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RESUMO

De Andrade, B. M. A. Estudo molecular epilepsia mioclénica progressiva de Unverricht-
Lundborg (empl) na populagéo brasileira. 2018. 79 folhas. Dissertacdo (Mestrado) —

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

A doenca de Unverricht-Lundborg (DUL) é considerada uma doenca rara, autossdmica
recessiva, sendo também denominada de Epilepsia Miocl6nica Progressiva do tipol (empl),
causada por mutacdes no gene codificador (CSTB) da proteina cistatina B. A cistatina B é
uma proteina essencial para a regulacdo dos processos fisiolégicos do ser humano, e sua
expressdo reduzida parece ser a causa primaria da EMP1. A doenca em geral se inicia entre 0s
seis e dezesseis anos, manifestando-se tanto como crises miocldénicas como por crises tonico-
clénicas generalizadas. Trata-se de uma doenca grave e limitante, cujo diagndstico preciso €
extremamente importante para as condutas apropriadas, incluindo aconselhamento genético.
Este estudo tem como objetivo o estudo molecular e caracterizagdo da expansédo instavel de
repeticdo dodecamérica (CCCCGCCCCGCQG) da regidao promotora 5’ ndo traduzida do gene
CSTB entre pacientes com suspeita de EMP1 na populacéo brasileira. No presente estudo,
selecionamos 64 pacientes entre eles 54 casos indices do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto (HCFMRP-USP) com suspeita de EMP1. Os restantes 10
casos eram parentes dos casos indices. Os 54 pacientes foram seguidos no setor de Epilepsia
com diagnostico clinico e eletrofisiologico de EMP1, e foram encaminhados para o setor de
Neurogenética para diagnostico molecular. Destes 54 casos indices, apenas 5 foram
diagnosticados através da biologia molecular com expansdo dodecamera acima de 30
repeticdes, sugestivo de DUL. Espera-se, com este estudo, identificar a populacdo de
pacientes com EPM1 que tenham mutagéo no gene CSTB e com os resultados de este projeto
possibilitar assim um melhor entendimento da etiopatogenia e proporcionar um diagnostico
preciso dos casos de DUL.

Palavras-chave: DUL (Doenca Unverricht-Lundborg). CSTB. Cistatina B. EMP1 (Epilepsia
Mioclonica Progressiva tipo 1). Crises mioclonicas.



ABSTRACT

De Andrade, B. M. A. Molecular progressive myoclonic epilepsy study of Unverricht-
Lundborg (empl) in the Brazilian population. 2018. 79 pages. Dissertation (Master).
Ribeirdo Preto School of Medicine, University of Sao Paulo, 2018.

Unverricht-Lundborg disease (ULD) is considered a rare autosomal recessive disease, also
known as Progressive Myoclonic Epilepsy Type 1 (EMP1), caused by mutations in the CSTB
gene, which provides instructions for making a protein called Cystatin B. Such protein is
essential for regulating a person's physiological processes, and its reduced expression seems
to be the first cause of EMP1. Affected individuals usually begin showing signs and
symptoms of the disorder between the ages of 6 and 16, which manifests both as myoclonus
or as generalized tonic-clonic crises. It is a grave and limiting condition whose precise
diagnosis is extremely important for appropriate conducts, including genetic counseling. This
study has as a goal the molecular evaluation and characterization of the unstable expansion of
the decametric repetition (CCCCGCCCCGCG) from the non-translated CSTB's 5' gene
promoter region among Brazilian patients with suspected EMP1. In this study, 64 patients
were selected, among them 54 key figures from Hospital das Clinicas of Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto (HCFMRP-USP) with suspected EMP1. The other 10 figures
were related to the key figures. The 54 patients were followed in the Epilepsy sector with
EMP1 clinical and electrophysiological diagnostics and were forwarded to the neurogenetics
sector for a molecular diagnostic. From such 54 key figures, only 5 were diagnosed through
molecular biology with decametric expansion above 30 repetitions, suggestive of ULD. This
study is aimed to identify the EPM1 patients with CSTB genetic mutation and hopefully the
results of this identification will enable a better understanding of the etiopathogeny and

provide with a exact diagnosis of ULD cases.

Keywords: DUL (Unverricht-Lundborg disease). CSTB. Cystatin B. EMP1 (Progressive
Myoclonic Epilepsy type 1). Myoclonic seizures.
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1.1  CONCEITOS SOBRE EPILEPSIA

A epilepsia é uma desordem cerebral caracterizada predominantemente pela recorrente e
imprevisivel interrupcdo da funcdo cerebral normal, gerando descargas irritativas e as
consequentes crises epiléticas (FISHER et al., 2005).

De acordo com International League Against Epilepsy (ILAE), em documento de 2005, a
epilepsia é um “distarbio cerebral causado por predisposicao persistente do cérebro para gerar
crises epilépticas e pelas consequéncias neurobioldgicas, cognitivas, psicossociais e sociais da
condicdo caracterizada pela ocorréncia de pelo menos uma crise epilética” (FISHER et al.,
2005).

O termo “desordem” ¢ em geral mal compreendido pela populagdo e minimiza a natureza
séria da epilepsia, o que fez com que a ILAE e o International Bureau de Epilepsia (IBE)
tenham redefinido epilepsia como sendo uma doenca cerebral (FISHER et al., 2014).

A epilepsia é uma das condicdes neuroldgicas mais comuns dos seres humanos, com uma
prevaléncia de 3% na populacdo geral. A causa de pelo menos 40-50% de todas as formas de
epilepsia ndo é conhecida, sendo classificadas como idiopaticas (Figura 1) (CERU et al.,
2005).

