente descritas em pacientes 

com hipoplasia do nervo ótico e coloboma, o que sugere que a falha da regulação PAX6-

PAX2 pode afetar a manifestação fenotípica dessas anomalias. Várias etapas são requeridas 

para a formação do nervo ótico, assim os genes PAX2 e PAX6 podem cooperar na formação 

deste e, ocasionalmente compartilhar as funções, como por exemplo, a abertura e 

fechamento da fissura embrionária, sugerindo assim que mutações em cada um dos genes 

podem causar mudanças fenotípicas similares (Azuma et al., 2003). 

Exemplificando essa interação PAX6-PAX2, está descrita na literatura a síndrome 

Morning Glory (MGS), nome dado em analogia à flor de mesmo nome, a qual se trata de 

uma displasia óptica congênita que é caracterizada por um aumento da papila óptica, disco 

óptico em forma de funil e uma pigmentação elevada do anel do tecido peripapilar, descrita 

pela primeira vez em 1970 (Figura 12) (Kindler, 1970). 
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Figura 12: (A) Flor Morning Glory. (B) Olho apresentando o fenótipo de Morning Glory.  

 

Freqüentemente afeta indivíduos do sexo feminino, sendo comumente unilateral. O 

diagnóstico pode se estabelecer pela apresentação de estrabismo, ambliopia, nistagmo ou 

leucocoria. Está freqüentemente associada a anomalias graves do sistema nervoso central e 

também a anomalias endócrinas, renais e respiratórias, como coloboma, defeitos cardíacos, 

crescimento retardado e anomalias auditivas. Em alguns casos pode-se, também, observar 

hipertelorismo ou fenda de palato. Há o aumento do risco de descolamento de retina. A 

síndrome Morning Glory pode, ainda, estar associada com encefalocele basal e 

hipopituitarismo. A encefalocele basal é uma mal formação oculta e esporádica, descrita em 

67,7% dos casos de Morning Glory, geralmente associada com defeitos da linha média, tal 

como fenda palatal e agenesia do corpo caloso, anomalias do disco óptico e cerebrais e 

distúrbios hormonais (Minotto et al., 2007).  Mutações no gene PAX6 foram identificadas 

em famílias com síndrome de Morning Glory. Uma substituição C/T foi identificada no 

gene de um paciente com MGS, resultando na alteração P68S (Azuma et al., 2003). Um 

estudo verificou que o gene PAX6 com a alteração P68S em homozigose, não reprimiu o 

promotor do PAX2, ao contrário do PAX6 normal (wild-type). Falhas na repressão PAX6-

PAX2 podem sugerir a manifestação dessa anomalia (Azuma et al., 2003), uma vez que 

PAX2 controla o padrão de expressão de genes incluindo outros membros da família PAX 

(Benetti et al., 2007). 

Mutações no gene PAX6 têm sido descritas em um número crescente de pacientes 

com fenótipos variados de aniridia e em um caso de Anomalia de Peters. São 408 registros 
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de alterações do gene PAX6 humano que foram coletadas e colocadas em um banco de 

dados interativo (http://pax6.hgu.mrc.ac.uk/), para análise das mutações (Brown et al.,1998; 

Tzoulaki et al., 2005). A maioria dessas mutações resulta em término prematuro da 

tradução em um dos alelos, sugerindo que a haploinsuficiência do gene pode causar o 

fenótipo de aniridia (Fisher e Scambler, 1994; Martha et al., 1994). Desses 408 registros, 

307 se referem a mutações únicas, dentre essas 267 são mutações na região codificante do 

gene, estando associadas a malformações congênitas do olho e divididas em seis categorias: 

mutações nonsense, mutações de splicing, deleções ou inserções de mudança de frame, 

deleções e inserções em frame, mutações missense e mutações run-on (Tzoulaki et al., 

2005), sendo 45,0% destas mutações no paired domain, 11,7% no homeodomain, 13,0% na 

região LNK e 17,3% na PST (http://pax6.hgu.mrc.ac.uk). 

Diversos métodos têm sido empregados para detecção de mutações no gene PAX6: 

SSCP (single-strand confor mation polymorphism), análise de heteroduplex (Jordan et al., 

1992), clivagem química, mismatch, PTT (teste de proteína truncada) (Axton et al., 1997) e 

RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction) (Hanson et al., 1994b).  

A técnica denominada Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification 

(Amplificação de Múltiplas Sondas Dependente de Ligação) é um método sensível, 

econômico, rápido e simples, que visa à quantificação relativa, quanto ao número de cópias, 

de mais de 50 sequências de ácidos nucléicos em um único experimento, sendo capaz de 

detectar deleções e duplicações de diversos genes, além de mutações de ponto conhecidas 

(Schouten et al., 2002; Sørensen et al., 2008). 

Em pacientes com aniridia, a técnica de MLPA tem sido empregada para aumentar 

o poder de diagnóstico para esses indivíduos, uma vez que nem todos os casos de aniridia 

podem ser explicados por mutações no gene PAX6, permitindo a busca por micro e macro 

deleções no gene e na região cromossômica onde se localiza (Redeker et al. 2008). 

Apesar de não ser possível a cura de pacientes com doenças ligadas aos defeitos do 

gene PAX6, o estudo molecular do gene PAX6 nesses pacientes torna-se fundamental para o 

aconselhamento genético das famílias. Considerando que a análise desses pacientes no 

Brasil está concentrada em estudos clínicos, o estudo do gene complementará e consolidará 

o diagnóstico. Como o gene pode apresentar vários transcritos, a identificação de variantes 
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nucleotídicas em pacientes com aniridia pode indicar possíveis alterações na produção de 

alguns desses transcritos e auxiliar na elucidação da importância desses transcritos para o 

fenótipo. Além disso, várias alterações vêm sendo descritas como polimorfismos, 

entretanto a maioria não apresenta validação nem estudo de freqüência em populações. Por 

conseguinte a análise de freqüência torna-se fundamental para se determinar se a alteração 

realmente pode ser considerada um polimorfismo sem implicações no fenótipo. 
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O objetivo central do projeto é identificar mutações e/ou polimorfismos no gene 

PAX6 de famílias com indivíduos portadores de aniridia, pacientes portadores da Síndrome 

de Morning Glory e em um grupo controle considerado oftalmologicamente normal 

visando à estimativa da freqüência das variações nucleotídicas na população e/ou a 

detecção de desvio de ligação de alguma variação específica com os quadros clínicos. 

 

Objetivos específicos: 

 

Analisar a sequência do gene PAX6 através de: 

 Desenho de primers específicos para todos os transcritos do gene PAX6; 

 Amplificação por PCR (polymerase chain reaction) e sequenciamento dos exons 

codificantes e não codificantes;  

 Análise da variação do número de cópias gênicas dos pacientes utilizando a técnica de 

MLPA; 

 Estimativa da freqüência de alterações nucleotídicas (SNPs, Single Nucleiotide 

Polymorphisms) previamente descritas e/ou novos polimorfismos nos alelos dos 

pacientes e dos grupos de controles; 

 Estimativa de ligação destas alterações com alelos afetados. 
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Foram incluídas inicialmente duas famílias (Família 1: pai-AN1P, mãe-AN1M, filha 

AN1- AN1X1, filha 2- AN1X2 e filho- AN1Y. Família 2: pai-AN2P, mãe-AN2M e filha-

AN2X) com suspeita de aniridia, porém o diagnóstico clínico posterior da família 2 revelou 

se tratar de casos da Síndrome de Axenfel-Rieger associada a distrofia endotelial de Fuchs; 

e 4 pacientes com a Síndrome de Morning-Glory (MG 1, 2, 3 e 4). Posteriormente, foram 

incluídos uma família (Família 3: pai-AN3P, mãe-AN3M e filho-AN3Y) e um paciente 

esporádico com aniridia (AN4). O grupo controle consistiu de 50 indivíduos considerados 

normais oftalmologicamente, totalizando 100 alelos. 

A Família 1, proveniente do Departamento de Oftalmologia da Universidade Federal 

de Uberalândia (UFU – Brasil), foi encaminhada para a análise molecular do gene PAX6 

por apresentar diagnóstico de aniridia em duas gerações (Mãe e filhos). Os dados clínicos 

desta família estão apresentados no quadro 1. 

A família 2, proveniente da Departamento de Oftamolologia da Faculdade de 

Ciências Médicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ – Brasil), foi 

encaminhada para investigação do gene PAX6, porém o diagnóstico clínico confirmado 

posteriormente nos indivíduos afetados (mãe e filha) foi da Síndrome de Axenfeld-Rieger 

associada a distrofia corneana endotelial (distrofia endotelial de Fuchs). Os demais dados 

clínicos são apresentados no quadro 2. 

 

 

Figura 13. Heredograma das famílias da casuística. Os indivíduos enquadrados em 

vermelho não foram analisados durante a execução do projeto. 
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Quadro 1. Dados clínicos dos membros afetados por aniridia da Família 1. AV: acuidade 

visual; m: metros mm: movimento de mão; pl: percepção de luz; D: diotropia;  

NR: não realizado; OD: olho direito; OE: olho esquerdo. 
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 Idade 
(anos) 

AV Biomicroscopia Gonioscopia 
Pressão 

intraocular 
(mmHg) 

Fundoscopia 

Mãe 56 

OD: 
20/25 

OE: 

20/50 

OD e OE: 
embriotoxo 
posterior, guttata 
com edema 
corneano e dobras 
na membrana 
Descemet 

Impossível 
OD: 12 

OE: 14 

Sem sinais de 
danos do 
nervo óptico 

Filha 27 
OD e 
OE: 
20/20 

OD e OE: nasal e 
temporal 
embriotoxo 
posterior 

Vertente 
Iridocorneal e 
linha de 
Schawalbe 
proeminente 

OD: 15 

OE: 16 

Sem sinais de 
danos do 
nervo óptico 

Quadro 2. Dados clínicos dos membros afetados pela Síndrome de Axenfeld-Rieger da 

Família 2. AV: acuidade visual; OD: olho direito; OE: olho esquerdo. Não foi 

possível a leitura da gonioscopia devido ao edema corneano. 

 

A Família 3, proveniente do Depto. Oftalmologia da Universidade Estadual de 

Campinas (UNICAMP – Brasil) foi encaminhada para a análise molecular do gene PAX6 

por apresentar indivíduos com fenótipo de aniridia. O pai e mãe dessa família são 

oftalmologicamente normais, sem alterações na córnea, íris, fundo de olho e sem catarata. 

No filho da Família 3, por sua vez, foi constatada a aniridia parcial bilateral sendo que ao 

nascimento apresentava-se buftalmo (tamanho do olho aumentado) e com diâmetros da 

córnea de 13 e 13,5 mm no olho direito e no esquerdo, respectivamente, apresentando 

opacidades estromais bilateralmente. A pressão intraocular era de 26 mmHg no olho direito 

e 28 mmHg no olho esquerdo. Aos oito anos de idade realizou uma trabeculectomia 

bilateral controlando a pressão intraocular que passou a ser de 12 mmHg em ambos os 

olhos. Porém, as outras características se mantiveram.  

O indivíduo esporádico com Aniridia, proveniente da Universidade Federal de São 

Paulo (UNIFESP/EPM – Brasil), foi encaminhado para análise molecular após apresentar 

um histórico de aniridia bilateral e catarata congênita aos sete meses e 25 dias de idade. 

Dos pacientes com a síndrome Morning Glory, dois são provenientes da Universidade 

Federal de São Paulo (UNIFESP/EPM – Brasil) (MG1 e MG3) e um proveniente da 

Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP – Brasil) (MG2), foram encaminhados à 
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clínica de endocrinologia pediátrica devido à baixa estatura. Os exames oftalmológicos e 

retinografia mostraram anormalidades típicas de MGS, compreendendo um disco óptico 

com uma coanóide aumentada e aspecto de taça, com uma pigmentação rosa e uma massa 

central branca, o que esconde o caminho dos vasos ao interior do disco. 

Todos os pacientes nasceram a termo após o período de gestação. Os pacientes MG1 

e MG3 tinham histórico médico sem registros de eventos anteriores, mas o paciente MG2 

apresentou falha de crescimento e retardo no desenvolvimento psicomotor, começando no 

primeiro ano de vida. O paciente MG2 ainda mostrou uma disfunção ocular progressiva e 

perdeu a visão no olho direito. Nenhum dos familiares apresentou histórico de distúrbios 

hormonais ou anomalias congênitas. Os demais dados clínicos estão apresentados no 

quadro 3. 

O paciente MG4 proveniente da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP – 

Brasil) foi encaminhado pela primeira vez aos 32 anos com hipogonadismo 

hipogonadotrófico e hipotireoidismo central. Este paciente apresentou glaucoma aos três 

anos de idade e nefrite aos nove anos. A hipótese diagnóstica foi de Síndrome de Morning-

Glory. 

 

 MG1 MG2 MG3 

Idade (anos) 8 8 12,2 

Acuidade Visual 20/400 15/400 20/400 

Estrabismo + + - 

Hipertelorismo 

ocular 
- + - 

Microftalmia - - + 

Quadro 3: Dados clínicos dos pacientes com a síndrome Morning Glory.
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4.1- Obtenção das amostras de DNA 

Foram utilizadas amostras de DNA genômico extraídas a partir de sangue total 

periférico dos pacientes e de seus familiares. Foram colhidos de 10 a 20 mL de sangue 

periférico em tubos cônicos, contendo 10% do anti-coagulante etilenediaminotetracetato 

dissódico 2H20 (EDTA) 0,5 M pH 8,0. 

 

4.2- Extração de DNA genômico a partir de sangue total periférico 

Para a extração de DNA foi empregado o método de lise com Proteinase K 

(Boehringer Mannhein, Germany) padronizada no laboratório de Genética Molecular 

Humana - CBMEG: 

- Para lise das hemácias foi adicionada solução A ao sangue coletado até completar o 

volume de 50 mL (adiciona-se de 30 a 40 mL da solução A), permanecendo o 

homogeneizado em gelo por 30 minutos; 

- Centrifugou-se a 2.000 rpm por 15 minutos a 4°C; 

- O sobrenadante foi descartado e o precipitado (pellet) ressuspendido em 35 mL de solução 

A. Esta operação foi repetida até o pellet ficar livre de hemácias lisadas; 

- O pellet então foi ressuspendido em solução B diluída 1x; 

- Acrescentou-se 250 μL de solução C recém-preparada, contendo proteinase K; 

- O pellet com as soluções foi incubado a 37°C por aproximadamente  

18 horas; 

- Para extração de DNA dos leucócitos foram adicionados 1,25 mL de TE 1x (Tris-HCl 10 

mM pH 8,0; EDTA 1 mM pH 8,0) e igual volume de fenol saturado com Tris-HCl 10 mM 

pH 8,0; 

- Homogeneizou-se a mistura por inversão lenta do tubo durante 5 minutos; 

- Para separação e recuperação da fase aquosa (superior) o tubo foi centrifugado a 2.500 

rpm por 15 minutos à temperatura ambiente; 

- Acrescentou-se à fase aquosa igual volume de fenol saturado com Tris-HCl 10 mM  

pH 8,0, após leve agitação por 5 minutos, foi novamente centrifugado; 

- O procedimento foi repetido com solução fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1, 

v:v:v) e por último com clorofórmio:álcool isoamílico (24:1, v:v). 
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- Para precipitação do DNA, acrescentou-se 0,1 volume de acetato de sódio 3 M pH 5,5 e 

2,5 volumes de etanol absoluto gelado. 

