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Diagnostico laboratorial do albinismo oculocutaneo

Laboratory diagnosis of oculocutaneous albinism

Luciane de Melo Rocha’, Lilia Maria de Azevedo Moreira?

TR resumo

Albinismo oculocutineo Objetivo: Avaliar os métodos laboratoriais dos diferentes tipos de albinismo oculocutaneo (OCA 1 e
OCA 2) de forma descritiva e analisar sua eficiéncia. Material e método: O teste do bulbo capilar é um
método quimico usado para distinguir as duas formas, no entanto recentemente teve sua eficacia como
teste padrdo contestada. O avanco da biologia molecular permite a anélise das mutac6es que causam
o distdrbio e a sua localizacdo génica. Conclusao: O teste do bulbo é seguro apenas para o diagndstico
do OCA 1A, podendo ser usado como complemento de um método mais apurado. A analise molecular
fornece um diagnéstico definitivo, permitindo distinguir OCA 1 de OCA 2, pois as mutacdes afetam
genes em cromossomos diferentes.
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Genética molecular

abstract IS Y™

Objectives:To evaluate the laboratories methods of the oculocutaneous albinism (OCA Tand OCA 2) of descriptive | Oculocutaneous albinism
form and to analyze its results. Methods: The hair bulb test is a chemical method used to distinguish the two
forms, however, recently had its effectiveness as an standard test contested. The advance of molecular biology
allows the analysis of the mutations that cause the disturb and its genic location. Conclusions: The bulb test
is secure only for the diagnosis of OCA 14, being able to be used as complement of a more refined method. | Hgir butb test
The molecular analysis supplies a diagnostic definitive allowing to distinguish OCA T from OCA 2, because the
mutations affect genes in different chromosomes.
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gram para o topo neural da pele, os foliculos capilares

Introducéo

O albinismo é um distGrbio de natureza genética em
que ha reducdo ou auséncia congénita do pigmento me-
lanina. O principal tipo de albinismo é o oculocutaneo
(OCA), caracterizado pela auséncia total ou parcial de
pigmento. A melanina é sintetizada por melandcitos,
células dendriticas localizadas na juncéo da derme com
a epiderme da pele, através de reaces enziméticas que

e a Uvea dos olhos@?. Assim, sao diretamente respon-
séveis pela caracteristica de cor. Embora a sintese de
pigmentos ocorra dentro dos melandcitos, a maioria dos
pigmentos da pele é encontrada em vesiculas cheias de
melanina, conhecidas como melanossomos, localizadas
dentro de células chamadas de queratinécitos®?.

Melanossomos sdo organelas semelhantes aos li-

convertem a tirosina em melanina através da enzima
tirosinase®?. Durante o desenvolvimento embrionario,
as células precursoras de melanina (melanoblastos) mi-

sossomos produzidos pelo complexo golgiense e pelo
reticulo endoplasmético rugoso, que os tornam madu-
ros e pigmentados. Em seguida sdo transportados por
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processos dendriticos e encaminhados para queratinécitos
adjacentes®. O pH dentro dos melanossomos é de funda-
mental importancia para regular a atividade da tirosinase.
Provavelmente, a proteina de membrana melanossdmica
responsavel pela neutralizacdo do pH é a P-proteina®?.
Acredita-se que ela funcione como um canal que reduz a
concentracéo de prétons dentro do melanossomos®®22. Ao
corar células humanas com uma solucéo fracamente fluo-
rescente, é possivel perceber que o pH de melanossomos
de melandcitos brancos é 4cido, enquanto que nos negros
séo mais neutros® 22, Isso sugere que ambientes acidos
causam redug@o da atividade da tirosinase® 22,

Classificacao do albinismo
O albinismo é classificado em:
¢ ocular — quando somente os olhos sofrem despigmentacao;

e parcial - o organismo produz melanina na maior parte do
corpo, mas em outras partes isso nao ocorre;

e oculocutaneo - todo corpo é afetado. O bloqueio da
sintese de melanina é completo no tipo OCA 1 (albinismo
oculocutaneo tirosinase-negativo) e seus olhos, cabelos e
pele ndo desenvolvem nenhum pigmento® . Nos outros
tipos o bloqueio nédo é completo e uma quantidade variavel
de melanina é formada, podendo haver nos individuos
afetados escurecimento dos cabelos e desenvolvimento de
pigmento na iris com a idade®. O OCA 1 é ainda dividido
em OCA TAe OCA 1B, sendo o primeiro a mais severa forma
de OCA®. O nivel de tirosinase é bastante reduzido no OCA
1B, mas nao ausente®. O OCA 2 (albinismo oculocutaneo
positivo) é o tipo de albinismo mais comum® .