Epilepsias

Idiopaticas

Mioclonicas Progressivas
MERRF{Diosnca fibrzs vermalhas inemulares)
LCM{Lipofiscinoss Ceroide Neuronal)
EMP1{Daoenca Unvericht Lundbore)
EMP{Dro=ngz Lafors)

Halidosss

Causa desconhecida maioria hereditaria

Devido a leses ou cansas organicas

Figura 1: Representacdo esquematica da subdivisao das epilepsias.
Fonte: Adaptado de (CERU et al., 2005).
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Nas epilepsias de causa genética, a hiperexcitabilidade neural esta associada a mutacGes
em varios genes envolvidos na comunicacao neural e na producdo de energia (NAPOLIONI,
2009).

1.1.1 Epilepsias Mioclonicas Progressivas

As Epilepsias Mioclonicas Progressivas (EMPs) sdo um grupo bastante heterogéneo e
incomum de epilepsias, com forte componente genético e evolucdo desfavoravel. A
deterioracdo neurologica é variavel a depender da etiologia e pode levar a manifestacdes que
alteram drasticamente as atividades de vida didria e qualidade de vida do paciente
(SIQUEIRA, 2010).

O aparecimento dos sintomas varia desde a infancia até a adolescéncia, mas podem
aparecer na idade adulta. A maioria das desordens que causam EMP podem ser
diagnosticadas com origem genética conhecida (ZUPANC; LEGROS, 2004).

As mioclonias s&o tipicamente fragmentadas e multifocais, sendo muitas vezes
precipitadas pela postura, acdo ou estimulos externos tais como luz, som ou contato. Elas sdo
particularmente aparentes na musculatura da face e nas extremidades distais (SHAHWAN;
FARRELL; DELANTY, 2005).

S&o reconhecidas, no momento, seis condi¢des que causam a EMP, cuja identificacdo
precisa foi possivel devido aos avangos da genética molecular (SHAHWAN; FARRELL,;
DELANTY, 2005). As caracteristicas comparativas entre as seis EMPs em negrito sdo

apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Genética molecular da EMP

Proteina
(mmussnmu

Ch21g22.3 CistatinaB  Inibidoraprotease  Expansdocinstavelda
cisteina repeticdododecamera
ou mutactesde ponto

AR Cheq24 EMPZA Laforina Dupla Mais de 20mutactes
Cheq22 NHLRC1 - especificidade
proteinatirosing
fosfatass
Maternal Dna MTTE tRMALys Metabolismo e Mutacesde ponto
Mitocondrial fungdo mitocondrial
AR Chllpls TPEL Tripeptideo - Warias
peptidase 1

AR Chéep CLN3 - - 1-02 kbp delectes

ARSAD - - - - -
Variante AR Chl3g21q32 CLNS - - CLNS maioriafinlandesa
tardia
infantil
finlandesa
Variante AR Ch15q21-23 CLMNE - - Varias
tardia
infantil
Tipo | AR Chep21.3 NEU1 Sialidasel - Warias
Tipo 11 Ch20 NEU1 Sialidazel - Warias

AD Chl2pl3.31 DRPLA Atrofinal - Expansdoinstavel da

repeticioCAG

DUL-Doenga de Unverricht Lundborg, MERRF- Epilepsia mioclonica com fibras vermelhas irregulares,
LCN- Lipofuscinoses cerdides neuronais e ADRPL- Atrofia dentatorrubropa- lidoluisiana
Fonte: Adaptado de (SHAHWAN; FARRELL; DELANTY, 2005)

A doenca de Lafora (DL) é de heranca autossdmica recessiva. Na maioria dos pacientes, o
inicio dos sintomas ocorre com 0 surgimento de crises epilépticas entre 0s 12 e 0s 17 anos de
idade (SIQUEIRA, 2010), sendo caracterizada pela presenca de epilepsia mioclonica,
deméncia e corpos de Lafora, que sdo inclusdo de poliglicanos intracelulares que se coram
positivamente pelo Schiff e sdo encontrados nos neurdnios, cora¢do, musculo esquelético,
figado e células do duto da glandula sudoripara (SHAHWAN; FARRELL; DELANTY, 2005;
SIQUEIRA, 2010).

Mais de 80 % dos pacientes com a doenca tem uma mutacdo no gene EMP2A no
cromossomo 6g24. A confirmacgdo do diagnostico se da pela identificacdo dos corpusculos de
Lafora em material de biopsia (SIQUEIRA, 2010).

A epilepsia mioclonica com fibras vermelhas irregulares ou myoclonic epilepsy with
ragged red fibres (MERRF) é uma das causas comuns da EMP (SHAHWAN; FARRELL;
DELANTY, 2005). A MERRF tem padréo de heranga mitocondrial, também conhecido como
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heranca materna. Este padrdo de herancga associa-se aos genes MT-TK, MT-TL1, MT-TH e
MT-TS1contidos no DNA mitocondrial, caracterizando-se a doenga MERRF. Mutagdes no
gene MT-TK sdo a causa mais comum de MERRF, ocorrendo em mais de 80% dos casos.
Menos freglientemente, mutacdes nos genes MT-TL1, MT-TH e MT-TS1 foram relatados
causando os sinais e sintomas da MERRF (SATISHCHANDRA; SINHA, 2010).

A sindrome MERRF se caracteriza por mioclonia, epilepsia generalizada, ataxia e fibras
vermelhas rasgadas na biopsia muscular. Seu espectro clinico varia amplamente inclusive
dentre os membros da mesma familia, tendo a idade de inicio extremos de 3 a 62 anos
(SIQUEIRA 2010).