- O DNA precipitado foi então recuperado com auxílio de uma haste plástica esterilizada e 

lavado com etanol 70%, para retirada do excesso de sal, antes de ser ressuspendido em  

TE 1x (200 a 500 μL). 

A concentração de DNA foi obtida através de leitura de absorbância óptica a 260 

ηm em espectrofotômetro e a integridade do DNA foi verificada por eletroforese em gel de 

agarose 0,8% em TBE (Tris, ácido bórico e EDTA 0,2 M pH 8,0). 

 

Solução A Solução B Solução C 

MgCl2 – 5 mM Na2EDTA – 20 mM Solução B – 0,5x 

Sacarose – 0,32 M NaCl – 20 mM SDS – 5% 

Tris-HCl pH 8,0 – 10 mM Tris-HCl pH 8,0 – 20 mM Proteinase K – 1 mg/ml 

Triton X100 – 1%   

Quadro 4. Composição das soluções utilizadas durante a extração de DNA genômico a 

partir de sangue total (item dos Métodos). 

 

4.3- Quantificação do DNA genômico extraído 

A quantificação do DNA extraído foi obtida por leitura de absorbância óptica a  

260 ηm em espectrofotômetro DU-65 Spectrophotometer (Beckman, Estados Unidos). 

Água destilada foi utilizada como amostra referência (branco) para calibrar o aparelho, 10 

μL da amostra de DNA foi diluída em 490 μL de água destilada (fator de diluição = 50), 

para análise. 

A concentração das amostras foi obtida por: 

[DNA (μg/ mL)] = 50 x Absorbância 260 x fator de diluição 
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4.4- Verificação da integridade do DNA genômico extraído 

A integridade do DNA genômico extraído foi verificada por meio da realização de 

eletroforese em gel de agarose 0,8% em TBE 1x, preparado segundo protocolo descrito por 

Sambrook et al. (1989). 

As amostras foram aplicadas no gel juntamente com tampão de corrida (0,25% de 

azul de bromofenol; 50% glicose) na razão de 6:1. As condições de eletroforese variaram 

entre 90 a 110 V. Os marcadores de peso molecular utilizados foram DNA ladder de 1 Kb, 

1 Kb plus ou 100 pb (Invitrogen Corporation, Estados Unidos), em concentração de  

0,15 μg/μL. O gel foi imerso em solução diluída de brometo de etídio (0,5 μL/mL de água 

destilada) durante 15 minutos, sendo visualizado em transluminador de luz ultravioleta e 

fotografado utilizando uma câmera digital acoplada a um computador (Kodak 

Electrophoresis Documentation and Analysis System-EDAS, Kodak Digital Science, 

Estados Unidos). 

 

4.5- Amplificação de fragmentos de DNA por reação de polimerase em cadeia - PCR 

As reações de polimerização em cadeia (PCR) foram realizadas para amplificação 

de todos os fragmentos do gene para o posterior seqüenciamento. A reação básica utilizada 

está detalhada no Quadro 5. 
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Reagentes [ ] final Ciclo geral 

DNA genômico 1,0 – 2,0 μg 94°C – 5 minutos 

Tampão Invitrogen (10x) 1x 30 ciclos de: 

94°C – 1 minuto 

Tmédia do par de primers – 1 minuto 

72°C - 2 minutos 

MgCL2 50 mM (Invitrogen) 1,5 mM 

dNTP 2 mM (Invitrogen) 0,1 mM 

Primer direto 20 pmoles 

Primer reverso 20 pmoles 72°C - 10 minutos 

Enzima Taq DNA polymerase 

recombinant (5 U/μl, Invitrogen) 2,0 U  

H2O deionizada q.s.p. 50 μl  

Quadro 5. Reagentes utilizados para reação de PCR com enzima recombinant Taq DNA 

polymerase (Invitrogen Corporation, Estados Unidos), e ciclo utilizado para 

amplificação. 

 

4.6- Amplificação do gene PAX6 

 

Neste trabalho foram utilizados os primers mostrados no quadro 6 para a 

amplificação de todos os 14 exons e junções exon-intron do gene PAX6. O intron 4 do gene 

PAX6 foi dividido em 5 fragmentos de amplificação devido a sua longa extensão. Os exons 

6 e 7 e os exons 11 e 12 foram reunidos, respectivamente, em dois fragmentos de 

amplificação devido às suas pequenas extensões. 

Os ciclos utilizados para as PCRs dependeram do fragmento a ser amplificado e dos 

pares de primers utilizados (tempo de extensão e a ligação dos primers ao fragmento 

variaram com base na temperatura média de melting cada par de primers). 
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Primer Sequência do primer (5’→3’) 

Tm2 

(°C) Localização 

Tamanho 

Fragmento 

P0s1 ACTCTAGCCGCCATGACGTC 61,5 

Início promotor 

P0 

451 pb3 P0as1 GCACACTCGGCAAAGACAAG 60,5 Fim promotor P0 

P1s GCTGTCCTGGAGTTGGCAAG 61,8 

Início promotor 

P1 

423 pb P1as TCAAACCCACTAATCACTCCG 59,3 Fim promotor P1 

Ex1s TCATATTCAAACAAACGGACC 57,1 Início do exon 1 

368 pb Ex1as AAGAGTGTGGGTGAGGGAAGT 59,1 Final do exon 1 

Ex2s TTATCTCTCACTCTCCAGCCG 58,7 Início do exon 2 

306 pb Ex2as GGAGACCTGTCTGAATATTGC 55,4 Final do exon 2 

Ex3s TGTGGGTGTAATGCTGGGACT 61,6 Início do exon 3 

407 pb Ex3as GAATATCCCCAATCTGTTTCCC 61,5 Final do exon 3 

Ex4s TTGGGAGTTCAGGCCTACCT 60,4 Início do exon 4 

323 pb Ex4as CCAGTATCGAGAAGAGCCAAG 58,6 Final do exon 4 

Ex5.1s TCAAACTTGACGTGCAGCTAG 58,3 Intron 4 391 pb 

Ex5.1as ATAGTGTTCCCCATCCCTCCT 60,9 Intron 4  

Ex5.2s CTAAGGTTGGACCACAGGGAT 59,9 Intron 4 415 pb 

Ex5.2as TCCAGAAATGTTTCCATCACC 58,8 Intron 4  

Ex5.3s ACATACTGGCTGCTCTGGTTG 59,3 Intron 4 358 pb 

Ex5.3as CTACAGCCATAACCCCAGCAG 61,6 Intron 4  

Ex5.4s TGGCTGCAGTGTTTATGAAGA 58,4 Intron 4 450 pb 

Ex5.4as CACCACCGAGCTGATTCACTC 61,6 Intron 4  

Ex5s TCTTCTTCCTCTTCACTCTGC 55,2 Início do exon 5 391 pb 

Ex5as TGAAAGAGATAGGGAAGGATG 55,5 Final do exon 5  

Ex6s ATTTATCTACTTCGTTTTGATGC 56,0 Início do exon 6 

632 pb Ex7as AGAGGGTGGGAGGAGGTAAAG 61,0 Final do exon 7 

Ex8s AGCTGAGATGGGTGACTGTGT 57,8 Início do exon 8 280 pb 
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Ex8as AAGGGATGCACATATGGAGAG 58,3 Final do exon 8 

Ex9s GGGAATGTTTTGGTGAGGCT 60,6 Início do exon 9 

697 pb Ex9as ACCTCCAACCAATTCCCTTTA 60,1 Final do exon 9 

Ex10s GGAACCAGTTTGATGCACAGT 58,8 Início do exon 10 

301 pb Ex10as GCAGCAGAGCATTTAGCAGAC 59,7 Final do exon 10 

Ex11s GTCTGCTAAATGCTCTGCTGC 59,7 Início do exon 11 

578 pb Ex12as AGCTCTCAAGGGTGCAGACAC 60,6 Final do exon 12 

Ex13s TGGCTGTGTGATGTGTTCCTC 59,9 Início do exon 13 

462 pb Ex13as AGAAAACTTGCAGTCTCAGGC 58,2 Final do exon 13 

Ex14s CCATGTCTGTTTCTCAAAGGGA 61,0 Início do exon 14 

294 pb Ex14as CCCCAGTGGTACAATACAGGA 59,0 Final do exon 14 

Quadro 6. Seqüência e localização dos primers utilizados para seleção do gene PAX6. 1s = 

sense ou direto; as = antisense ou reverso. 2Tm = temperatura de melting do 

primer, 3pb = pares de bases. 

 

4.7- Reação de seqüenciamento 

Os produtos das PCRs do gene PAX6, foram purificados utilizando o Kit Wizard SV 

Gel and PCR Clean-UP System (Promega Corporation, Estados Unidos). Após a 

purificação as amostras foram quantificadas usando o marcador de peso molecular Low 

mass DNA ladder (Gibco®Invitrogen Corporation, Estados Unidos) para serem 

seqüenciadas. 

Os fragmentos do gene PAX6 que foram gerados a partir da amplificação por PCR 

foram seqüenciados utilizando os primers mostrados no quadro 6. 

As reações de seqüenciamento foram realizadas utilizando o kit ABI PRISM Big Dye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystem-Applera Corporation, Estados 

Unidos), conforme descrito a seguir: 
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DNA (produto de PCR purificado)............................... 40 - 80 ng 

Tampão Big Dye 5x (fornecido pelo fabricante).................... 2 μl 

Big Dye (fornecido pelo fabricante)...................................... .2 μl 

Primer direto ou reverso (5 mM/μl)....................................... 1 μl 

H2O ultra-pura............................................................ q.s.p. 10 μl 

 

Ciclo geral da reação de seqüenciamento: 

96 °C – 1 minuto 

30 ciclos: { 96 °C – 10 segundos 

57 °C – 5 segundos 

60°C – 4 minutos } 

 

Após a reação de seqüenciamento as amostras foram precipitadas com 80 μl de 

etanol 80% gelado e incubadas à temperatura ambiente por 15 minutos. Foi realizada, 

então, uma centrifugação de 45 minutos a 3.700 rpm, após a qual o sobrenadante foi 

descartado, sendo adicionado 150 μl de etanol 70% gelado. Uma nova centrifugação foi 

realizada com as amostras, desta vez por 10 minutos a 3.700 rpm. Para finalizar, o 

sobrenadante foi descartado e as amostras armazenadas a -20ºC. O produto da reação de 

seqüenciamento purificado foi ressuspendido em 10 μl de Hi-Di Formamide (Applied 

Biosystem-Applera Corporation, Estados Unidos), sendo em seguida vigorosamente 

agitado e posteriormente desnaturado a 94ºC por 5 minutos. As seqüências dos fragmentos 

amplificados foram obtidas em um seqüenciador automático ABI PRISM 3700 DNA 

Analyzer ou ABI PRISM 310 DNA Analyzer (Applied Biosystem-Applera Corporation, 

Estados Unidos). 

As seqüências obtidas foram analisadas e comparadas com as seqüências normais 

dos genes com o auxílio dos programas Chromas Lite® 

(http://www.technelysium.com.au/chromas_lite.html, versão reduzida de livre acesso) para 

visualização do eletroferograma e Gene Runner® v3.01 (http://www.generunner.net/, 

software livre) ou CLC Viewer 6.1 (CLC bio A/S, software livre) para comparação das 

http://www.generunner.net/
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seqüências obtidas com a seqüência padrão do gene PAX6 (Ensembl, no. 

ENSG00000007372).  

 

4.8- Reação de Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification – MLPA 

A técnica denominada Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification 

(Amplificação de Múltiplas Sondas Dependente de Ligação) é um método sensível, 

econômico, rápido e simples, que visa a quantificação relativa, quanto ao número de cópias, 

de mais de 50 seqüências de ácidos nucléicos em um único experimento, sendo capaz de 

detectar deleções e duplicações de diversos genes, além de mutações de ponto conhecidas 

(Schouten et al., 2002; Sørensen et al.,2008). 

Descrita por Schouten e coloboradores em 2002 e posteriormente comercializada 

pela empresa MRC Holland (143), a técnica de MLPA se baseia em um princípio simples, 

em que a amostra de DNA genômico é hibridizada a uma mistura de sondas, com 

amplificação posterior dos produtos de ligação por PCR, utilizando um par universal de 

primers. Os fragmentos finais são separados e lidos em aparelho de eletroforese capilar, 

sendo possível a quantificação relativa de cópias gênicas (Schouten et al., 2002). 

O método de MLPA é constituído por quatro fases: Desnaturação, Hibridização, 

Ligação e Amplificação. Nas duas primeiras fases, o DNA genômico é desnaturado a uma 

determinada temperatura e hibridizado a uma mistura de sondas (cada uma específica para 

a região a ser estudada). Cada sonda é formada por dois oligonucleotídeos, constituídos da 

seguinte maneira: 

Oligonucleotídeo A: possui um tamanho variável de 50-60 pb e contém um marcador 

fluorescente (para reconhecimento), seguido de uma sequência homóloga ao primer 

universal X (correspondendo à região pela qual esses primers universais serão anelados, 

posteriormente), além da seqüência de hibridização homóloga ao DNA-alvo. 

Oligonucleotídeo B: possui um tamanho variável entre 60-450 pb e contém uma seqüência 

homóloga ao primer universal Y, seguido de uma seqüência-coringa (com extensão 

diferente para cada sonda, o que definirá o tamanho a partir  do qual o fragmento final 

poderá ser diferenciado dos demais) e uma seqüência de hibridização homóloga ao DNA-

alvo. 



MÉTODOS   54 
 

Esses oligonucleotídeos, quando submetidos à temperatura de anelamento, 

hibridizam-se a sequências complementares ao DNA-alvo e, a seguir, em temperatura 

ambiente, são unidos por uma enzima ligase dependente de temperatura (Fase de Ligação), 

formando um fragmento único. 

Dessa forma, como resultados da reação de ligação são obtidos fragmentos únicos, 

com a seguinte disposição: fluoróforo – região de ligação ao primer universal – seqüência 

complementar ao DNA alvo – seqüência-coringa – região de ligação ao primer universal 

(Schouten et al., 2002). 

Após a ligação, inicia-se a fase de amplificação, na qual os fragmentos formados 

pelas duas sondas, agora unidas, são amplificados por PCR, utilizando-se primers 

universais que se anelam às seqüências não-homólogas situadas nas duas extremidades dos 

produtos de ligação (Schouten et al., 2002). 