Sintese de melanina

Podem ser formados dois tipos de melanina: a feomela-
nina (amarela e vermelha) e a eumelanina (preta e marrom).
Aformacao de algum pigmento em albinos com certos tipos
de OCA sugere que a feomelanina é a primeira a ser formada,
surgindo a eumelanina muito tempo depois®. Culturas de
melandcitos em individuos de peles clara e escura demons-
traram que a atividade catalitica da tirosinase na eumelanina
€ maior quando comparada a da feomelanina®22. Entretanto,
apesar dessa diferenca, a quantidade da enzima é a mesma"-
22,0 pH melanossomico provavelmente esté envolvido no
controle da atividade da enzima® 2". Qutras proteinas de
membrana envolvidas nas diferencas entre as duas melaninas
sdo a proteina silver (SILV), a proteina 1 relacionada a tiro-
sinase (TRP1) e a TRP2. Essas duas Ultimas sdo encontradas
apenas em eumelanossomos@?.

A enzima tirosinase é responsavel pela hidroxilacdo da
tirosina a 3,4-diidroxifenilalanina (Dopa) e pela oxidacdo da
Dopa em dopaquinona®® 1 20:22_ A eumelanina é derivada
da dopacromo, enquanto a feomelanina deriva do metabo-
lismo da 5-S-cisteina-Dopa‘ 2. No eumelanossomo ocorre
a isomerizacdo da dopacromo em écido 5,6-diidroxindol-2-
carboxilico (Dhica) pela enzima dopacromo tautomerase,
e a oxidacdo da Dhica é realizada pela Dhica-oxidase® > 22
(Figura 1). Portadores de albinismo oculocutédneo nado con-
seguem oxidar a tirosina em Dopa através da tirosinase!?.

Tirosina
Tirosinase —»

DOPA
Tirosinase —»

DOPAquinona

SN

DOPAcisteina DOPAcromo
Feomelamina DHlI DHICA
\v/
Eumelanina

Figura 1 - Biossintese de melanina

Diagnostico clinico

Os albinos séo praticamente incapazes de transformar a
tirosina em melanina. Conseqlientemente, tém a pele muito
clara, cabelos brancos ou claros e seus olhos sd@o vermelhos,
pois a luz refletida atravessa os vasos sangiineos dos olhos,
ou, ainda, azul-esverdeados, se houver formacéo de algum
pigmento na iris@". Possuem fotofobia, astigmatismo, mio-
pia, além de outros distlrbios visuaist > 29,

Freqiiéncia nas populacoes

Diversas pesquisas sobre o albinismo mostram que a
caracterfstica estd presente em todas as etnias, embora tenha
uma prevaléncia aumentada entre negros. E estimado que
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uma em 17 mil pessoas tenha um dos tipos de albinismo.
O OCA 1 atinge aproximadamente um em 40 mil individuos
na maioria das populacdes®. A freqiiéncia de OCA 2 nos EUA
€ de um em 36 mil??; um em 10 mil nos negros afro-ameri-
canos e um em 1.100 na populagéo nigeriana em geral®,

Deteccdao de OCA 1 e OCA 2

Clinicamente é dificil distinguir entre as duas formas de
albinismo oculocutaneo. O albino tirosinase-positivo pode
desenvolver uma melhor acuidade visual na idade adulta,
sendo essa a melhor forma de uma possivel distin¢do entre
os dois tipos de albinismo®. A heterogeneidade das formas
de albinismo oculocutaneo foi evidenciada em um estudo
realizado por Trevor-Roper@, depois que pais albinos
tiveram criancas normais, apontando a existéncia de dois
loci distintos'”. Como ha diferenca no condicionamento
genético dos subtipos de albinismo, casais albinos podem
ter filhos com pigmentacdo normal. Nesse caso, para o
aconselhamento genético é necessaria a identificacao cor-
reta da forma de albinismo.

O objetivo do presente trabalho é descrever os principais
métodos de andlise que diferenciam o albinismo oculocu-
taneo positivo do negativo.