Lipofuscinoses Cerdides Neuronais (LCN) sdo, coletivamente, a encefalopatia progressiva
hereditaria mais comum da infancia, com frequéncia de 7-8 por 100.000 nascidos
vivos. Todas as formas de LCNs sdo caracterizadas por morte neuronal progressiva no
sistema nervoso central (SNC), causando epilepsia e progressivo declinio mental e fisico
(JALANKO; TYYNELA; PELTONEN, 2006). O acumulo de lipopigmentos auto
fluorescentes conhecidos como lipofuscina cerdide ¢ o achado histolégico comum a este
grupo (SIQUEIRA 2010). A heranca, em geral, € autossdmica recessiva, com excecdo de
algumas formas adultas, onde predomina a heranca autossomica dominante. (SIQUEIRA
2010).

A Sialidose do tipo I (sindrome mioclénica com mancha vermelho cereja) é causada pela
deficiéncia da alfa neuraminidase. Tem inicio juvenil ou adulto com mioclonias de acdo e
intencdo, crises tonico-clonicas e perda visual lenta e progressiva. As sialidoses sdo doencas
de heranca autossémica recessiva e o0 gene da sialidose humana (NEU1) se localiza no locus
6p21.3 (SIQUEIRA 2010).

A Sialidose do tipo Il é uma doenca grave de inicio infantil associado a deformidades
Osseas, dismorfismo, mioclonia, mancha vermelho cereja e letalidade precoce
(RAMANCHANDRAN et al., 2009). E causada por deficiéncia dos &cidos N-acetil
neuraminidase e beta galactosialidase ( SHAHWAN; FARRELL; DELANTY, 2005).

A atrofia dentatorrubropalidoluisiana (DRPLA) é uma doenca neurodegenerativa rara, de
heranga autossomica dominante, caracterizada por ataxia cerebelar, coreoatetose, mioclonias,
epilepsia, deméncia e sintomas psiquiatricos (SIQUEIRA 2010). Pacientes com inicio antes
dos 20 anos freqlientemente apresentam o fenétipo de EMP, caracterizada por ataxia,

convulsdes, mioclonia e progressiva deterioracao intelectual.
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A DRPLA é causada por uma expansao instavel de repeticdes CAG no gene DRPLA,
localizado na regido12p13.31(SHAHWAN; FARRELL; DELANTY, 2005). As alteracoes
anatomopatoldgicas consistem de degeneracdo dos sistemas dentato-rubro-palido- luisiano. O
diagnostico é confirmado pela identificacdo do nimero anormal de repeticdes CAG no teste
genético (SIQUEIRA 2010).

Algumas caracteristicas clinicas entre as EMPs sdo apresentadas na Tabela 2
(SHAHWAN; FARRELL; DELANTY, 2005).

Tabela 2 — Caracteristicas clinicas entre as EMPs

Doenca Idade de | Convulsdes Sinais Deméncia Dimorfismo
inicio Proeminentes | Cerebelares
[ann:s}

Mioclonias Suave ou Suave e tardiaou Normal
Tardio ausente
12-17 Miocloniase Cedo Cedo e implacavel MNormal Nao
Convulstes
occipitais
Qualquer Mioclonias Variavel Variavel Com ou sem Com ou sem
idade +H atrofia otica ou
retinopatia
Variavel Variavel Variavel Rapidamente Degeneracao Nao
Progressiva macularefalha
visual, exceto
doenca Kufs
Variavel Mioclonias Gradual Ausente no tipol; Mancha Cherry-  Tipoll
+++ dificuldade para vermelha ++

aprender no tipoll
+ = caracteristica proeminente.

Fonte: Adaptado de ( SHAHWAN; FARRELL; DELANTY, 2005)

1.2 DOENCA DE UNVERRICHT LUNDBORG (DUL) OU EPILEPSIA
MIOCLONICA PROGRESSIVA TIPO1 (EMP1)

A EMP1 é uma doenca autossdmica recessiva descrita por Unverricht, em 1891, e
Lundborg, em 1903. Foi inicialmente reconhecida em 12 familias finlandesas, sendo,
posteriormente, descrita na Europa Meridional e Norte da Africa. Ha também casos

esporadicos relatados em diversas partes do mundo (SIQUEIRA, 2010).
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A Finlandia apresenta a maior prevaléncia de DUL 4:100.000 nascidos vivos, mas as areas
do Mediterraneo e da América do Norte também parecem ter prevaléncia aumentada
(DUARTE et al., 2015).

1.2.1 Caracteristicas Clinicas

Os sintomas iniciais geralmente aparecem entre 0s seis e 0s dezesseis anos, tanto na forma
de crises mioclonicas como na de crises tonico-clonicas generalizadas (KALVIAINEN et al.,
2008).

A mioclonia torna-se mais frequente entre 5 a 10 anos apds o inicio dos sintomas
caracteristicos, sdo progressivas e cerca de um terco dos pacientes tornam-se gravemente
incapacitados, indo para cadeira de rodas, tornando-se incapazes de comer e beber sem auxilio
(KALVIAINEN et al.,, 2008). Embora as mioclonias sejam incapacitantes e resistentes a
terapia, os pacientes geralmente aprendem a suporta-las e, com suporte adequado, terem vida
ativa. (KALVIAINEN et al., 2008).

As caracteristicas anormais parecem ser mais proeminentes durante a fase inicial da
doenca, estando associadas aos abalos miocl6nicos e as crises tonico-clénicas generalizadas,
as quais tendem a diminuir ao longo da doenca, refletindo uma estabilizacdo no EEG
(KALVIAINEN et al., 2008). Aproximadamente 15 anos apds o inicio da doenga h4d uma
reducdo gradual das polipontas e da fotossensibilidade (FERLAZZO et al., 2007).