Em seguida, tais produtos são separados em aparelho de eletroforese capilar e 

podem ser analisados em relação aos controles sem alteração, a partir de programa 

específico de genotipagem. Dados de área ou altura de pico de cada produto de 

amplificação podem ser utilizados na normalização, e refletem o número relativo de cópias 

de cada seqüência-alvo, permitindo, por exemplo, que o número de cópias localizadas nas 

extremidades cromossômicas que sofreram deleção ou duplicação seja identificado 

(Schouten et al., 2002). 

 

4.8.1- Amostra inicial 

Inicialmente, para a padronização da técnica de MLPA, foram utilizadas amostras 

de DNAs de controles clinicamente sem alterações oftalmológicas e de controles do 

Laboratório de Genética Humana – CBMEG. 

 

4.8.2- Técnica de MLPA 

O kit utilizado para a realização deste experimento foi o SALSA MLPA P219-B1, 

composto por 43 sondas que geraram fragmentos de 130 pb a 463 pb,  divididas em sete 

sondas de referência, 33 sondas para o braço curto do cromossomo 11, dessas, 13 
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específicas para o gene PAX6 e, três sondas para o gene SOX2, localizado no cromossomo 

3 (MRC-Holland, Amsterdã, Holanda; http://www.mrc-holland.com). 

O protocolo utilizado encontra-se em conformidade ao descrito por Schouten et al., 

(2002) com modificações mínimas. 

 

4.8.3- Desnaturação do DNA genômico e hibridização com sondas SALSA MLPA 

O DNA genômico foi diluído com TE 1X para que atingisse a concentração final de 

400 ng em 5 L. Os DNAs diluídos foram aquecidos a 98°C e resfriados a 25°C, em 

seguida foi adicionada a mistura de 1,5 µl SALSA Probe-mix e 1,5 µl de MLPA buffer em 

cada tubo. Em seguida as amostras foram misturadas cuidadosamente e incubadas a 95°C 

por um minuto e 16 horas a 60°C no termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient 

(Eppendorf North America Inc) (Figura 13, ítem A e B). 

 

4.8.4- Reação de Ligação  

 A temperatura do termociclador foi reduzida a 54°C, quando 32 µl de Mix Ligase-

65 foram acrescentados a cada amostra, com posterior ressuspensão da mistura. Para a 

obtenção do Mix Ligase foram misturados 3 µl de Ligase-65 buffer A, 3 µl Ligase-65 buffer 

B, 25 µl de H2O e 1 µl Ligase-65. 

 Em seguida, as amostras permaneceram incubadas a uma temperatura de 54°C por 

15 minutos e a 98°C por 5 minutos. 

 

4.8.5- Reações da PCR Multiplex  

 Foram adicionados 4 µL 10X SALSA PCR buffer, 26 µl de H2O, 10 µl da reação de 

ligação de MLPA a novos tubos (para cada amostra), que ficaram mantidos em 

termociclador a 60°C.  

 Em seguida, 10 µl de Mix Polymerase foram acrescentados a cada tubo, para assim 

iniciar a reação de PCR, segundo o protocolo de 30 segundos-95°C; 30 segundos-60°C; 60 

http://www.mrc-holland.com/
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segundos-72°C, por 35 ciclos. Por fim, as amostras foram incubadas a 72°C, durante 20 

minutos.  

Para o Mix Polymerase foram necessários 2 µl de SALSA PCR-primers, 2 µl SALSA 

Enzyme Dilution buffer, 5,5 µl de H2O e 0,5 µl de SALSA Polymerase. 

 

 

Figura 14: A) Oligonucleotideos sintéticos que compõem o kit P219-B1 e DNA genômico; 

B) Hibridização adjacente dos pares de sondas de MLPA nas seqüências alvo; 

C) Reação de Ligação onde ocorre a união das sondas adjacentes com a enzima 

ligase; D) Reação de PCR Multiplex amplificação com primers universais 

gerando 33 fragmentos de tamanhos diferentes, somente o primer direto é 

marcado com o corante FAM; E) Separação por eletroforese Capilar dos 

fragmentos amplificados. 
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4.8.6- Separação dos produtos amplificados por eletroforese capilar 

 Os produtos de PCR foram identificados por meio do equipamento ABI-Prism 310 

Genetic Analyser (Applied, Biosystems), com filtros de fluorescência específicos, seguindo 

o protocolo desenvolvido por MRC Holland b. v2; 1-6-2007: Salsa 6-FAM PCR primer-

dNTP mix. 

Posteriormente à reação de PCR foram misturados às amostras 0,75 µl da reação de 

PCR, 0,75 µL de água, 0,5 µL de 500 ROX, 13,5 µl Formamida Hi-Di, em seguida, 

desnaturados a 95°C por 5 minutos e resfriados em gelo. A leitura foi realizada no 

equipamento de eletroforese capilar ABI-Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems 

– Applera Corporation, Estados Unidos) com as seguintes configurações:  

 Padrão Interno: conjunto de filtros D - 500ROX* (ABI nr. 401734)  

 Comprimento do capilar: 47 cm (ABI nr. 402839);  

 Polímero: POP-4  

 Tempo de eletroforese: 30 min;  

 Voltagem de eletroforese: 15 kV;  

 Temperatura de eletroforese: 60°C;  

 Volume de preenchimento do capilar: 184 vezes;  

 Voltagem de pré-eletroforese: 15 kV;  

 Tempo de pré-eletroforese: 180 s;  

 Voltagem de injeção: 3.0 kV;  

 Tempo de injeção: 10-30 s;  

 Tempo de espera: 1 s. 

 

 Os tamanhos dos fragmentos foram visualizados utilizando-se o software GeneScan  

(Applied Biosystems) (Figura 13, ítem E). 

 

4.8.7- Análise dos dados obtidos por MLPA 

 Foi utilizado o software Coffalyser MLPA DAT desenvolvido e recomendado pelo 

fabricante especialmente para a análise de várias amostras. É um software baseado em 
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planilhas do Microsoft Excel que pode ser usado com a versão 2003 ou superior do 

Microsoft Office. Todos os passos para a normalização dos dados estão incluídos além de 

correções para efeitos característicos da maioria das misturas de sondas que é o decréscimo 

na altura/área do pico dependente da sonda. Esse software é constantemente aprimorado e 

pode ser obtido gratuitamente no sitio WEB da empresa. 

Tecnicamente, os dados foram normalizados dividindo-se a área do pico de cada 

sonda pela soma das áreas dos picos de todas as sondas na amostra. Em seguida, esse valor 

normalizado foi dividido pela área do pico da sonda correspondente, obtida a partir do 

DNA controle. Quando da presença de deleções e duplicações em heterozigose, os valores 

teoricamente serão de 0,5 e 1,5, respectivamente, se considerado 1,0 como valor normal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



59 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

V- RESULTADOS



RESULTADOS    60 
 

Inicialmente os pacientes e familiares, quando presentes, tiveram as seqüências do 

DNA genômico correspondentes aos exons e junções exons-introns analisadas por 

seqüenciamento, bem como parte das regiões 5’UTR e 3’UTR, utilizando os primers 

descritos na Quadro 2. O número 1 da numeração genômica aqui utilizada foi a partir da 

posição localizada no nucleotídio 16.351 antes do códon de início da tradução ATG. 

 

5.1- Mutação p.R240X 

O estudo molecular revelou, na família 1, uma heterozigose para a troca nucleotídica 

C>T na posição g.28892 do gene PAX6 no exon 9 (Figura 14). Essa alteração provoca a 

troca do aminoácido 240 de uma arginina (CGA) por um stop códon (TGA) consistindo, 

portanto na mutação nonsense p.R240X.  

Essa mutação foi encontrada no alelo materno e segrega em heterozigose com os 

indivíduos com fenótipo de Aniridia da família 1 (mãe, filha 1, filha 2 e filho). 

 

 

Figura 15: Eletroferograma de parte da seqüência do exon 9 do gene PAX6. É mostrada a 

seqüência obtida da filha 2 da família 1. A seta denota a heterozigose 

g.28892C>T que provoca a mutação p.R240X. 

 

Além da mutação p.R240X, foram identificadas variações nucleotídicas, algumas não 

descritas e outras que já constam no banco de SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) do 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) que é parte do National Institutes 

of Health (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=snp). 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=snp
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5.2- Alterações não descritas na literatura 

 

Na amostra da mãe da família 1 as heterozigoses g.12083A>G e g.18914C>A no exon 

2 e no intron 4 (Figuras 15 e 16), respectivamente, foram observadas. Ambas são alterações 

que não constam dos bancos de seqüências de SNPs nem foram descritas como alterações 

freqüentes no gene PAX6. A troca g.12083A>G no exon 2 não foi encontrada em nenhum 

outro indivíduo da casuística. O seqüenciamento do exon 2 de 40 indivíduos controles, isto 

é, 80 alelos, demonstrou o genótipo A/A em todos, portanto essa variação é bastante rara. 

 

 

Figura 16: Eletroferograma de parte da seqüência do exon 2 do gene PAX6. A seta denota a 

heterozigose g.12083A>G em heterozigose na mãe da família 1 e no pai desta 

família observa-se a homozigose g.12083A.  

 

 

Figura 17: Eletroferograma de parte da seqüência do intron 4 do gene PAX6. A seta denota 

a heterozigose g.18914C>A na mãe da família 1; no pai desta família observou-

se a homozigose g.18914C>C.  
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Além de encontrada na mãe da família 1, a transversão g.18914C>A no intron 4 foi 

observada em heterozigose também no paciente MG3. Essa troca nucleotídica foi 

investigada em 36 indivíduos controle perfazendo 72 alelos e o genótipo observado foi 

sempre C/C, indicando que essa variação, além de não ter sido encontrada em outros 

estudos, não é freqüente no Brasil. 

Outra troca nucleotídica encontrada em heterozigose foi a transversão g.19207C>A 

no intron 4 do gene PAX6 (Figura 17). Foi observada apenas no paciente MG3. Da mesma 

forma que as anteriores, essa alteração não apresenta registros na literatura e também 

nenhum outro genótipo de indivíduos da casuística demonstrou sua presença.  

 

Figura 18: Eletroferograma de parte da seqüência do intron 4 do gene PAX6. É mostrada a 

seqüência obtida do paciente 3 portador da Síndrome Morning Glory (MG3). As 

setas denotam as heterozigoses g.19206T>G (SNP - rs3026368) e g.19207C>A 

(alteração não descrita) respectivamente. 

 

No paciente MG3 foi observada a alteração na posição g.20130T>C do intron 4 do 

gene PAX6 (IVS4-41T>C) (Figura 18). 

 

 

Figura 19: Eletroferograma de parte da seqüência do intron 4 do gene PAX6. É mostrada a 

seqüência obtida do paciente 3 com a Síndrome Morning Glory (MG3). A seta 

denota a alteração não descrita em heterozigose g.20130T>C (IVS4-41T>C). 
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Ainda se tratando de alterações não descritas, no paciente MG3 foi identificada a 

alteração IVS11+33T>A (g.29343T>A) em heterozigose (Figura 19). Na tentativa de 

estimar a freqüência da alteração IVS11+33T>A, foi realizada a triagem no grupo controle, 

sendo que  o total analisado de indivíduos desse grupo foi de 41. Porém essa alteração não 

foi encontrada nesses indivíduos o que sugere ser esta rara na população brasileira.  

 

 

Figura 20: Eletroferograma de parte da seqüência do intron 11 do gene PAX6. É mostrada a 

seqüência obtida do indivíduo MG3. A seta denota a heterozigose g.29343T>A. 

(IVS11+33T>A), alteração ainda não descrita na literatura. 

 

5.3- SNPs descritos na literatura 

 

Variações nucleotídicas descritas e depositadas no banco de SNPs foram também aqui 

identificadas. 

No que se trata de SNPs descritos na literatura foi observada a heterozigose g.5328G>C 

(SNP – rs7936522) no promotor P0 do gene PAX6 (Figura 20). Essa troca nucleotídica foi 

observada no paciente esporádico de Aniridia (AN1). 

 

 

Figura 21: Eletroferograma de parte da seqüência do promotor P0 do gene PAX6. A seta 

denota a heterozigose g.5328G>C (SNP – rs694617) no paciente AN4. 
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Figura 23: Eletroferograma de parte da seqüência do intron 4 do gene PAX6. A seta denota 

a heterozigose g.18992C>A (SNP – rs694617) em heterozigose no pai e na filha 

da família 2. 

 

 

Figura 24: Eletroferograma de parte da seqüência do intron 4 do gene PAX6. A seta denota 

a heterozigose g.19850_19851delG (SNP – rs5790867) em heterozigose no pai 

e na filha da família 2. 

 

Quando o SNP g.18992C>A foi triado em 38 indivíduos controles, foram 

identificados 28 homozigotos C/C e 10 heterozigotos C/A, estimando-se a freqüência de 

87% para o alelo C e 13% para o alelo A. 

Ainda no intron 4 do gene PAX6, outras duas alterações se revelaram em heterozigose 

no paciente MG3, a alteração g.19206T>G e a g.19403A>G (respectivamente, SNP – 

rs3026368 e SNP – rs3026369) (Figuras 17 e 24). 



RESULTADOS    66 
 

 

Figura 25: Eletroferograma de parte da seqüência do intron 4 do gene PAX6. A seta denota 

a heterozigose g.19403A>G (SNP – rs3026369) em heterozigose no paciente 

MG3. 

 

A inserção g.20902_20903insA no intron 5 foi identificada na mãe da família 1. 

Nesta posição há descrito um SNP de troca A>T (SNP - rs11031479) e nos 10 Ts que o 

antecedem há uma variação descrita como g.20892_20893insA (SNP - rs35589851). No 

caso aqui descrito, no entanto, fica evidente que a variação é a inserção de um A entre os 

nucleotídeos g.20902_20903, visto que foi melhor registrada no seqüenciamento com o 

primer antisense (figura 25). 

 

 

Figura 26: Eletroferograma de parte da seqüência do intron 5 do gene PAX6. Pelo primer 

sense, a seta preta denota em heterozigose g.20902_20903insA (alteração não 

descrita), porém pelo primer anti-sense a seta azul mostra  em heterozigose a 

alteração g.20892_20893insA (SNP - rs35589851), já a seta vermelha mostra a 

alteração A>T (SNP - rs11031479) na mãe da família 1 de Aniridia. 
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Variações em uma região microssatélite importante que pode estar associada a 

alterações no controle do mecanismo de splicing do gene PAX6 foram identificadas. Essa 

região é composta por um STR (short tandem repeat) que está localizado no intron 9 do 

gene. A variação do número de repetições TG consta no banco de SNPs registrado sob o 

código SNP – rs10525266. Essa região é interrompida pelo dinucleotídeo GG seguida de 

outras sete repetições TG, é também conhecida como (TG)nGG(TG)7, onde n pode variar 

entre 19 e 29 repetições. 

O paciente MG3 apresentou heterozigose de n que foi de 16 e 19 TGs em cada alelo. 