Material e método

Teste do bulbo capilar

As diferencas entre OCA 1 e OCA 2 foram evidenciadas
por métodos quimicos, como o teste do bulbo capilar.
Esse teste parte do principio de que albinos oculocutédneo
positivos, ao contrério dos negativos, produzem certa
quantidade de melanina.

Bulbos capilares sdo usados como fonte de melandci-
tos(%. A atividade catalitica da tirosina é determinada pela
incubagdo com Dopa ou tirosina e conseqtiente indugao da
sintese de melanina verificada pela inspecéo visual ou por
ensaios bioquimicos®. As amostras dos albinos tirosinase-
positivos produzem pigmentos visiveis ao microscépio,
como demonstrado na Figura 2, enquanto os tirosinase-
negativos nao os produzem® 1,

Material
e Incubacdo na solugdo de L-tirosina:
- oito a 10 bulbos de cabelo de cada paciente;

-1 mg/ml de L-tirosina em 0,1 fosfato, pH 6,8;

Figura 2 - Raiz de cabelo de individuo albino evidenciando a diferenca entre OCA 1 e OCA
2. O detalhe mostra a produgdo de melanina em tirosinase-positivo. Aumento de56x""

- 0,01 M de dietioditiocarbamato de sodio adicionado a
solugdo;
- 0,01 M de 4-clororesorcinol adicionado a solugao;

— microscépio com aumento de 80x.

Procedimento

Os fios de cabelo sdo colhidos com um UGnico puxo,
fazendo uso de um pequeno alicate odontolégico. A seguir
sdo separados, identificados e, entéo, cortados e levados
para analise™. A incubacdo de cada fio é feita separada-
mente numa solucdo contendo L-tirosina a 37° por 24
horas. Ap6s a incubacdo, os bulbos séo lavados em dgua
destilada, colocados em laminas de vidro e observados ao
microscopio com aumento de 80xP.

¢ Incubacdo na solugdo de L-Dopa:
- oito a 10 bulbos de cada paciente;

-1 mg/ml de L-Dopa em 0,1 fosfato, pH 7,4.

Procedimento

A diferenca entre esta solucdo e a da L-tirosina, é que a
incubacgdo na L-DOPA é feita por 5 horas e néo sdo adicio-
nados os inibidores da tirosinase, dietioditiocarbamato de
sodio e 4-clororesorcinol. Essa solucdo é usada para deter-
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minar se os bulbos que ndo apresentaram atividade com a
tirosina podem revelar algum resultado com Dopa‘.

O teste do bulbo foi descrito na década de 1970. Sua
andlise é qualitativa, e ndo quantitativa. Quando se quer
comparar a atividade da tirosinase em individuos hete-
rozigotos com controles, é feita uma andlise quantitativa
medindo a quantidade de dgua formada na oxidacéo da
tirosina em Dopa. Atualmente, embora essa técnica seja
usualmente referida como sensivel na diferenciacéo das duas
formas de albinismo oculocutaneo, é verificada a ocorrén-
cia de falsos positivos e negativos, ndo sendo geralmente
utilizada como método Unico®.

Analise molecular da seqiiéncia génica

Com o avanco da biologia molecular foi possivel localizar
0s genes nos quais ocorrem as mutacgdes nos diferentes tipos
de albinismo. A tecnologia dos marcadores genéticos tornou
possivel o0 mapeamento genético de doencas hereditérias
e, assim, saber a localizacdo cromossdémica de doencas
mendelianas. Um gene pode, entdo, ser ampliado pela
tecnologia de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e, dai,
ter sua seqiiéncia nucleotidica desejada™®. Comparando
essa seqliéncia com a de um individuo afetado, é possivel
conhecer as mutagdes ocorridas e como elas afetam a
producdo da enzima ou proteina.

A definicdo do locus génico em que ocorre a mutacdo € im-
portante para caracterizar o tipo de albinismo. A mutacdo no
locus TYR, que estd no cromossomo 11 (11q14-q21)51%22,
afeta a producdo da tirosinase e ocorre OCA 10:451522_ No
entanto, quando a alteracdo ocorre no locus OCA 2, localizado
no cromossomo 15 (15q 11,2 -q12)119, a proteina afetada
€ a P-proteina e o individuo tem OCA 214522 Como j4 dito
anteriormente, essa proteina controla o pH melanossdmico,
fundamental para a atividade da tirosinase.