O fen6tipo da EPM1 € mais heterogéneo do que se imaginava, sendo que no inicio podem
aparecer ataxia de marcha, incoordenacdo apendicular, tremor intencional e disartria, havendo
grande variabilidade quanto ao grau de gravidade do quadro clinico, mesmo em individuos da
mesma familia (KALVIAINEN et al., 2008) e apesar dessa piora global e progressiva que
caracteriza a evolucdo desta doenca, o quadro neuroldgico costuma se estabilizar apos a
quarta década de vida. (SIQUEIRA, 2010).

1.2.2 Diagndstico

O diagndstico de DUL € baseado em trés etapas (CRESPEL et al.,2016):
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Avaliacdo clinica: uma combinacdo do histérico (idade de inicio, antecedentes familiares e

étnicos, aspectos e progressdo de convulsdes e mioclonia) e exame clinico-neuroldgico,
incluindo avaliacdo cognitiva mostrando a auséncia de comprometimento severo e
progressivo. A exclusdo de manifestacdes como alteracdo da sensibilidade € igualmente
importante.

Avaliacdo complementar: avaliacdo do EEG poligrafico e video-gravacdes de EEG (com

avaliacdo de mudancastempo) e estudos neurofisiologicos também podem ajudar a distinguir
DUL de outras EMPs.

Confirmacdo do diagnostico: demonstracdo da uma mutacdo caracteristica nos 2 alelos no
gene CSTB.

1.2.3 Fisiopatologia

O gene CSTB, localizado na regido 21g22.3, codifica a cistatina B (LALIOTI;
ANTONARAKIS; SCOTT, 2003), sendo sua mutacao responsavel pela EMP1(LEHESJOKI,
2003). A perda geral da fungdo da proteina cistatina B, devido sua expressao reduzida, parece
ser a consequéncia patologica primaria da maioria destas mutacdes (JOENSUU;
LEHESJOKI; KOPRA, 2008).

1.2.4 Cistatinas

As cistatinas constituem uma superfamilia proteica de inibidores enzimaticos.

Sua principal funcdo € garantir protecdo de celulas e tecidos contra a atividade
proteolitica das peptidases lisossdmicas que sdo liberadas ocasionalmente na morte celular
normal ou "intencionalmente” pela proliferagdo de células cancerosas ou por organismos
invasores, como parasitas. Podem ser agrupadas em trés grandes familias de proteinas
(Figura2) (ABRAHAMSON; FERNANDEZ; NATHANSON, 2003).
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Copstatin A tstedln) Costalin € Cy=tatin E
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Figura 2: Os membros da super familia das cistatinas e seus dominios
Fonte: Adaptado de (ABRAHAMSON; FERNANDEZ; NATHANSON, 2003)

As cistatinas do tipo 1 sdo cistatinas intracelulares que estdo presentes no citosol de
muitos tipos de células. Elas séo polipeptidos de cadeia simples de ~ 100 aminoacidos e ndo
apresentam ligagdes dissulfureto e nem cadeias laterais de carboidratos (ABRAHAMSON,;
FERNANDEZ; NATHANSON,2003).

As cistatinas do tipo 2 sdo principalmente proteinas extracelulares e secretadas. S&o
polipeptidos de cadeia simples que apresentam 120 aminoacidos e duas pontes de dissulfureto
conservadas na extremidade C-terminal da sequéncia. (ABRAHAMSON; FERNANDEZ;
NATHANSON,2003).

As cistatinas do tipo 3 sdo os kinindgenos, proteinas multi-dominio. Essas proteinas sao
cistatinas de alta massa molecular (60-120 kDa) apresentando trés dominios inibidores de
cistatina de tipo 2 repetidos. S&o proteinas glicosiladas. Os kinindgenos estdo localizados em
topografia intravascular, sendo encontrados no plasma sanguineo e, como resultado de
difusdo, em liquidos sinoviais e amnidticos. (ABRAHAMSON; FERNANDEZ;
NATHANSON,2003).

As cistatinas do tipo 1 possuem um dominio inibidor e séo potentes inibidores da papaina
e das catepsinas L, S e H. As cistatinas do tipo 2 (um dominio inibidor) sdo importantes
inibidores de cisteina e protease enddgenos de cisteina proteases de papaina, incluindo
cisteinas de cisteina, proteases de parasitas como cruzipain e asparaginil endopeptidase de
mamifero (ABRAHAMSON; FERNANDEZ; NATHANSON,2003).
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A atividade inibidora das cistatinas é vital para regulacdo dos processos fisiologicos,
limitando a atividade extremamente destrutiva das proteases alvo. As falhas nos mecanismos
bioldgicos que controlam as atividades de protease resultam em muitas doencas, incluindo
doencas neurodegenerativas, doencas cardiovasculares, osteoporose, artrite e cancer.( TURK;
STOKA,; TURK, 2008).

1.2.5 Cistatina B e sua funcéo biol6gica

A cistatina B € uma proteina monomerica, composta por 98 aminoacidos, sem ligacGes
dissulfureto intramoleculares (ULBRICH et al., 2014), com peso molecular de 11 Kda
(JOENSUU; LEHESJOKI; KOPRA, 2008). A cistatina humana consiste em uma folha beta
de cinco cadeias enrolada em torno de uma alfa-hélice de cinco curvas (Figura 3) (JOENSUU,;
LEHESJOKI; KOPRA, 2008).