A heterozigose foi observada em todos os indivíduos, porém o paciente MG3 foi o único 

dos analisados que possui uma deleção da região seguinte ao SNP - rs10525266, sendo que 

seu genótipo é (TG)16delGG(TG)7/(TG)19GG(TG)7. 

Os demais resultados com o número de repetições TG do SNP – rs10525266 estão 

demonstrados na tabela 1. 

Essa variação foi analisada em 28 indivíduos do grupo controle e foram encontrados 

alelos variando de 16 a 20 repetições TG. Nenhum dos controles apresentou a deleção 

GG(TG)7 observada no paciente MG3. A freqüência dos genótipos encontrados foi: 

 ((TG)16/17 – GG – (TG)7: 7,14% 

 (TG)17/18 – GG – (TG) 7: 32,14% 

 (TG)18/19 – GG – (TG) 7: 32,14% 

 (TG)19/20 – GG – (TG) 7: 28,57% 

A análise molecular desse gene também revelou variações de genótipos para a 

alteração g.28614A>T (SNP – rs2239789) no intron 9 do PAX6 (Figura 26). Entre os 

pacientes da Síndrome de Morning Glory dois eram homozigotos A/A (MG1 e MG3), um 

heterozigoto A/T (MG2) e um homozigoto T/T (MG4). No grupo de pacientes com 

Aniridia o genótipo predominante foi A/A, com exceção da filha da família 2 e do filho da 

família 3 que apresentaram heterozigose A/T e da mãe da Família 2 que se revelou 

homozigota T/T.  

Foi realizada a triagem do SNP - rs2239789 em 27 indivíduos do grupo controle e foi 

encontrada uma freqüência alélica de 48,2% de A e 51,8% de T. Essa freqüência mostrou-
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se similar à encontrada na literatura onde a freqüência dos alelos A e T são ambas de 50%. 

As freqüências dos genótipos foram: 

 7,40% A/A 

 81,48% A/T  

 11,12% T/T 

 

Figura 27: Eletroferograma de parte da seqüência do intron 9 do gene PAX6. A seta denota 

a heterozigose g.28614A>T (SNP - rs2239789). Em homozigose A/A no 

paciente MG1, em heterozigose A/T no paciente MG2 e em homozigose T/T no 

paciente MG4. 

 

No intron 10 do gene PAX6 foi encontrada em heterozigose a troca g.29148C>T 

(SNP-rs667773), esta alteração foi achada no pai e na filha 2 da família 1 (Figura 27). O 

que sugere que esta filha não recebeu o mesmo alelo paterno que os outros dois irmãos 

(filha 1 e filho). 
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Figura 28: Eletroferograma de parte da seqüência do intron 10 do gene PAX6. A seta 

denota a heterozigose g.29148C>T (SNP – rs667773) em heterozigose na filha 2 

e o pai da família 1. 

 

Na triagem de 43 indivíduos controles foram identificados 39 homozigotos C/C, 2 

heterozigotos C/T e dois homozigotos T/T produzindo uma freqüência alélica de 93% do 

alelo C e 3% do alelo T. 

Outro SNP encontrado foi o g.32295T>G (SNP – rs3026393) no intron 13 do gene 

PAX6. Por estar localizado relativamente próximo ao sítio doador de splicing pode também 

ser denominado IVS13+43T>G. A alteração em heterozigose T/G foi identificada na filha 

da Família 2 (Figura 28), no filho da Família 3 e no paciente MG2. Por outro lado a 

homozigose G/G foi observada tanto no paciente MG4 quanto na mãe da família 2. Todos 

os outros indivíduos da casuística foram homozigotos T/T. 

 

 

Figura 29: Eletroferograma de parte da seqüência do intron 13 do gene PAX6. As seta 

denotam a heterozigose g.32295T>G (SNP – rs3026393) no paciente MG2, 

enquanto no paciente MG4 observamos a homozigose G/G. 
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Também foi encontrado o SNP g.33384in-delT (SNP – rs11407950) na região 3’UTR 

do gene PAX6. Esta alteração foi encontrada em heterozigose nos pacientes MG1, MG3, 

MG4, na filha 1 e 2 da Família 1 e em todos indivíduos da Família 2. 

A tabela 1 resume todas as variações encontradas e mostra uma estimativa de suas 

freqüências no Brasil em comparação ao que se encontra descrito para outras populações. 
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Tabela 1 – Genótipos para as variações nucleotídicas e dados de freqüências alélicas. 

¹Numeração baseada no Ensembl - ENSG00000007372 (http://www.ensembl.org/Homo_sapiens) 
²Número do SNP no banco de dados do NCBI-SNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) 
³Média de freqüência do SNP para vários grupos populacionais
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5.4- Análise de MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) 

 

Subseqüentemente à análise dos indivíduos por seqüenciamento, foi realizada a 

genotipagem desses através da técnica de MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe 

Amplification). Foi interessante utilizar esta técnica, porque é útil para a identificação de 

deleções e duplicações. Como em doenças causadas por alterações no gene PAX6 é 

freqüente a identificação de deleções e na maioria dos pacientes da nossa casuística não 

foram identificadas mutações que de imediato justificassem o fenótipo, a investigação de 

possíveis deleções no lócus passou a ter grande relevância, mesmo que a heterozigose de 

vários SNPs não sugerisse a deleção direta do gene PAX6. Para isso foi utilizado o SALSA
®

 

MLPA
®

 Kit P219-B1 (PAX6), composto por 43 sondas, sendo que 33 sondas específicas 

para o cromossomo 11, três localizadas no cromossomo três específicas do gene SOX2 e 

sete sondas de referência. Das 33 sondas no cromossomo 11, 13 são sondas específicas do 

gene PAX6. 

 

5.4.1- Alteração do gene RCN1 

 

Após a normalização dos dados o filho da Família 1 e o filho da Família 3 

apresentaram uma diminuição na sonda do exon 1 do gene RCN1, indicando uma possível 

deleção dessa região. Porém não podemos afirmar que haja mesmo uma deleção na região 

dessa sonda, uma vez que a técnica de MLPA é bem sensível a mutações que podem 

interferir na fase de ligação da sonda ao DNA. As figuras 29 e 30 mostram os resultados 

obtidos com o SALSA
®

 MLPA
®

 Kit P219-B1 (PAX6) para esses dois pacientes. 
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Figura 30: Resultados obtidos com o SALSA
®

 MLPA
®

 Kit P219-B1 (PAX6) para o filho da 

família 1 (AN1Y). Em verde mostramos sondas específicas localizadas no 

cromossomo 11, em azul mostramos sondas específicas para o gene PAX6 e em 

vermelho mostramos sondas para o gene SOX2 no cromossomo 3. A seta 

destaca uma possível deleção do exon 1 do gene RCN1. 

 

 

Figura 31: Resultados obtidos com o SALSA
®

 MLPA
®

 Kit P219-B1 (PAX6) para o filho da 

família 3 (AN3Y). Em verde mostramos sondas específicas localizadas no 

cromossomo 11, em azul mostramos sondas específicas para o gene PAX6 e em 

vermelho mostramos sondas para o gene SOX2 no cromossomo 3. A seta 

destaca uma possível deleção do exon 1 do gene RCN1. 
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5.4.2- Alteração do gene ELP4 

 

Depois de normalizados os dados obtidos pela técnica de MLPA do paciente MG4 

apresentaram uma diminuição na sonda referente ao exon 9 do gene ELP4, indicando uma 

possível deleção dessa região. Porém, assim como nos casos anteriores onde há uma 

alteração no gene RCN1, não podemos afirmar que haja uma deleção na região dessa sonda, 

uma vez que a técnica de MLPA é sensível a mutações que podem interferir na fase de 

ligação da sonda ao DNA. A figura 31 mostra os resultados obtidos com o kit para análise 

de MLPA acima citado para o paciente MG4. 

 

 

Figura 32: Resultados obtidos com o SALSA
®

 MLPA
®

 Kit P219-B1 (PAX6) para o paciente 

4 MG4. Em verde mostramos sondas específicas localizadas no cromossomo 11, 

em azul mostramos sondas específicas para o gene PAX6 e em vermelho 

mostramos sondas para o gene SOX2 no cromossomo 3. A seta destaca uma 

possível deleção do exon 9 do gene ELP4. 

 

Os demais indivíduos analisados (AN4, MG1 e MG3) por esta técnica não 

apresentaram alterações que pudessem indicar possíveis deleções ou duplicações das 

regiões analisadas pelo SALSA
®

 MLPA
®

 Kit P219-B1 (PAX6) (Figuras 32, 33 e 34). 
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Figura 33: Resultados obtidos com o SALSA
®

 MLPA
®

 Kit P219-B1 (PAX6) para o paciente 

esporádico com Aniridia (AN4). Em verde mostramos sondas específicas 

localizadas no cromossomo 11, em azul mostramos sondas específicas para o 

gene PAX6 e em vermelho mostramos sondas para o gene SOX2 no 

cromossomo 3. Não observamos nenhuma alteração utilizando a técnica de 

MLPA neste paciente. 

 

 

Figura 34: Resultados obtidos com o SALSA
®

 MLPA
®

 Kit P219-B1 (PAX6) para o paciente 

MG1. Em verde mostramos sondas específicas localizadas no cromossomo 11, 

em azul mostramos sondas específicas para o gene PAX6 e em vermelho 

mostramos sondas para o gene SOX2 no cromossomo 3. Não observamos 

nenhuma alteração utilizando essa técnica neste paciente. 
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Figura 35: Resultados obtidos com o SALSA
®

 MLPA
®

 Kit P219-B1 (PAX6) para o paciente 

MG3. Em verde mostramos sondas específicas localizadas no cromossomo 11, 

em azul mostramos sondas específicas para o gene PAX6 e em vermelho 

mostramos sondas para o gene SOX2 no cromossomo 3. Não observamos 

nenhuma alteração utilizando essa técnica neste paciente. 
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6.1- Mutação p.R240X 

 

Nesse estudo, uma mutação que leva a um stop códon foi identificada na Família 1 

dos indivíduos com aniridia. A transição g.28892C>T é uma das mutações nonsense mais 

freqüentes associadas ao fenótipo de aniridia (Neethirajan et al., 2006); sendo que mutações 

nonsense e mutações que levam a mudança no quadro de leitura são as categorias mais 

comuns de mutações conhecidas no gene PAX6 (Tzoulaki et al., 2005). 

A mutação p.R240X está localizada no homeodomain (incluindo os códons 210-269), 

que é uma região do PAX6 altamente conservada em diferentes espécies (Figura 35). 

 

Figura 36: Alinhamento da seqüência de aminoácidos da proteína PAX6 humana com 

outras espécies (A) e o alinhamento com mamíferos (B). As seqüências Uniprot 

são: P26367 Homo sapiens; P47237 Gallus gallus; Q91886 Xenopus laevis; 

O73917 Oryzias latipes; O61992 Branchiostoma floridae; O18381 Drosophila 

melanogaster; Q58IJ3 Ovis aries; P63015 Mus musculus; P63016 Rattus 

novergicus; Q1LZF1 Bos taurus; A4UHF5 Canis familiaris. O aminoácido 

afetado pela mutação R240X está mostrado em negrito (R) e indicado pela 

seta. 
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Além disso, a mutação p.R240X interrompe a proteína PAX6 logo depois da primeira 

-hélice do homeodomain (Glaser et al., 1992). Esse stop códon prematuro leva à perda de 

16 aminoácidos no HD e de toda a região PST. Entretanto a perda dessa região causa uma 

alteração grave na formação do transcrito. A região PST é rica em aminoácidos prolina, 

serina e treonina e por isso recebe esse nome, e tem uma função importante como fator 

trancricional (Glaser et al., 1992). 

Além disso, as conseqüências funcionais da produção de um mRNA com um stop 

códon prematuro pode ativar um mecanismo de degradação in vivo como o nonsense-

mediated mRNA decay no citoplasma (Vincent et al., 2003; Yuan et al., 2007). 

 A alteração p.R240X foi descrita pela primeira vez na população Americana (Glaser 

et al., 1992). Nosso trabalho encontrou essa mutação segregando em 4 indivíduos com 

fenótipo de aniridia da Família 1. Sugere-se que a ocorrência dessa mutação se deve a uma 

região de alta susceptibilidade CpG que causaria a transição C>T. Além disso, essa 

hipótese pode ser confirmada ao se observar a mutação p.R240X em diferentes grupos 

étnicos, incluindo americanos, europeus, japoneses, chineses e indianos e totalizando 12% 

de todas as mutações do PAX6 reportadas (Glaser et al., 1992; Hanson et al., 1993; Kondo-

Saitoh et al., 2000; Song et al., 2005; Neethirajan et al., 2003 and Neethirajan et al., 2006). 

 A mutação p.R240X já foi descrita tanto em casos familiares quanto em casos 

esporádicos de aniridia, sendo descrita em uma família da Índia com aniridia bilateral 

(Neethirajan et al., 2006) e também em um caso esporádico de aniridia proveniente da 

mesma população (Neethirajan et al., 2003). 

 A maioria dos pacientes portando a mutação p.R240X compartilha algumas 

características clínicas como aniridia bilateral, nistagmo, opacificação corneana, catarata e 

ausência de glaucoma. Hipoplasia da fóvea não é um achado comum nesses indivíduos. 

 Desse modo a mutação p.R240X no gene PAX6 que já foi descrita previamente em 

diferentes grupos étnicos, foi pela a primeira vez encontrada em pacientes brasileiros 

(Robinson et al., 2008; Redeker et al., 2008), neste que é o primeiro trabalho de avaliação 

do gene PAX6 em pacientes com aniridia no Brasil. A avaliação oftalmológica dessa 

família mostrou fenótipos similares aos descritos em outras populações incluindo nistagmo, 

opacificação corneana e catarata, sem a presença de glaucoma ou hipoplasia macular. 
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6.2- Alterações não descritas 

 

6.2.1- Alteração g.12083A>G e g.18914C>A 

Foram identificadas durante a análise por seqüenciamento do gene PAX6 as alterações 

g.12083A>G e g.18914C>A no exon 2 e no intron 4 respectivamente, ambas são alterações 

não descritas. Essas alterações foram encontradas em heterozigose na mãe da Família 1. 

Nenhum dos filhos dessa família possui essas alterações indicando assim que todos 

receberam o mesmo alelo materno, alelo ligado à mutação p.R240X. 

A troca g.12083A>G no exon 2 não foi encontrada em nenhum outro indivíduo da 

casuística. O seqüenciamento do exon 2 de 40 indivíduos controles, isto é, 80 alelos, 

demonstrou o genótipo A/A em todos, portanto esta variação é bastante rara na população 

brasileira. 

A alteração não descrita g.18914C>A do intron 4 também foi encontrada em 

heterozigose no paciente MG3.  

Essa troca nucleotídica foi investigada em 36 indivíduos controle perfazendo 72 

alelos e o genótipo observado foi sempre C/C, indicando que essa variação, além de não ter 

sido encontrada em outros estudos, não é freqüente no Brasil. 