A estratégia de andlise usada por um laboratério de
genética brasileiro para o albinismo oculocutaneo positivo
€ a andlise de mutagdo®. Para o negativo é feito o seqlien-
ciamento de todos os cincos éxons envolvidos.

Métodos

Preparacao do DNA genémico

Amostras de sangue sdo coletadas dos pacientes e os
linfécitos, isolados por lise osmética '%). Depois de lisados,
séo incubados com 75 pg/ml de proteinase K a 60°C por
toda uma noite™. O DNA é isolado por extracdo da fase
aquosa com fenol e cloroférmio, sendo por fim precipitado
com etanol™. O DNA é cortado com Taq | a 65°C, separado
por gel de agarose e analisado com Southern blotting“®. Os
fragmentos desejados sdo obtidos através de sondas, que séo
sequiéncias nucleotidicas complementares marcadas com ma-
terial fluorescente(™). Para amplificacdo do DNA é realizada
a técnica de PCR(. Os primers sintetizados sdo analisados
em comparagdo com a seqliéncia normal conhecida de
nucleotideos. Assim é possivel verificar qual ou quais bases
foram trocadas e que aminoacidos foram gerados.

Andlise das seqiiéncias

Em um estudo feito por Oetting et al.("¥), foi obtido o
seqlienciamento molecular de trés individuos com OCA 1
de uma mesma familia, sendo que dois eram gémeos. Os
trés apresentaram uma mutacdo do tipo sem sentido no
c6don 81 (Pro—Leu) dentro do éxon 1. Os gémeos tiveram
uma segunda mutacéo no cédon 371(Asn—Thr) dentro do
éxon 3 e o terceiro individuo teve uma segunda mutacdo
no c6don 47 (Gli—Asp). Portanto foram necessarias duas
diferentes mutacdes para resultar na perda da funcdo da
enzima®, como mostrado na Figura 3.

Terceiro individuo:
Cddon 47 Normal
Cédon 47 Mutante 5'

GAC

Gémeos:
Cobdon 371 Normal 5' TATATGAATGGAACA 3'
Cédon 371 Mutante 5'

5'CCCTGTGGCCAGCTT 3

ACT 3

Cdédon81 5 TCGTGGCCTTCCGTC 3
Codon81 5 CTT 3
Cdédon81 5 TCGTGGCCTITCCGTC 3
Codon81 5 CTT 3

Figura 3 - Mutacbes encontradas nos trés albinos estudados por Oetting et al. No terceiro individuo os aminodcidos GLI e PRO foram trocados por ASP e LEU, respectivamente.

Nos gémeos, os aminodcidos PRO e ASN foram trocados por LEU e THR(®)
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Discussao e conclusao

O teste do bulbo piloso diferencia 0 OCA 1 do OCA 2. Este
ensaio pode ser utilizado para identificar o OCA 1A com segu-
ranga. Entretanto, um resultado positivo mostra a possibilidade
de outros tipos de albinismo como OCA 1B, OCA 2, OCA 3
ou AO 169, A confirmacdo dessas outras formas de albinismo
é obtida com seguranca pelo seqlienciamento das mutagdes.
Como os genes que codificam as proteinas envolvidas nas
formas de OCA estdo em cromossomos diferentes, apenas a
localizacdo cromossomial das mutacdes teoricamente ja seria
suficiente para distinguir as duas variacdes.

Portanto, os albinos tirosinase-positivos produzem certa
quantidade de melanina ndo porque tém o gene da tirosinase
afetado, e sim devido ao funcionamento incorreto da enzima
que regula o pH. Ou seja, a enzima é ativa, entretanto ndo tem
um meio adequado para funcionar, enquanto os negativos nao
produzem nenhuma melanina devido ao total comprometi-
mento da tirosinase.

Os avancos nas técnicas de seqlienciamento molecular
proporcionam a identificacdo dos cromossomos envolvidos
nas diferentes formas de albinismo, assim como informagdes
sobre as mutacdes presentes. Essas informacdes possibilitam
uma melhor compreensao do disturbio e futuras possibilidades
de melhoria nas condi¢c@es de vida dos albinos, uma vez que o
conhecimento preciso das suas causas é uma condicdo para a
elaboracéo de técnicas mais eficazes de prevencdo e tratamento.
Os resultados proporcionados pela anélise molecular configu-
ram-se como os mais adequados, j& que apontam os genes que
ocorrem nas mutacOes e a natureza dessas mutacoes.
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