Figura 3: Conformacéo proteica da cistatina B
Fonte: ABRAHAMSON; FERNANDEZ; NATHANSON, 2003

Sua estrutura mostra que a sequéncia altamente conservada a regido QVVAG, esta
posicionada no final do primeiro hairpin B, interagindo com a parte inferior da fenda do site
ativo na proximidade direta do residuo catalitico de cisteina da papaina (Figura 4) (TURK;
STOKA,; TURK, 2008).
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Figura 4: Interacdo entre o complexo da cistatinaB e a papaina
Fonte: Adaptado de (POL; BJORK, 1999)

A cistatina B localiza-se no citosol, no nlcleo e na superficie externa dos lisossomas.
Interage e inibe a cisteina lisossomal da familia papaina que incluem as proteases catepsinas
B, L, S e H. Estes achados sugerem um papel neuro-protetor para a cistatina B, a eliminacédo
do excesso de hidrolases lisossomicas que se decompdem no citoplasma durante o estresse
celular (RAMANCHANDRAN et al., 2009).

A evidéncia adicional sobre mdultiplas funcbes da cistatina B vem do envolvimento de
cistatinas no cancer, inflamacéo, imunidade nativa e de sua presenca nas placas amildides de
doencas de Alzheimer, Parkinson e encefalopatias espongiformes (CIPOLLINI et al., 2008).

Em um complexo multiprotéico de cistatina B ha uma funcéo cerebelar especifica e a
perda desta funcdo pode contribuir para a doenga em pacientes com EPM1. (GIAIMO et al.,
2002).

1.2.6 Patogénese da EMP1

Foram realizados vérios estudos com o intuito de esclarecer quais 0s mecanismos que
causam a patogénese EMP, ou seja, entender a deficiéncia da cistatina B que resulta em
EMPL1.
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A marca neuropatoldgica da deficiéncia da cistatina B em camundongos é perda intensa de
células de granulos cerebelares devido a apoptose celular (JOENSUU; LEHESJOKI,
KOPRA, 2008).

Estudos em ratos knockout (KO) para cistatinaB sugerem que esta proteina pode
desempenhar um papel na protecdo de neurdnios no estresse oxidativo, conforme indicado por
experimentos em culturas primarias de granulos cerebelares de rato, onde o silenciamento da
cistatina B aumenta a morte celular causada pela exposi¢cdo ao H,O, (LEHTINEN et al.,
2009).

O estresse oxidativo induz a expressdo da cistatina B nos neurbnios dos granulos
cerebelares. Portanto o stress oxidativo provoca a cistatina B de forma a proteger os neurénios
da morte cerebral, por inibi¢do da atividade da catepsina B. Em contraste, nos neurénios com
deficiéncia em CSTB, o estresse oxidativo levard ao aumento da atividade da catepsina B,
provocara dano oxidativo e & morte neuronal (LEHTINEN et al., 2009).

Além de confirmar a perda de neurbnios granulares cerebelares pela apoptose em
camundongos, ha outras descobertas que indicam que a atrofia neuronal é uma consequéncia
importante da deficiéncia de cistatina B, independente dos eventos convulsivos, sugerindo um
papel fisiologico dessa proteina na manutengdo da estrutura neuronal normal. (SHANNON et
al., 2002).

A cistatina B tem um papel na prevencdo de dano celular e, assim, a EPM1 pode ser
classificado como um transtorno neurodegenerativo primario. (FRANCESHETTI et al.,
2007).

1.2.7 Gene CSTB

O gene CSTB codifica a cistatina B e esta localizado no cromossoma 21 no locus 21g22.3
(Figura 5)(LALIOTI 1998).

-
(3
>

Simple TR RefSeq =

440185001 44019000 44019500 | 44020000| 440205001 430210001

CSTB —] = (=]

UCSC track

(CGGGGCGGGGCG) m

Figura 5: Uma viséao geral da regido gendmica em torno do gene CSTB e do dodecamero
Fonte: BOREL, 2012
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O CSTB ¢ expresso de forma ubiquatariamente com um transcrito de 0,8 kb. E composto
por trés exons, dois introns (Figura 6) e dois potenciais locais de inicio de transcri¢ao
localizados a 67 e 78 nucleotidos abaixo da sequéncia de repeticdo polimorfica (5°-
CCCCGCCCCGCG-3’) (JOENSUU; LEHESJOKI; KOPRA, 2008).

A regido promotora caracteriza-se por uma sequéncia tipica de “housekeeping”, rico em
conteldo GC (75%), um elevado nivel de dinucleétidos CpG e varios locais de ligagdo Spl
CCGCCC (ALAKURTTIet al., 2000).

ATG STOP
Intron 1 Intron 2
SR N s
‘——' Exon 1 Exon 2 Exon 3
COCOGEECCEEt
Dodecamero

Figura 6: Regides do gene CSTB
Fonte: Adaptado de (JOENSUU; LEHESJOKI; KOPRA, 2008)

1.2.8 Mutagdes associadas a Epilepsia Mioclonica Progressiva tipol

1.2.8.1 Expanséo do dodecamero (CCCCGCCCCGCG)n

A mutacdo mais frequente no gene CSTB na EPM1, mesmo entre pacientes de diferentes
origens étnicas, € uma expansdo instavel de repeticdo dodecamérica de bases
(CCCCGCCCCGCG) no sentido 5° da regido promotora ndo traduzida (SHAHWAN;
FARRELL; DELANTY, 2005).