Estudos adicionais podem nos esclarecer possíveis correlações dessas alterações com 

o fenótipo desses indivíduos. 

 

6.2.2- Alteração g.19207C>A e g.20130T>C 

Foi encontrada a alteração g.19207C>A no intron 4 do gene PAX6. Essa alteração se 

trata de outra alteração não descrita descoberta durante a realização desse estudo. Encontra-

se uma base depois do SNP - rs3026368. Essa alteração em heterozigose está presente no 

paciente MG3 e nenhum outro indivíduo da nossa casuística apresentou a variante A. 

O mesmo paciente MG3 apresentou também a alteração inédita g.20130T>C no 

intron 4 do gene PAX6. Essa alteração, também denominada IVS4-41T>C, poderia 

interferir no processo de splicing já que se encontra próxima a região de reconhecimento do 

spliceossoma. Mutações que afetam o mecanismo de splicing foram demonstradas como 
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sendo responsáveis por uma parte das alterações no gene que causam alguma patologia 

(Teraoka et al., 1999; Ars et al., 2000), porém estimativas mais recentes sugerem que essas 

alterações possam representar a causa mais freqüente de doenças hereditárias (Lopez-Bigas 

et al., 2005). 

 Nenhum outro indivíduo apresentou essa alteração na nossa casuística, demonstrando 

assim, se tratar de duas alterações raras. 

 

6.2.3- Alteração g.20902_20903insA 

A inserção g.20902_20903insA no intron 5 foi identificada na mãe da Família 1. 

Nesta posição há descrito um SNP de troca A>T (SNP - rs11031479) e nos 10 Ts que o 

antecedem há uma variação descrita como g.20892_20893insT (SNP - rs35589851). 

Entretanto, no caso aqui descrito, fica evidente que a variação é a inserção de um A entre os 

nucleotídeos g.20902_20903, visto que foi melhor registrada no seqüenciamento com o 

primer antisense. Portanto, aparentemente, a inserção g.20902_20903insA trata-se de uma 

alteração descrita pela primeira vez.  

Considerando que as duas alterações acima discutidas em conjunto com a inserção 

g.20902_20903insA formem um haplótipo raro, poder-se-ia imaginar que este alelo 

presente em heterozigose composta com a mutação p.R240X no genótipo da mãe na  

família 1 teria uma manifestação biológica. Embora se encontre na parte não-codificante do 

gene PAX6, um possível fenótipo diferencial, como por exemplo, a opacificação corneana e 

também uma perda visual mais grave (Casuística, Quadro 1) em relação aos filhos, poderia 

correlacionar essas alterações a possíveis alterações funcionais do PAX6. 

 

6.2.4- Alteração IVS11+33T>A 

Ainda no paciente MG3 encontramos em heterozigose uma alteração na posição 

g.29343T>A ainda não descrita no intron 11 do gene PAX6, a IVS11+33T>A. Da mesma 

forma esta troca nucleotídica está próxima do sítio doador de splicing o que poderia sugerir 

uma interferência neste processo. 

A remoção de introns do pré-mRNA pelo mecanismo de splicing é uma etapa crítica 

na expressão gênica de eucariotos. O splicing do pré-mRNA é mediado por seqüências 
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conservadas, mas altamente degeneradas nos sítios de splicing. Além dessas seqüências, 

para o reconhecimento preciso de exons e introns pelo spliceossomo é necessário sinais 

auxiliares que reprima ou promovam o splicing, denominados silenciadores de splicing 

(ESSs/ISSs) ou acentuadores (ESEs/ISEs). Além dos contatos diretos com fatores de ação 

trans, ESSs, ISSs, ESEs e ISEs podem influenciar o splicing através de alterações da 

estrutura secundária do RNA, modificando seu acesso ao pré-mRNA ou suas interações 

com outros (Buratti e Barelle, 2004). 

O conceito da existência de sinais auxiliares para splicing que exercem um papel 

importante na regulação de splicings constitutivos e alternativos para formação do mRNA, 

embora não muito esclarecido, reforça a suposição de que alterações nucleotídicas em 

introns possam induzir a formação de sítios de splicing crípticos ou de novo (Kralovicova 

et al., 2004; 2007). Assim, por não ter sido encontrada na triagem do grupo controle  

composto por indivíduos considerados oftalmologicamente normais, poder-se-ia imaginar 

que a troca IVS11+33T>A isoladamente ou em conjunto com as outras duas alterações 

observadas apenas neste indivíduo estaria de alguma forma relacionada ao fenótipo de 

Morning Glory observado, contudo estudos adicionais são necessários para verificar como 

essas alterações estariam interferindo na formação dos transcritos. 

 

6.3- SNPs (single nucleotide polymorphisms) 

 

6.3.1- SNP – rs56139994 (IVS2+9G>A) 

Conforme descrito nos resultados, o estudo molecular do paciente MG1 revelou em 

heterozigose a alteração IVS2+9G>A, esta alteração foi encontrada por Dansault et al. em 

um  paciente com microftalmia associada com microcórnea congênita bilateral (Dansault et 

al., 2007) e mais tarde incluída no banco de dados de SNPs com a nomenclatura SNP – 

rs56139994. Esta alteração não foi encontrada nos indivíduos controle do estudo desse 

grupo que, portanto, consideram-na tanto uma mutação quanto um polimorfismo raro 

(Dansault et al., 2007). Durante a análise molecular do gene PAX6, a IVS2+9G>A no 

presente estudo, foi identificada no indivíduo MG1 e, até o momento, nenhuma outra 

alteração que explicasse o fenótipo desse indivíduo foi encontrada. Porém, no grupo 
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controle, dois indivíduos foram heterozigotos para a alteração IVS2+9G>A o que 

teoricamente afastaria a hipótese de um significado biológico mais expressivo para esta 

troca nucleotíca, embora esteja também muito próxima ao sítio doador de splicing. No 

entanto, os exons 2 e 3 que flanqueiam o intron 2 onde a alteração está localizada não são 

exons codificantes, estão presentes em alguns transcritos e são provavelmente importantes 

para o processo de tradução. 

Desta forma não se pode descartar completamente a possibilidade de que esta 

alteração no intron 2 possa estar associada ao fenótipo, porém há a necessidade de realizar 

experimentos para verificar se há formação de um transcrito alterado. Estes experimentos 

permitiriam detectar possíveis anormalidades produzindo splicings alternativos, e verificar 

alterações na seqüência e tamanho dos transcritos do PAX6 (Dansault et al., 2007). A 

elucidação de alterações intrônicas necessitaria tanto de estudos com o DNA genômico 

quanto de mRNA. 

 

 

6.3.2- SNP – rs7936522 

Na região promotora, foi encontrada a alteração g.5328G>C na região P0 do gene 

PAX6 (SNP – rs7936522). Essa troca foi encontrada no paciente AN4.  

A expressão do gene PAX6 é pricipalmente controlada por dois promotores 

conhecidos como PA e PB (Okladnova et al., 1998, Anderson et al., 2002; Pinson et al., 

2006). Estudos demonstraram que proteínas PAX6 podem regular a expressão do próprio 

gene (Pinson et al., 2006). Construções repórteres dirigidas pelos promotores do gene 

PAX6 têm sua atividade aumentada quando induzidas por homólogos da proteína PAX6 

(Plaza et al., 1993 e Plaza et al., 1995). A troca encontrada no paciente AN4 está dentro do 

intron 1B que se segue à região considerada como exon 1B, mas consta como SNP 

conhecido e, assim, torna-se difícil supor que possa ser isoladamente responsável pelo 

fenótipo neste caso. Além disso, não contam dados de freqüências populacionais e, 

também, não pode ser avaliada nem na casuística toda, nem nos controles do presente 

estudo.   
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6.3.3- SNP - rs694617, SNP – rs5790867, SNP – rs3026368, SNP – rs3026369 

Localizadas no intron 4 do gene PAX6, foram reveladas em heterozigose pela análise 

molecular as transversões g.18992C>A (SNP - rs694617), g.19206T>G (SNP - rs3026368), 

as transições g.19403A>G (SNP - rs3026369) e g.19933G>A (SNP - rs3026371), e a 

deleção de uma guanina na posição g.119850_19851delG (SNP - rs5790867). 

Os SNPs g.18992C>A e g.119850_19851delG foram identificados em heterozigose 

no pai e na filha da Família 2, onde no SNP rs5790867 pode-se encontrar 2 ou 3Gs, sendo 

que a maioria dos indivíduos analisados durante a realização do estudo apresentaram 

homozigose de 3Gs. Outra observação que deve aqui ser colocada é que, inicialmente, a 

Família 2 havia sido incluída em nossa casuística para estudo do gene PAX6, porém o 

diagnóstico de aniridia não estava completamente definido. Uma análise clínica posterior 

revelou que esta família apresentava a síndrome de Axenfeld-Rieger associada à distrofia 

corneana endotelial (distrofia endotelial de Fuchs). Embora a Síndrome de Axenfeld-Rieger 

esteja fortemente associada aos genes PITX2 e FOXC1, há relatos de alterações no gene 

PAX6 (Riise et al., 2001), o que não invalidou o estudo aqui apresentado. 

Além de encontradas no pai e na filha da Família 2, encontramos essas alterações em 

outros indivíduos da nossa casuística. A alteração g.18992C>A (SNP - rs694617) 

juntamente com a inserção g.119850_19851delG (SNP - rs5790867) foram encontradas em 

heterozigose também nos pacientes MG1 e MG2 e no paciente AN4. Aparentemente, as 

duas alterações estão associadas formando um haplótipo uma vez que não se identificou 

nenhum indivíduo da casuística que portasse apenas um desses SNPs.  Porém não podemos 

afirmar que essas alterações estejam ligadas à condição desses indivíduos. Visto que não há 

estudos populacionais para esses SNPs, o SNP g.18992C>A foi triado em 38 controles, 

onde foram identificados 28 indivíduos homozigotos C/C e 10 indivíduos heterozigotos 

C/A, estimando-se a freqüência de 87% para o alelo C e 13% para o alelo A. No entanto, 

não foi possível a triagem do SNP g.119850_19851delG no grupo controle para a 

confirmação da hipótese de que variante A no SNP g.18992C>A esteja ligada à variante 

delG do SNP g.119850_19851delG formando assim um haplótipo. 

Duas outras alterações em heterozigose foram identificadas no intron 4 do gene PAX6 

do paciente MG3, a alteração g.19206T>G e a g.19403A>G (respectivamente SNP – 
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rs3026368 e SNP – rs3026369). Assim como a maioria dos SNPs do gene PAX6, essas duas 

alterações não possuem estudos populacionais para comparação. O que podemos afirmar é 

que não foram detectadas em nenhum outro indivíduo da casuística, nem nos 39 controles 

analisados. Portanto, pode-se considerá-las variações raras.  

 

6.3.4- Repetições TG 

No gene PAX6 encontramos uma região microssatélite (TG)n (SNP - rs10525266) 

no intron 9, onde o número normal de repetições varia entre 19 e 29. Essa região é seguida 

por um dinucleotídeo GG e por uma repetição de sete TGs, região conhecida também como 

(TG)nGG(TG)7. Nosso estudo analisou tanto os indivíduos afetados quanto os indivíduos 

controle. Como apresentado anteriormente o número de repetições TG variou entre 16 e 20 

nos indivíduos controle e nos indivíduos afetados a variação ficou entre 16 e 21 repetições 

TG. 

Porém o indivíduo MG3 apresentou o genótipo 

(TG)16delGG(TG)7/(TG)19GG(TG)7. Esse indivíduo foi o único a apresentar a 

microdeleção do dinucleotídeo GG e da região (TG)7.  

A evolução dos organismos foi significantemente facilitada pela duplicação de 

genes e genomas e seguidos por diversificação (Meyer e Schart, 1999; Wagner, 2002). A 

duplicação gênica por si produz apenas duas cópias gênicas idênticas. Porém, eventos 

posteriores tais como mutações, deleções e inserções podem levar uma das cópias a 

desempenharem uma nova função. Este mecanismo pode levar à criação de famílias 

gênicas capazes de desempenhar diversas funções (Wagner, 2002; King e Stansfield, 1990).  

A disponibilidade da seqüência do genoma humano permitiu a pesquisa de uma 

importante classe de elemento funcional chamada repetição (TG/CA)n. 

 As análises da distribuição de repetições (TG/CA)n dentro das famílias gênicas 

podem elucidar os fatores que dirigem sua abundância e distribuição seletiva. Embora as 

propriedades características das repetições (TG/CA)n que exibem polimorfismo de 

tamanho sejam amplamente usadas no mapeamento genético (Dib et al.,1996), um número 

crescente de evidências acumuladas ao longo de anos apontam para seus múltiplos papéis 

funcionais em processos biológicos. 
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As repetições (TG/CA)n têm a propensão de sofrer transições estruturais 

(Brahmachari et al., 1995; Tripathi e Brahmachari, 1991) e têm sido mostradas como 

moduladores da transcrição de diversos genes como a lactalbumina e prolactina de rato 

(Meera et al., 1989; Neylor e Clark, 1990), EGFR (Gebhardt et al., 1999) e genes 

housekeeping humanos (Sharma et al., 2003). Além disso, repetições (TG)n foram 

observadas estimulando a recombinação e o splicing do mRNA (Dutreix et al., 1997; 

Majewski e Ott, 2000; Gabellini, 2001). 

O splicing de RNA é o processo pelo qual células de eucariotos criam mRNAs 

funcionais a partir de precursores de RNA. Este processo requer uma precisa identificação, 

excisão e ligação de muitas seqüências relativamente curtas denominadas exons que são 

conservadas no transcrito maduro. Ao menos quatro elementos garantem que os exons 

sejam reconhecidos e processados precisamente pelo spliceossomo, são eles locais de splice 

altamente conservados nas regiões 5’e 3’, um ponto de quebra menos conservado e uma 

região polipirimidina. Porém existe uma crescente avaliação por outros sinais de splicing. 

Repetições dinucleotídicas constituem outra família de seqüências que influenciam 

o splicing (Gabellini, 2001). Devido a sua abundância, essas repetições ocorrem dentro de 

genes, por isto esta família de seqüências tem o potencial de afetar o splicing de muitos 

genes. Além disso, a natureza polimórfica desses elementos pode levar a efeitos variáveis 

no splicing de RNA. Por exemplo, a variação em número de dinucleotídeos CA em uma 

repetição do intron 13 do gene eNOS (endothelial nitric oxide synthase) que está associado 

com a variação do splicing do RNA, estabilidade do mRNA e com o risco de doenças 

arteriais coronarianas (Hui et al., 2003; Hui et al., 2003b). 

Uma repetição dinucleotídica bem estudada que afeta a eficiência do splicing está 

localizada no intron 8 do gene CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance 

regulator). Uma repetição de 9-13 TGs fica imediatamente a 5’ de uma região polimórfica 

de politimidina na região 3’do sítio de splicing do exon 9 do gene CFTR (Chu et al., 1993). 