A maioria dos alelos normais contém 2 ou 3 repeti¢Ges (Figura 7), enquanto os individuos
afetados podem ter expansGes do dodecadmero em ambos os alelos, expansdo em um e
mutacdes de ponto no outro ou, raramente, mutacdo de ponto em ambos os alelos. A expanséao
associada ao fenotipo da doenga contém de 30 a 80 repeticdes. (LALIOTI; ANTONARAKIS;
SCOTT, 2003).
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Figura7: llustracdo da estrutura do gene CSTB e a localizacdo e sequencia do normal polimoérfico (2 ou 3
copias)12-mer repeti¢do (dodecamera)
Fonte: Adaptado de (NOCKLAIEN et al., 2000).

Uma alteragdo no espacamento do sitio de iniciagdo da transcrigéo, devido a repeticdo da
expansdo (Figura 8), esta entre as causas da reducdo de expressao da CSTB, sendo portanto a
causa da EMP1 ( LALIOTI; ANTONARAKIS; SCOTT, 2003).

A expansdo resulta em uma alteracdo no gene CSTB reduzindo os niveis de expressdo do
MRNA. Assim, em pacientes homozigotos para a expansdo se verifica uma queda da
expressao inferior a 10% comparado com os controles. Estes dados sdo compativeis com 0s
estudos promotores in vitro que indicou reducdo significativa da atividade do promotor de
CSTB em presenga da mutacéo de expansdo (JOENSUU; LEHESJOKI; KOPRA, 2008).

Complexo basa'
Ativador é= transcrigdo

B Sodacacieis Complexo basa!
da transcrigio @

Inicio da
) P teansericio

acima de 30repaticdas

Figura8: Representacdo do modelo para a repressdo da transcricdo do gene CSTB em EPM1. A Quando duas a
trés repeticdes dododecamer estd presente, o ativador de transcricdo pode interagir com ocomplexo de
transcricdo basal. B Mostra a incapacidade do ativador de transcri¢do para interagir com o complexo, devido a
expansao, que deslocou seu site de ligagdo para uma distancia ndo permissiva.

Fonte: Adaptado de (LALIOTI; ANTONARAKIS; SCOTT, 2003).
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1.2.8.2 Outras mutacoes

Além da expanséo, pelo menos 9 outras muta¢fes foram descritas na EPM1 (Tabela 3). A
perda geral da funcdo da proteina CSTB, devido sua expressao reduzida, parece ser a
consequéncia patolégica primaria na maioria delas (JOENSUU; LEHESJOKI; KOPRA,
2008).

As nove mutacdes CSTB subjacentes a EPM1 afetam os sites de splice (c.67-1G> C,
€.168G> A, ¢.168 +1 18del, ¢.169-2A> G) resultam em mudancas de aminoacidos(c.10G>
C, p.G4R; ¢.149G> A, p.G50E; c.212A> C,p.Q71P) ou promovem o0 aparecimento de
proteinas truncadas (¢.202C> T,c.218 219delTC) produzindo um codon de parada prematuro
(p.R68X) ou um deslocamento de frameshift (p.L73fsX3) ( JOENSUU; LEHESJOKI,
KOPRA, 2008). Com a excecdo de p.G4R, essas mutacGes ocorreram na forma de
heterozigotos compostos, apresentando o outro alelo uma expansdo. As mutacfes ¢.10G> C e
€.149G> A resultam na substituicdo de aminoacidos glicina conservados nas posicoes 4 e 50
no N-terminal e no primeiro hairpin loop da cistatina B, respectivamente, o que
provavelmente afeta a interacdo com as catepsinas (JOENSUU; LEHESJOKI; KOPRA,
2008). Alternativamente, eles podem mudar a estabilidade ou duracédo do efeito inibitério da
cistatina b. A ¢.212A> C mutacdo resulta em uma substituicdo da glutamina pela prolina na
posicdo 71, perto do segundo hairpin loop do CSTB envolvido na ligacdo da catepsina.
(JOENSUU; LEHESJOKI; KOPRA, 2008).
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Tabela 3- Muta¢Bes em CSTB subjacente & doenga de Unverricht-Lundborg (EPM1)

Mutagoes Posicdo da mutacdo Consequéncia da predigdo na Referencias
no gene/tipo proteina

5 UTR/expansdo Reducdo daexpressdocistatinaB  Lafreniere et al (1997) Lalioti
et al.(1997h),Virtaneva et al.
{1997)

Exon 1/missense p.G4R Laliotiet al. (1997)a

Intro 1/ sitio splice p.delv23 K56 Pennacchioet al. (1996),

Bespalovaet al. (1997h),
Lafr’eniere et al_{1997), Lalioti

et al.(1997a)
Exon 2/missense p.G50E Joensuu et al_(2007)
Exon 2/sitiosplice Aberrante splicing? Kagitani-Shimonoetal. (2002)
Intron 2/delecdo p.delv23 K56p VST7EfsX28 Joensuu et al. (2007)
Intron 2/sitio splice Aberrante splicing? Pennacchioet al. (1996);

Lafr'eniere et al.(1997), de
Haanet al. (2004)

Exon 3/nonsense p.REEX Pennacchioet al. (1996);
Lafr’eniere et al. (1997), de
Haanet al. (2004)

[e21285C | Excn 3/missense p.Q71pP Haanet al.(2004)

Exon 3/delecdo p.L73fsX3 Bespalovaet al. (1997a),
Lafr eniere et al. (1997),
Laliotiet al. (1997a)

Fonte: Adaptado de (JOENSUU; LEHESJOKI; KOPRA, 2008).

Estudos realizados com pacientes heterozigotos compostos para a repeticdo da expansédo
dodecamera com mutag6es ¢.202C>T parecem resultar em uma forma mais severa de EPM1
do que pacientes homozigotos para a expansao (KOSKENCORVA et al; 2011).

1.2.9 Catepsinas

A degradacdo intracelular de proteinas é uma caracteristica universal das células
eucarioticas, sendo vital para a nutricdo, rotacdo das proteinas, sinalizacdo intracelular,
desenvolvimento e outros processos fisiolégicos importantes, como a apresentacdo de
antigenos e a imunidade. Um dos principais compartimentos da prote6lise intracelular é o
sistema endossomo-lisosoma (GUHA e PADH 2008). Os lisossomas oferecem uma via
vesicular altamente orquestrada para o transporte e degradacdo complexa e multi-enzimatica
das proteinas. Os endossomas contém niveis significativos de proteases como catepsinas e
sdo locais de proteolise intracelular potente, desempenhando funcGes seletivas e exclusivas
(GUHA e PADH 2008).
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As catepsinas sdo protéases (Figura 9) que, em condigdes fisiologicas, estdo localizadas
no interior dos lisossomas (CHWIWRALSKI; WELTE; BUHLING, 2006). As funcbes
especificas das catepsinas estdo freqiientemente associadas a localizacdo restrita do tecido,
como as catepsinas S, V e K. Embora as catepsinas B, H, L,F, C, X e O sejam ubiquos quanto
‘a sua distribuicdo, isso ndo impede que se envolvam em alguns processos mais
especializados (TURK; STOKA; TURK, 2001).

Em resposta a certos sinais, elas s@o liberadas dos lisossomos para o citoplasma, onde
desencadeiam a morte celular apoptotica atraves de varias vias, incluindo a ativacdo de
caspases ou a liberacdo de fatores pro-apoptose das mitocondrias (CHWIWRALSKI,
WELTE; BUHLING, 2006).

Familia Papaina
catepsinas B,C,H,K,L,0,5,X]

-

Familia Caspase

Cisteinas caspases 1-14

r

Familia Calpaina
calpainas 1-14

Figura 9. Classificagdo de algumas enzimas proteoliticas.
Fonte: Adaptado de (CHWIWRALSKI; WELTE; BUHLING, 2006).

A apoptose € um processo crucial na regulacdo da homeostase em quase todos 0s 6rgéos e
tecidos. A desregulacéo no processo de apoptose conduz definitivamente ao desenvolvimento
de doenca (CHWIWRALSKI; WELTE; BUHLING, 2006).

O distdrbio do equilibrio normal da atividade enzimética pode levar a condigfes
patologicas e as proteases cisteinas lisossomais ndo sdo excegdo. Eles foram associados a
uma série de doencas, tais como como artrite reumatoide, osteoartrite, cancer, doencas

neurologicas,osteoporose e doencas lisossomais (TURK et al.,2001).
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1.2.10 Tratamento da EMP1

As EMP sdo de dificil tratamento e a maioria é refrataria as drogas antiepilépticas . Além
da epilepsia, as EMPs também resultam numa continua deterioracdo neuroldgica (CERU et
al., 2005).

As EMPs como um grupo de epilepsias que ndo sdo acessiveis a ressec¢do cirurgica
(MALEK; STEWART; GREENE, 2015).

Os medicamentos antiepilépticos sdo o principal suporte da terapia e melhoram o controle
das crises.

Para o tratamento estabelecido da DUL com drogas antiepilepticas (DAE) leva a varias
terapias com uma combinagao de varios medicamentos. As combinagdes sdo acido valproico
+ levetiracetam ou topiramato ou zonisamida, com uma benzodiazepina adicional (uma
combinacdo de trés a cinco drogas é bastante usual). Também pode-se alternar entre
diferentes benzodiazepinas em caso de tolerancia. Em caso de agravamento transitorio com
intensa mioclonia e convulsfes em série, ndo deve haver mudanca abrupta no regime habitual
(exceto pela interrupcdo de um agravamento potencialmente de DAE), e IV benzodiazepina
deve ser usado, bem como, por um periodo limitado, IV fenobarbital ou fenitoina (CRESPEL
et al., 2016).

O aconselhamento geneético fornece informacg6es para individuos e familias em relacéo a
historia natural, tratamento, modo de heranca e riscos genéticos para outros membros da
familia. Grupos de apoio também foram estabelecidos para individuose familias para fornecer

informacdes, suporte e contatocom outras pessoas afetadas. (KALVIAINEN et al., 2008).

1.3  JUSTIFICATIVAS DO ESTUDO

As EMPs, s@o um grupo raro, mas extremamente severo de epilepsia, que pode
comprometer de maneira muito importante a sobrevivéncia do paciente e a qualidade de vida
do paciente e de sua familia. Dentro deste contexto, é extremamente importante oferecer um
diagnostico definitivo e seguro, permitindo elaborar um prognostico adequado e permitindo a
procura de possiveis vias terapéuticas. Adicionalmente, possibilitard estudos futuros,

epidemioldgicos, fenotipicos e terapéuticos, a respeito da EMP1 no Brasil, assim como o
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estabelecimento de protocolo de investigacdo molecular para os pacientes com epilepsia

mioclonica.
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OBJETIVOS

O objetivo deste estudo é a pesquisa da expansdo instavel dodecameérica
(CCCCGCCCCGCQG) presente na regido promotora 5’ ndo traduzida do gene CSTB entre
pacientes com suspeita de EMP1,cujo DNA foi encaminhado para analise no Laboratério de

DNA do Laboratorio de Neurologia Aplicada e Experimental.
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PACIENTES E METODOS

3.1 CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo passou por analise e aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o
Paulo (HC-FMRP-USP) oficio n°1582/2016, de acordo com o processo HCRP n°1036/2016
(ANEXO).