O splicing ineficiente do exon 9 se deve a uma variante abreviada da região de politimidina 

chamada 5T que foi associada à fibrose cística (Kiesewetter et al., 1993; Zielenski et al., 

1995). Diversas evidências indicam que a variação de número de repetições TG influencia 

na eficiência do splicing do exon 9 do gene CFTR. A primeira delas correlaciona o número 
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de repetições TG com o nível de splicing no exon 9 dos transcritos do CFTR em cultura de 

células do epitélio nasal (Cuppens et al., 1998). A segunda evidência correlaciona o número 

de repetições TG com a condição da doença entre indivíduos portando uma grave mutação 

em um alelo e a região 5T em trans (Cuppens et al., 1998; Groman et al., 2004). Regiões 

de repetições TG de 12 ou 13 dinucleotídeos são associadas com a ausência de vasos 

deferentes ou à forma não-clássica da fibrose cística, considerando que repetições com 11 

dinucleotídeos são mais comuns em indivíduos não afetados. 

Além disso, diversos outros estudos demonstram que a variação do número de 

repetições TG pode estar associada à manifestação de determinada doença. Alterações 

dessa região microssatélite no gene PSMA6, já foram associadas a indivíduos com diabete 

tipo 2. Um estudo realizado em 2003 por Kalis et al. apresentou uma região de repetições 

TG variando de 13 a 25 TGs. Os alelos com 22 repetições TG nessa região microssátelite 

do gene PSMA6 são duas vezes mais freqüentes quando comparados aos indivíduos do 

grupo controle (Kalis et al., 2003).  

Os microssátelites intrônicos são mais eficientes em modificar a expressão gênica 

por silenciamento e aumentar a transcrição e eventos de splicing (Gebhardt et al., 1999; 

Gabellini, 2001). A estimativa da freqüência desse polimorfismo nos indivíduos controle 

que está sendo realizada nesse momento pode elucidar a ligação ou não dessa variação com 

o fenótipo dos pacientes incluídos na pesquisa. 

Sendo assim podemos supor que a deleção dessa região poderia estar afetando a 

manifestação do fenótipo desse indivíduo visto que não encontramos essa deleção em 

nenhum outro paciente e nem mesmo no grupo controle. No entanto, não se pode esquecer 

que este paciente apresentou várias outras alterações que podem estar em trans ou em cis 

com esta, e assim o haplótipo como um todo seria responsável pelo fenótipo. Vale ressaltar 

que não foi possível se estabelecer haplótipos neste caso por não se dispor das amostras dos 

progenitores. 
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6.3.5- SNP-rs2239789 

Também foi encontrada a alteração g.28614A>T (SNP – rs2239789) no intron 9 do 

gene PAX6. Essa alteração foi encontrada em heterozigose A/T no paciente MG2, em 

homozigose A/A nos pacientes MG1 e MG3 e em homozigose T/T na mãe da Família 2. 

A triagem do SNP - rs2239789 no grupo controle revelou as freqüências alélicas de 

48,15% de A e 51,85% de T, freqüências essas que são muito similares às encontradas na 

literatura, que são de 50% de A e 50% de T. O genótipo mais freqüente encontrado foi o 

heterozigoto A/T, assim como o paciente MG2. Sendo assim, dificilmente essa alteração 

tem alguma ligação com o fenótipo desse paciente. 

 

6.3.6- SNP-rs667773 

Foi encontrada em heterozigose no intron 10 do gene PAX6 a troca g.29148C>T 

(SNP - rs667773). O pai e a filha 2 da Família 1 apresentavam essa alteração. Já que os dois 

outros filhos (filha 1 e filho) não apresentaram o SNP - rs667773, isto sugere que  esta filha 

herdou um alelo paterno diferente dos outros dois irmãos. Essa alteração pode estar 

associada também a algum fenótipo diferente apresentado pela filha 2, como por exemplo a 

catarata e a baixa acuidade visual. 

Esse SNP foi triado em 43 indivíduos controle, sendo que 39 foram identificados 

como homozigotos C/C, 2 como heterozigotos C/T e 2 homozigotos T/T. A freqüência 

alélica obtida foi de 93% do alelo C e 3% do alelo T. 

 

6.3.7- SNP–3026393  

Foi encontrada em heterozigose uma alteração na posição g.32295T>G (SNP - 

rs3026393) no intron 13 do gene PAX6. Como esta alteração está localizada relativamente 

próxima do sítio doador de splicing, pode ser denominada IVS13+43T>G. Essa alteração 

foi descoberta em heterozigose T/G na filha da Família 2, no filho da Família 3 e no 

paciente MG2, a homozigose G/G foi observada na mãe da Família 2 e no paciente MG4. 

Todos os outros indivíduos apresentaram a homozigose T/T. O fato de se encontrar as 

homozigoses T/T e G/G para as variações g.28614A>T e g.32295T>G, respectivamente, 

nos indivíduos AN2M e MG4 sugere que formem um haplótipo, hipótese esta reforçada 
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pela observação de que os heterozigotos da primeira variação são também heterozigotos da 

segunda e vice-versa. 

 

6.4- Deleções - MLPA 

 

Amplos rearranjos cromossômicos também podem causar aniridia (Prosser e 

Heyningen, 1998). Uma proporção significativa de anormalidades cromossômicas consiste 

de deleções submicroscópicas, que podem ser observadas usando a técnica de FISH 

(fluorescence in situ hybridization) em pacientes com aniridia (Crolla e Heyningen, 2002). 

Mutações no gene PAX6 sempre são associadas a indivíduos com o fenótipo de 

aniridia, porém há casos em que a estrutura do gene não apresenta alterações que possam 

explicar o fenótipo desses indivíduos. Alguns casos esporádicos de indivíduos com aniridia 

têm sido associados a deleções que não envolvem a estrutura do PAX6, mas sim deleções 

que estão envolvidas na remoção de elementos com funções transcricionais e/ou 

traducionais (Lauderdale et al., 2000). Essas deleções de elementos que podem estar 

associados à regulação da expressão do PAX6 já foram descritas tanto na região 3’ quanto 

na região 5’ do gene. Exemplo de locais que podem conter elementos reguladores são os 

genes ELP4 e RCN1 localizados, respectivamente, na região 3’ e na 5’ do PAX6. 

O gene ELP4 está localizado na banda 13 do cromossomo 11(11p13). Esse gene 

codifica uma das subunidades do complexo de elongação, composto por seis subunidades, e 

está diretamente associado com a RNA polimerase 2 durante a elongação transcricional. 

Como citado anteriormente o gene ELP4 pode conter elementos reguladores do PAX6. Um 

estudo realizado em 2007 por D’Elia e colaboradores, verificou a deleção no gene ELP4 em 

duas famílias com segregação de aniridia, sem que fossem encontradas alterações na 

estrutura do gene PAX6.  A deleção da região 3’ pode corromper a função de um possível 

acentuador da expressão do PAX6 (Kleinjan et al., 2001). Além disso, foi demonstrado 

recentemente que a ausência de elementos reguladores distais abolem a expressão do PAX6 

em tecidos específicos, mesmo que acentuadores mais próximos permaneçam intactos 

(Kleinjan et al., 2006). 
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A análise dos resultados de MLPA revelou uma possível deleção na sonda referente 

ao exon 9 do gene ELP4, no indivíduo MG4. Porém não podemos afirmar se realmente se 

trata de uma deleção na região da sonda. A diminuição do tamanho do pico no gráfico pode 

ser devido a algum problema na hora da ligação da sonda ao DNA alvo, caso alguma 

alteração na seqüencia do gene esteja localizada na seqüência homóloga de ligação da 

sonda. Entretanto, não há nenhuma alteração já descrita que se localize na região de ligação 

da sonda, sendo necessária a realização do seqüenciamento do exon 9 do gene ELP4 para 

que possamos confirmar uma eventual deleção ou mutação neste exon. Caso qualquer 

destas alterações se confirmem, elas podem estar associadas ao fenótipo de Morning Glory 

desse indivíduo. 

O gene RCN1 também está localizado na banda 13 do cromossomo 11 . Este gene 

codifica a reticulocalbina 1, que é uma proteína de ligação ao cálcio, tendo seis motivos 

com alta afinidade de ligação ao Ca(+2), se localizada no lúmen do retículo endoplasmático 

participando da via secretória e expressa no olho (Hilioti e Cunninghan, 2003). 

Deleções submicroscópicas na região 5’ do gene PAX6 envolvendo o gene RCN1 

têm sido relacionadas com o fenótipo de microftalmia em camundongos (Favor, 2009).  

Em humanos um ponto de quebra no cromossomo 11 foi detectado em um paciente 

com a síndrome WAGR e a síndrome de Potocki-Shaffer entre os genes PAX6 e RCN1, 

sendo que o PAX6 permaneceu intacto (Almind et al., 2009). Sugere-se que a deleção do 

gene RCN1 esteja associada à regulação 5’ do gene PAX6, podendo contribuir para os 

fenótipos oculares desse indivíduo que incluem catarata e ptose palpebral (Almind et al., 

2009). Uma explicação para isso pode ser a de que elementos regulatórios do PAX6 estejam 

deletados, tal qual elementos que foram demonstrados por Kammandel et al. (1999). 

Elementos regulatórios, localizados na região 5’ do gene Pax6, já foram identificados em 

camundongos como sendo importantes para indução da formação do cristalino (Williams et 

al., 1998 e Dimanlig et al., 2001). 

Neste estudo foi identificada uma diminuição significativa na sonda referente ao 

exon 1 do gene RCN1, indicando uma possível deleção, nos indivíduos filho da Família 1 e 

filho da Família 3. Porém, nenhum outro indivíduo de ambas as famílias puderam ser 

analisados. Assim, deve-se realizar este experimento com as amostras dos progenitores para 
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se confirmar a alteração e verificar a segregação principalmente no caso da família 1 na 

qual a mutação p.R240X já é, por si só, responsável pela aniridia nos quatro indivíduos 

afetados.   Em relação à diminuição do sinal do exon 1 do gene RCN1 propriamente dita, 

assim como para a sonda do exon 9 do gene ELP4, não podemos afirmar se realmente se 

trata de uma deleção na região da sonda. Não há registros de SNPs ou mutações na região 

de ligação da sonda, sendo necessária a realização do seqüenciamento do exon 1 do gene 

RCN1 para que possamos confirmar uma alteração nucleotídica ou uma deleção. Como 

para o experimento de MLPA a integridade do DNA genômico é fundamental, deve-se 

repetir o experimento para verificar a reproducibilidade do resultado. Caso isto se confirme, 

poder-se-ia estabelecer uma correlação com o fenótipo de Aniridia desses indivíduos, 

principalmente do paciente da família 3 para o qual nenhuma mutação no gene PAX6 foi 

identificada. Foram detectadas apenas heterozigoses dos SNPs g.28614A>T e g.27895T>G 

nos introns 9 e 13, respectivamente; SNPs estes são os únicos com estudos populacionais 

registrados e com freqüências de 50% para cada variante, indicando uma normalidade 

associada a cada alelo. 
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- Foi possível a identificação da mutação nonsense p.R240X no gene PAX6 nos 

indivíduos portadores de aniridia da família 1.  

 

- Através de SNPs no gene PAX6, nesta mesma família, foram identificados 

haplótipos raros que em heterozigose composta com a mutação p.R240X poderiam 

agravar os fenótipos. 

 

- Através do estudo de MLPA, foi possível verificar a diminuição significativa do 

sinal da sonda relativa ao exon 1 do gene RCN1 do filho afetado da família 1, único 

indivíduo da família que foi analisado.  

 

- Na família 2 de pacientes com a Síndrome de Axenfeld-Rieger associada à 

Síndrome de Fuchs não se identificou nenhuma mutação, porém dois haplótipos do 

gene PAX6 foram identificados através de SNPs, no entanto não há subsídios 

sufucientes para se establecer uma correlação destes haplótipos com os fenótipos de 

cada indivíduo da família. 

 
- No indivíduo com aniridia esporádica da família 3 e para o indivíduo isolado AN4 

não se verificou nenhuma mutação. No caso de AN3Y apenas as heterozigoses 

g.28614A>T e g.32295T>G, respectivamente, nos introns 9 e 13 foram 

identificadas. Ao passo que para AN4, três heterozigoses de SNPs conhecidos 

foram observadas. Da mesma forma não se pode estabelecer uma correlação deste 

haplótipo com o fenótipo de aniridia típico destes pacientes. Estes resultados podem 

talvez indicar uma outra etiologia para a doença. 

 
- Ainda no AN3Y foi verificada a diminuição da intensidade relativa de hibridização 

correspondente ao exon 1 do gene RCN1. Assim como no caso do paciente AN1Y, 

há que se confirmar este resultado. 

 
- Nenhuma mutação foi identificada nos pacientes com a Síndrome de Morning-

Glory. Mais uma vez, haplótipos portadores de polimorfismos raros podem ser 
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correlacionados com o fenótipo, principalmente no caso do paciente MG3 para o 

qual foram identificadas cinco variações não descritas anteriormente na literatura. 

 
- O experimento de MLPA do paciente MG4 revelou a diminuição da intensidade 

relativa de hibridização correspondente ao exon 9 do gene ELP4 localizado na 

extremidade 3’ do gene PAX6. Embora possa significar uma microdeleção ou 

mesmo uma mutação de ponto neste gene, os resultados deverão ser confirmados 

por outras técnicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



       95 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VIII- REFERÊNCIAS



REFERÊNCIAS     96 
 

Alkemade PPH (1969). Dysgenesis mesodermalis of the iris and cornea: a study of Rieger’s 

Syndrome and Peters’ Anomaly. The Netherlands: Van Gorcum ad Comp NV Assen. 

Almind GJ, Brøndum-Nielsen K, Bangsgaard R, Baekgaard P, Grønskov K (2009). 11p 

Microdeletion including WT1 but not PAX6, presenting with cataract, mental 

retardation, genital abnormalities and seizures: a case report. Mol Cytogenet 17: 2-6. 

Alward WL (2000). Axenfeld-Rieger syndrome in the age of molecular genetics. Am J 

Ophthalmol 130: 107-115. 

Anderson TR, Hedlund E, Carpenter EM (2002). Differential Pax6 promoter activity and 

transcript expression during forebrain development. Mech Dev 114:171-175. 

Ars E, Serra E, García J, Kruyer H, Gaona A, Lázaro C, Estivill X (2000). Mutations 

affecting mRNA splicing are the most common molecular defects in patients with 

neurofibromatosis type 1. Hum Mol Genet 9: 237-247. 

Axton R, Hanson I, Danes S, Sellar G, van Heyningen V, Prosser J (1997). The incidence 

of PAX6 mutation in patients with simple aniridia: An evaluation of mutation 

detection in 12 cases. J Med Genet 34:279–386. 

Azuma N, Yamaguchi Y, Handa H, Tadokoro K, Asaka A, Kawase E and Yamada M 

(2003). Mutations of the PAX6 gene detected in patients with a variety of optic-nerve 

malformations. Am J Hum Genet 72:1565-1570. 

Azuma N, Tadokoro K, Asaka A, Yamada M, Yamaguchi Y, Handa H, Matsushima S, 

Watanabe T, Kohsaka S, Kida Y, Shiraishi T, Ogura T, Shimamura K and Nakafuku 

M (2005). The PAX6 isoform bearing an alternative spliced exon promotes the 

development of the neural retinal structure. Hum Mol Genet 14(6):735-745. 

Banco de SNPs do National Center for Biotechnology Information (NCBI). Disponível em 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=snp. 

Béland M, Bouchard M (2006). PAX gene function during kidney tumorigenesis: a 

comparative approach. Bull Cancer 93: 875-882. 

Benetti E, Artifoni L, Salviati L, Pinello L, Perrotta S, Zuffardi O, Zacchello G, Murer L 

(2007). Renal Hypoplasia renal without optic coloboma associated with PAX2 gene 

deletion. Nephrol Dial Transplant 22:2076-2078. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=snp


REFERÊNCIAS     97 
 

Brahmachari SK, Meera G, Sarkar PS, Balagurumoorthy P, Tripathi J, Raghavan S, 

Shaligram U, Pataskar S (1995). Simple repetitive sequences in the genome: structure 

and functional significance. Electrophoresis 16(9):1705-14. 

Brown A, Mckie M, van Heyningen V, Prosser J (1998). The human PAX6 mutation 

database. Nucleic Acids Res 26:259-264. 

Buratti E, Baralle FE (2004). Influence of RNA secondary structure on the pre-mRNA 

splicing process. Mol Cell Biol 24: 10505-10514. 

Crolla JA, van Heyningen V (2002). Frequent chromosome aberrations revealed by 

molecular cytogenetic studies in patients with aniridia. Am J Hum Genet 71: 1138-

1149. 

Cuppens H, Lin W, Jaspers M, Costes B, Teng H, Vankeerberghen A, Jorissen M, 

Droogmans G, Reynaert I, Goossens M (1998). Polyvariant mutant cystic fibrosis 

transmembrane conductance regulator genes. The polymorphic (Tg)m locus explains 

the partial penetrance of the T5 polymorphism as a disease mutation. J Clin Invest 

101, 487–496. 

Czerny T, Schaffner G and Busslinger M (1993). DNA sequence recognition by PAX 

proteins: bipartite structure of the paired domain and its binding site. Genes Dev 

7:2048-2061. 

Dandan L, Qingguo Z, Hui L, Nan Z, Yanhua Q (2008). A novel PITX2 mutation in a 

Chinese family with Axenfeld-Rieger Syndrome. Mol Vis 14: 2205-2210. 

Dansault A, David G, Schwartz C, Jaliffa C, Vieira V, Houssaye G, Bigot K, Catin F, Tattu 

L, Chopin C, Halimi P, Roche O, Regemorter NV, Munier F, Schorderet D, Dufier 

JL, Marsac C, Ricquier D, Menasche M, Penfornis A and Abitbol M (2007). Three 

new PAX6 mutations including one causing an unusual ophthalmic phenotype 

associated with neurodevelopmental abnormalities. Mol Vis 13:511-523. 

D'Elia AV, Pellizzari L, Fabbro D, Pianta A, Divizia MT, Rinaldi R, Grammatico B, 

Grammatico P, Arduino C, Damante G (2007). A deletion 3' to the PAX6 gene in 

familial aniridia cases. Mol Vis 23: 1245-1250. 

Dib C, Faure S, Fizames C, Samson D, Drouot N, Vignal A, Millasseau P, Marc S, Hazan 

J, Seboun E, Lathrop M, Gyapay G, Morissette J, Weissenbach J (1996). A 



REFERÊNCIAS     98 
 

comprehensive genetic map of the human genome based on 5,264 microsatellites. 

Nature 380:152-154. 

Dimanlig PV, Faber SC, Auerbach W, Makarenkova HP, Lang RA (2001). The upstream 

ectoderm enhancer in Pax6 has an important role in lens induction. Development 128: 

4415-4424. 

Dollfus H, Joanny-Flinois O, Doco-Fenzy M, Veyre L, Joanny-Flinois L, Khoury M, 

Jonveaux P, Abitbol M, Dufier JL (1998). Gillespie syndrome phenotype with a 

t(X;11)(p22.32;p12) de novo translocation. Am J Ophthalmol 125(3): 397-399. 

Duncan MK, Kozmik Z, Cveklova K, Piatigorsky J, Cvekl A (2000). Overexpression of 

PAX6(5a) in lens fiber cells results in cataract and upregulation of (alpha)5(beta)1 

integrin expression.  J Cell Sci 113(Pt 18):3173-3185. 

Dutreix M (1997). (GT)n repetitive tracts affect several stages of RecA-promoted 

recombination. J Mol Biol, 273(1):105-13. 

Epstein JA, Glaser T, Cai J, Jepeal L, Walton DS, Maas RL (1994a). Two independent and 

interactiveDNA-binding subdomains of the Pax6 paired domain are regulated by 

alternative splicing. Genes Dev 8:2022–2034. 

Epstein JA, Cai J, Glaser T, Jepeal L and Maas RL (1994b). Identification of a PAX paired 

domain recognition sequence and evidence for DNA-dependent conformation 

changes. J Biol Chem 269:8355-8361. 

Fantes JA, Bickmore WA, Fletcher JM, Ballesta F, Hanson I, van Heyningen V (1992). 

Nonradioactive in situ hybridization for rapid analysis of submicroscopic deletions at 

the WAGR locus. Am J Hum Genet 51:1286–1294. 

Favor J, Bradley A, Conte N, Janik D, Pretsch W, Reitmeir P, Rosemann M, Schmahl W, 

Wienberg J, Zaus I (2009). Analysis of Pax6 Contiguous Gene Deletions in the 

Mouse, Mus musculus, Identifies Regions Distinct from Pax6 Responsible for 

Extreme Small Eye and Belly Spotting Phenotypes. Genetics epub ahead of print. 

Ferrell RE, Chakravarti A, Hittner HM, Riccardi VM (1980). Autosomal dominant aniridia: 

probable linkage to acid phosphatase-1 locus on chromosome 2. Proc Natl Acad Sci 

USA 77: 1580-1582. 



REFERÊNCIAS     99 
 

Fischbach BV, Trout KL, Lewis J, Luis CA, Sika M (2005). WAGR syndrome: a clinical 

review of 54 cases. Pediatrics 116: 984-988. 

Fisher E, Scambler P (1994). Human haploinsufficiency—one for sorrow, two for joy. Nat 

Genet 7:5–7. 

Francke U, Holmes LB, Atkins L, Riccardi VM (1979). Aniridia-Wilms' tumor association: 

evidence for specific deletion of 11p13. Cytogenet Cell Genet 24: 185-192. 

Gabellini N (2001). A polymorphic GT repeat from the human cardiac Na+Ca2+ exchanger 

intron 2 activates splicing. Eur J Biochem 268(4): 1076-1083. 

Gebhardt F, Zanker KS and Brandt B (1999). Modulation of epidermal growth factor 

receptor gene transcription by a polymorphic dinucleotide repeat in intron 1. J Biol 

Chem 274(19): 13176-13180. 

Gehring WJ (1996). The master control gene for morphogenesis and evolution of the eye. 

Genes Cells 1:11–15. 

Gene Runner for Windows. Disponível em: http://www.generunner.net/.  

Glardon S, Callaerts P, Halder G, Gehring WJ (1997). Conservation of Pax-6 in a lower 

chordate, the ascidian Phallusia mammillata. Development 124:817–825. 

Glaser T, Lane J, Housman D (1990). A mouse model of the aniridia– Wilms tumor 

deletion syndrome. Science 250:823–827. 

Glaser T, Walton DS, Maas RL (1992). Genomic structure, evolutionary conservation and 

aniridia mutations in the human PAX6 gene. Nature Genet 2:232–239. 

Glaser T, Jepeal L, Edwards JG, Young SR, Favor J, Maas RL (1994). PAX6 gene dosage 

effect in a family with congenital cataracts, aniridia, anophthalmia and central 

nervous system defects. Nature Genetics 7, 463–471. 

Gould D B, John SWM (2002). Anterior segment dysgenesis and the development 

glaucomas are complex traits. Hum. Molec. Genet. 11: 1185-1193, 2002. 

Grindley JC, Davidson DR, Hill RE (1995). The role of Pax-6 in eye and nasal 

development. Development 121:1433–1442. 

Groman JD, Hefferon TW, Casals T, Bassas L, Estivill X, Des Georges M, Guittard C, 

Koudova M, Fallin D, Nemeth K (2004). Variation in a repeat sequence determines 



REFERÊNCIAS     100 
 

whether a common variant of the cystic fibrosis transmembrane conductance 

regulator gene is pathogenic or benign. Am. J. Hum. Genet. 74, 176–179. 

Halder G, Callaerts P, Gehring WJ (1995). Induction of ectopic eyes by targeted expression 

of the eyeless gene in Drosophila. Science 267:1788–1792. 

Hanson IM., Seawright A., Hardman K., Hodgson S., Zaletayev D., Fekete G and van 

Heyningen V (1993). PAX6 mutations in aniridia. Hum Mol Genet 2: 915-920. 

Hanson I, Jordan T, van Heyningen V. (1994a). Aniridia. In Wright AF, Jay B (eds): 

Molecular Genetics of Inherited Eye Disorders. Harwood Academic, Switzerland, pp 

445–467. 

Hanson IM, Fletcher JM, Jordan T, Brown A, TaylorD, Adams RJ, Punnett HH, et al 

(1994b). Mutations at the PAX6 locus are found in heterogeneous anterior segment 

malformations including Peters’ anomaly. Nat Genet 6:168–173. 

Harris WA (1997). Pax-6: Where to be conserved is not conservative. Proc Natl Acad Sci 

USA 94:2098–2100. 

Haubst N, Berger J, Radjendirane V, Graw J, Favor J, Saunders GF, Stoykova A and Gotz 

M (2004). Molecular dissection of PAX6 function: the specific roles of the paired 

domain and homeodomain in brain development. Development 131:6131-6140. 

Hilioti Z, Cunningham KW (2003). The RCN family of calcineurin regulators. Biochem 

Biophys Res Commun 311(4): 1089-1093. 

Hill RE, Favor J, Hogan BLM, Ton CCT, Saunders GF, Hanson IM, Prosser J, Jordan T, 

Hastie ND, van Heyningen V (1991). Mouse Small eye results from mutations in a 

paired-like homeobox-containing gene. Nature 354:522–525. 

Hjalt TA, Semina EV (2005). Current molecular understanding of Axenfeld-Rieger 

syndrome. Expert Rev Mol Med 7: 1-17. 

Hodgson SV, Saunders KE (1980) A probable case of the homozygous condition of the 

aniridia gene. J Med Genet 17:478–480. 

Honkanen RA, Nishimura DY, Swiderski RE, Bennett SR, Hong S, Kwon YH, Stone EM, 

Sheffield VC, Alward WL (2003). A family with Axenfeld-Rieger syndrome and 

Peters Anomaly caused by a point mutation (Phe112Ser) in the FOXC1 gene. Am J 

Ophthalmol 135: 368-375. 



REFERÊNCIAS     101 
 

Hui J, Stangl K, Lane WS, Bindereif A (2003a). HnRNP L stimulates splicing of the eNOS 

gene by binding to variable-length CA repeats. Nat Struc Biol 10: 33–37. 

Hui J, Reither G, Bindereif A (2003b). Novel functional role of CA repeats and hnRNP L 

in RNA stability. RNA 9: 931–936. 

Inoue M, Kamachi Y, Matsunami H, Imada K, Uchikawa M, Kondoh H (2007). PAX6 and 

SOX2-dependent regulation of the Sox2 enhancer N-3 involved in embryonic visual 

system development. Genes Cells 12: 1049-1061. 

Jamieson RV, Perveen R, Kerr B, Carette M, Yardley J, Heon E, Wirth MG, van 

Heyningen V, Donnai D, Munier F, Black GC (2002). Domain disruption and 

mutation of the bZIP transcription factor, MAF, associated with cataract, ocular 

anterior segment dysgenesis and coloboma. Hum Mol Genet 11: 33-42. 

Jordan T, Hanson I, Zaletayev D, Hodgson S, Prosser J, Seawright A, Hastie N, van 

Heyningen V (1992). The human PAX6 gene is mutated in two patients with aniridia. 

Nature Genet 1:328–332. 

Jun S, Desplan C (1996). Cooperative interactions between paired domain and 

homeodomain. Development 122:2639-2650. 

Kalis M, Sjakste T, Sjakste N, Luthman H, Groop L (2003). Association study between 

(TG) repeat polymorphism in PMAS6 gene and type II diabetes mellitusin Botnia. 

Biologija 2: 12-14. 

Kamachi Y, Uchikawa M, Collignon J, Lovell-Badge R, Kondoh H (1998). Involvement of 

Sox1, 2 and 3 in the early and subsequent molecular events of lens induction. 

Development 125: 2521–2532. 

Kamachi Y, Uchikawa M, Tanouchi A, Sekido R, Kondoh H (2001). Pax6 and SOX2 form 

a co-DNA-binding partner complex that regulates initiation of lens development. 

Genes Dev 15:1272–1286. 

Kamińska A, Sokołowska-Oracz A, Pawluczyk-Dyjecińska M, Szaflik JP (2007). 

Variability of clinical manifestations in the family with Axenfeld-Rieger syndrome. 

Klin Oczna 109: 321-326. 



REFERÊNCIAS     102 
 

Kammandel B, Chowdhury K, Stoykova A, Aparicio S, Brenner S, Gruss P (1999). Distinct 

cis-essential modules direct the time-space pattern of the Pax6 gene activity. Dev Biol 

205: 79-97. 

Kleinjan DA, Seawright A, Schedl A, Quinlan RA, Danes S and van Heyningen V (2001). 

Aniridia-associated translocations, Dnase hypersensitivity, sequence comparison and 

transgenic analysis redifine the functional domain of PAX6. Hum Mol Genet 10(19): 

2049-2059. 

Kleinjan DA, Seawright A, Childs AJ and van Heyningen V (2004). Conserved elements in 

PAX6 intron 7 involved in (auto)regulation and alternative transcription. Dev Biol 

265: 462-477. 

Kleinjan DA, Seawright A, Mella S, Carr CB, Tyas DA, Simpson TI, Mason JO, Price DJ, 

van Heyningen V (2006). Long-range downstream enhancers are essential for Pax6 

expression. Dev Biol 299: 563-581. 

Kiesewetter S, Macek M, Jr, Davis C, Curristin SM, Chu CS, Graham C, Shrimpton AE, 

Cashman SM, Tsui LC, Mickle J (1993). A mutation in CFTR produces different 

phenotypes depending on chromosomal background. Nat Genet: 5, 274–278. 

Kindler P (1970). Morning glory syndrome: unusual congenital optic disk anomaly. Am J 

Ophthalmol 69: 376-384. 

King RC, Stansfield WD (1990). A Dictionary of Genetics. Oxford University Press. 

Komatireddy S, Chakrabarti S, Mandal AK, Reddy AB, Sampath S, Panicker SG, 

Balasubramanian D (2003). Mutation spectrum of FOXC1 and clinical genetic 

heterogeneity of Axenfeld-Rieger anomaly in India. Mol Vis 9: 43-48. 

Kondo-Saito A, Matsumoto N, Sasaki T, Egashira M, Saitoh A, Yamada K, Niikawa N and 

Amemiya T (2000). Two nonsense mutations of PAX6 in two Japanese families: case 

report and review of the literature. Eur J Ophthalmol 10: 167-172. 

Kondoh H, Uchikawa M, Kamachi Y (2004). Interplay of Pax6 and SOX2 in lens 

development as a paradigm of genetic switch mechanisms for cell differentiation. Int. 

J Dev Biol 48:819–827. 

Královicová J, Houngninou-Molango S, Krämer A, Vorechovsky I (2004). Branch site 

haplotypes that control alternative splicing. Hum Mol Genet 13(24): 3189-3202. 



REFERÊNCIAS     103 
 

Lang D, Powell SK, PlummerRS, Young KP and Ruggeri BA (2007). PAX6 is expressed 

in pancreatic adenocarcinoma and is downregulated during induction of terminal 

differentiation. Biochem Pharmacol 73: 1-14. 

Lauderdale JD, Wilensky JS, Oliver ER, Walton DS, Glaser T (2000). 3' deletions cause 

aniridia by preventing PAX6 gene expression. Proc Natl Acad Sci USA 97: 13755-

13759. 

Lines MA, Kozlowski K, Walter MA (2002). Molecular genetics of Axenfeld-Rieger 

malformations. Ophthalmology 109: 1862-1870. 

Lines MA, Kozlowski K, Kulak SC, Allingham RR, Héon E, Ritch R, Levin AV, Shields 

MB, Damji KF, Newlin A, Walter MA (2004). Characterization and prevalence of 

PITX2 microdeletions and mutations in Axenfeld-Rieger malformations. Invest 

Ophthalmol Vis Sci 45: 828-833. 

López-Bigas N, Audit B, Ouzounis C, Parra G, Guigó R (2005). Are splicing mutations the 

most frequent cause of hereditary disease? FEBS Lett 579: 1900-1903. 

Lyons LA, Martha A, Mintz-Hittner HA, Saunders GF, Ferrell RE (1992). Resolution of 

the two loci for autosomal dominant aniridia, AN1 and AN2, to a single locus on 

chromosome 11p13. Genomics 13: 925-930. 

Majewski J, Ott J (2000). GT Repeats are associated with recombination on human 

chromosome 22. Genome Research 10(8):1108-14. 

Martha A, Ferrell RE, Mintz-Hittner H, Lyons LA, Saunders GF (1994). Paired box 

mutations in familial and sporadic aniridia predicts truncated aniridia proteins. Am J 

Hum Genet 54:801–811. 

Meera G, Ramesh N, Brahmachari SK (1995). Zintrons in rat α-lactalbuman gene. FEBS 

Lett, 251:245-249. 

Meyer A, Schart M (1999). Gene and genome duplications in vertebrates: the one-to-four (-

to-eight in fish) rule and the evolution of novel gene functions. Current Opinion in 

Cell Biology 11:699-704. 

Miller RW, Fraumeni JF Jr, Manning MD (1964). Association of wilms's tumor with 

aniridia, hemihypertrophy and other congenital malformations. N Engl J Med 270: 

922-927. 



REFERÊNCIAS     104 
 

Minotto I, Abdala N, Miachon AA, Spinola e Castro AM, Imamura P, Nogueira RG 

(2007). Basal encephalocele associated with morning glory syndrome: case report. 

Arq Neuropsiquiatr 65(4A): 988-991. 

Neethirajan G, Hanson IM, Krishnadas SR, Vijayalakshmi P, Anupkumar K, Sundaresan P 

(2003). A novel PAX6 gene mutation in an Indian aniridia patient. Mol Vis 9: 205-

209. 

Neethirajan G, Nallathambi J, Krishnadas SR, Vijayalakshmi P, Shashikanth S, Collinson 

JM and Sundaresan P (2006). Identification of novel mutant alleles in Indian cases of 

familial aniridia. BMC Ophthalmol 2006, 27: 6-28. 

Neylor e Clark, 1990 Naylor LH, Clark EM (1990).  d(TG)n.d(CA)n sequences upstream of 

the rat prolactin gene form Z-DNA and inhibit gene transcription. Nucleic Acids Res  

18:1595-1601. 

Perveen R, Lloyd IC, Clayton-Smith J, Churchill A, van Heyningen V, Hanson I, Taylor D, 

McKeown C, Super M, Kerr B, Winter R, Black GC (2000). Phenotypic variability 

and asymmetry of Rieger syndrome associated with PITX2 mutations. Invest 

Ophthalmol Vis Sci 41: 2456-2460. 

Okladnova O, Syagailo YV, Mossner R, Riederer P, Lesch KP (1998). Regulation of PAX-

6 gene transcription: alternate promoter usage in human brain. Brain Res Mol Brain 

Res 60:177-192. 

Plaza S, Dozier C, Saule S (1993). Quail Pax-6 (Pax-QNR) encodes a transcription factor 

able to bind and trans-activate its own promoter.  Cell Growth Differ 4:1041-1050. 

Plaza S, Dozier C, Turque N, Saule S (1995). Quail Pax-6 (Pax-QNR) mRNAs are 

expressed from two promoters used differentially during retina development and 

neuronal differentiation. Mol Cell Biol 15:3344-3353. 

Pinson J, Mason J O, Simpson T I, Price D J (2005). Regulation of the Pax6 : Pax6(5a) 

mRNA ratio in the developing mammalian brain. BMC Dev Biol  5:13. 

Pinson J, Simpson TI, Mason JO, Price DJ (2006). Positive autoregulation of the 

transcription factor Pax6 in response to increased levels of either of its major 

isoforms, Pax6 or Pax6(5a), in cultured cells. BMC Dev Biol 2006, 6:25. 



REFERÊNCIAS     105 
 

Prosser J, van Heyningen V (1998). PAX6 Mutations Reviewed. Human Mutation 11: 93-

108. 

Redeker EJ, de Visser AS, Bergen AA, Mannens MM (2008). Multiplex ligation-dependent 

probe amplification (MLPA) enhances the molecular diagnosis of aniridia and related 

disorders. Mol Vis 14: 836-840. 

Riccardi VM, Sujansky E, Smith AC, Francke U (1978). Chromosomal imbalance in the 

Aniridia-Wilms' tumor association: 11p interstitial deletion. Pediatrics 61: 604-610. 

Riise R, Storhaug K, Brøndum-Nielsen K (2001). Rieger syndrome is associated with 

PAX6 deletion. Acta Ophthalmol Scand 79: 201-203. 

Robinson DO, Howarth RJ, Williamson KA, van Heyningen V, Beal SJ, Crolla JA (2008). 

Genetic Analysis of Chromosome 11p13 and the PAX6 Gene in a Series of 125 Cases 

Referred With Aniridia. Am J Med Genet A 146A: 558-569. 

Schouten JP, McElgunn CJ, Waaijer R, Zwijnenburg D, Diepvens F and Pals G (2002). 

Relative quantification of 40 nucleic acid sequences by multiplex ligation-dependent 

probe amplification. Nucleic Acids Res 15: 30(12):e57. 

Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T: Molecular cloning, a laboratory manual (2nd ed.) 

Volumes 1–3. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor 1989. 

Schwarz M, Cecconi F, Bernier G, Andrejewski N, Kammandel B, Wagner M, Gruss P 

(2000). Spatial specification of mammalian eye territories by reciprocal 

transcriptional repression of PAX2 and PAX6. Development 127:4325-4334. 

Semina EV, Reiter R, Leysens NJ, Alward WL, Small KW, Datson NA, Siegel-Bartelt J, 

Bierke-Nelson D, Bitoun P, Zabel BU, Carey JC, Murray JC (1996). Cloning and 

characterization of a novel bicoid-related homeobox transcription factor gene, RIEG, 

involved in Rieger syndrome. Nat Genet 14: 392-399. 

Singh S, Mishra R, Arango NA, Deng JM, Behringer RR, Saunders GF (2002): Iris 

hypoplasia in mice that lack the alternatively spliced Pax6(5a) isoform.  Proc Natl 

Acad Sci USA 99:6812-6815. 

Sharma VK, B-Rao C, Sharma A, Brahmachari SK, Ramachandran S (2003). (TG/CA)n 

repeats in human housekeeping genes. J Biomol Struct Dyn, 21(2):303-10. 



REFERÊNCIAS     106 
 

Shields MB (1983). Axenfeld-Rieger syndrome: a theory of mechanism and distinctions 

from the iridocorneal endothelial syndrome. Trans Am Ophthalmol Soc 81: 736-784. 

Song SJ, Liu YZ, Cong RC, Jin Y, Hou ZQ, Ma ZZ, Ren GC and Li LS (2005). Mutation 

analysis of PAX6 gene in a large Chinese family with aniridia. Chin J Med 118: 302-

306. 

Sørensen KM, Andersen PS, Larsen LA, Schwartz M, Schouten JP, Nygren AO (2008). 

Multiplex ligation-dependent probe amplification technique for copy number analysis 

on small amounts of DNA material. Anal Chem 80(23): 9363-9368. 

Stoykova A, Gruss P (1994). Roles of Pax-genes in developing and adult brain as suggested 

by expression patterns. J Neurosci 14:1395–1412. 

Spallone A (1989). Retinal detachment in Axenfeld-Rieger syndrome. Br J Ophthalmol 73: 

559-562. 

Talamillo A, Quinn JC, Collinson JM, Caric D, Price DJ, West JD and Hill RE (2003). 

Pax6 regulates regional development and neuronal migration in the cerebral cortex. 

Dev Biol 255: 151-163. 

Teraoka SN, Telatar M, Becker-Catania S, Liang T, Onengüt S, Tolun A, Chessa L, Sanal 

O, Bernatowska E, Gatti RA, Concannon P (1999). Splicing defects in the ataxia-

telangiectasia gene, ATM: underlying mutations and consequences. Am J Hum Genet 

64: 1617-1631. 

Tripathi J, Brahmachari SK (1991). Distribution of simple repetitive (TG/CA)n and 

(CT/AG)n sequences in human and rodent genomes. J Biomol Struct Dyn, 9(2):387-

97. 

Ton CC, Hirvonen H, Miwa H, Weil MM, Monaghan P, Jordan T, van Heyningen V, et al 

(1991). Positional cloning and characterization of a paired box- and homeobox-

containing gene from the aniridia region. Cell 67:1059–1074. 

Ton CC, Miwa H, Saunders GF (1992). Small eye (Sey): Cloning and characterization of 

the murine homolog of the human aniridia gene. Genomics 13:251–256. 

Turque N, Plaza S, Radvanyi F, Carriere C, Saule S (1991). Pax-QNR/Pax-6, a paired box- 

and homeobox-containing gene expressed in neurons, is also expressed in pancreatic 

endocrine cells. Development 113:1435–1449. 



REFERÊNCIAS     107 
 

Tzoulaki I, White IMS and Hanson IM (2005). PAX6 mutations: genotype-phenotype 

correlations. BMC Dev Biol 2005, 6:27. 

Vincent MC, Pujo AL, Olivier D, Calvas P (2003). Screening for PAX6 gene mutations is 

consistent with haploinsufficiency as the main mechanism leading to various ocular 

defects. Eur J Hum Genet 11: 163-169. 

Walther C, Guenet J-L, Simon D, Deutsch U, Jostes B, Goulding MD, Plachov D, Balling 

R, Gruss P (1991). Pax: A murine multigene family of paired box-containing genes. 

Genomics 11:424–434. 

Wang Q, Fang WH, Krupinski J, Kumar S, Slevin M, Kumar P (2008). Pax genes in 

embryogenesis and oncogenesis. J Cell Mol Med 12: 2281-2294. 

Wagner A (2002). Selection and gene duplication: a view from the genome. Genome Biol  

3(5): reviews 1012. 

Williams SC, Altmann CR, Chow RL, Hemmati-Brivanlou A, Lang RA (1998). A highly 

conserved lens transcriptional control element from the Pax-6 gene. Mech. Dev. 73, 

225-229. 

Woolfe A, Goodson M, Goode DK, Snell P, McEwen GK, Vavouri T, Smith SF, North P, 

Callaway H, Kelly K, Walter K, Abnizova I, Gilks W, Edwards YJ, Cooke JE, Elgar 

G (2005). Highly conserved non-coding sequences are associated with vertebrate 

development. PLoS Biol 3(1): e7. 

Xu W, Rould MA, Jun S, Despan C and Pabo CO (1995). Crystal structure of a paired 

domain-DNA complex at 25A resolution reveals structural basis for PAX 

developmental mutations. Cell 80:639-650. 

Xu ZP and Saunders GF (1997). Transcriptional regulation of the human PAX6 gene 

promoter. J Biol Chem 272(6): 3430-3436. 

Yamaguchi Y, Sawada J, Yamada M, Handa H, Azuma N (1997). Autoregulation of Pax6 

transcriptional activation by two distinct DNA-binding subdomains of the paired 

domain. Genes Cells 2:255–261. 

Yasuda T, Kajimoto Y, Fujitani Y, Watada H, Yamamoto S, Watarai T, Umayahara Y, 

Matsuhisa M, Gorogawa S, Kuwayama Y, Tano Y, Yamasaki Y, Hori M (2002). 



REFERÊNCIAS     108 
 

PAX6 mutation as a genetic factor common to aniridia and glucose intolerance. 

Diabetes 51: 224-230. 

Yuan H, Kang Y, Shao Z, Li Y, Yang G and Xu N (2007). Two novel PAX6 mutations 

identified in northeastern Chinese patients with aniridia. Mol Vis 13:1555-1561. 

Zielenski J, Patrizio P, Corey M, Handelin B, Markiewicz D, Asch R,  Tsui LC (1995).  

CFTR gene variant for patients with congenital absence of vas deferens. Am J Hum 

Genet 57: 958–960. 

Zhu HY, Wu LQ, Pan Q, Liang DS, Long ZG, Dai HP, Xia K, Xia JH (2006). Analysis of 

PAX6 gene in a Chinese aniridia family. Chin Med J 119(16):1400-1402. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



       109 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 1 



       110 
 

 



       111 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 2 



       112 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



       113 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXO 3 



       114 
 

 



       115 
 

 



       116 
 

 



       117 
 

 



       118 
 

 



       119 
 

 



       120 
 

 