32 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

3.2.1 Pacientes

Foram estudados 64 pacientes entre eles 54 casos indices, todos em seguimento no setor
de Epilepsia com diagnostico clinico e eletrofisiologico de EMP1, que foram encaminhados
para 0 setor de Neurogenética para diagnostico molecular. Os restantes 10 casos eram
parentes dos casos indices. Os critérios diagnésticos da EMP1 foram apresentados no termo
de consentimento livre esclarecido (TCLE) (APENDICE). Néao foram incluidos os pacientes,
ou familias, que ndo desejaram participar do estudo.

Todos pacientes participantes destes estudos foram testados para expansdo instavel da
regido dodecamérica do gene CSTB, através da técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR)
para amplificacdo de marcadores expandidos na regido dodecamera do gene CSTB.

3.2.2 Grupo controle

O grupo controle foi constituido por 55 individuos que apresentava mais de 40 anos, e ndo
tinham epilepsia ou doenca neurodegenerativa, 0 mesmo acontecendo em sua familia. Estes
individuos foram recrutados dentre os acompanhantes no ambulatorio do Hospital da Clinicas
de Ribeirdo Preto da Universidade de S8o Paulo. Apresentamos aos voluntarios o projeto de

pesquisa e estes concordaram em participar livremente de nosso estudo.
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3.3 METODOS

3.3.1 Coleta de Sangue

Aproximadamente 10 mL de sangue foram colhidos de todos os participantes do estudo,
apos assinatura do (TCLE), utilizando-se o sistema de coleta a vacuo com anticoagulante

EDTA (&cido etilenodiamino tetra — acético) a 4°C.

3.3.2 Extracio do DNA

Algumas amostras do DNA genémico foram extraidas no Centro Medicina Genomico
(CMG) do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto (HCFMRP-USP). A extracdo foi realizada pelo kit Maxwell®16 Blood DNA
Purification seguindo as instruc6es do fabricante Promega.

Outra parte das amostras foram extraidas no laboratério de Neurogenética, seguindo as
recomendacdes descritas pelo fabricante PureGene (Gentra), para evitar altas concentracdes
de sais nas amostras. Nao houve retengdo de amostras para armazenamento em banco, 0 DNA
gendbmico coletado de amostras de sangue venoso e outros materiais biolégicos foram

descartados apds a realizacdo do estudo.
As etapas para extracdo do DNA foram:

Dissolucdo Celular

1. Adicionar a 300ul de sangue, 900ul de RBC Lysis Solution (tampdo de lise de
glébulos vermelhos), vortex por 15 segundos, encubar 1 minuto a temperatura
ambiente, invertendo gentilmente 10 vezes durante a incubacéo.

2. Centrifugar por 20 minutos a 13.000-16.000 rpm. Remover o sobrenadante com uma
pipeta deixando apenas o pellet visivel de células brancas, deixando um liquido
residual de 10-20 ul.

3. Vortex o tubo vigorosamente por 10s para ressuspender as células brancas no liquido

residual.
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4.

Adicionar 300ul de Cell Lysis Solution (Solucdo de Lise de celulas brancas).

homogeneizar lentamente com a pipeta.

Precipitacdo de Proteina

Adicionar 100ul de Protein Precipitation Solution na célula lisada.

Vortex vigorosamente na maior velocidade por 20 segundos para misturar
uniformemente a proteina com as células lisadas.

Centrifugar de 13,000-16,000 por 1 minuto. As proteinas precipitadas ficardo ao fundo
como um botdo marron. Se o pellet de proteina ndo estiver nessa cor escura repita o

passo 2, deixe a amostra encubada no gelo por 5 minutos e repita o passo 3.

Precipitacdo do DNA

1.

6.

Pegar o sobrenadante contendo DNA, deixando o pellet de proteina (marron), colocar
em um microtubo de 1,5 ml e adicionar 300 ul de isopropanol (2-propanol) 100%.
Misture a amostra invertendo gentilmente 50 vezes. (Nesse momento vé-se a nuvem
de DNA)

Centrifugar a 13.000-16.000 rpm por 1 minuto.

Descartar 0 sobrenadante cuidadosamente, 0 DNA poderéa estar visivel como um
pequeno pellet esbranquicado ou transparente, e muitas vezes invisivel.

Adicionar 300ul de etanol 70%, inverter o tubo varias vezes para lavar o pellet de
DNA. Centrifugar a 13.000-16.000 rpm por 1 minuto.

Descartar o sobrenadante e permanecera apenas o pellet de DNA.

(Deixar os microtubos abertos até que o etanol se evapore)

Hidratacdo do DNA

1.
2.

Adicionar 30 ul de DNA Hidratation Solution (ou dgua millig autoclavada).
Encubar por 5 minutos a 65°Cpara acelerar a hidratacdo. Estocar o DNA a 4°C.

Quando for estoca-lo por longo tempo, armazenar em freezer -20°C ou -80°C.
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3.3.3 Selecéo dos Primers

A sequéncia dos primers utilizados na andlise para a pesquisa de expansao instavel da
regido dodecamérica do gene CSTB, foram as mesmas empregadas por (JOENSUU et
al.,2007) (Tabela 4). As sequencias nucleotidicas obtidas foram conferidas no site

(http://genome.ucsc.edu).

Tabela 4 - Descrigdo dos primers e condi¢@es para amplificacdo da expanséo dodecamera

Regido Sequéncia do primer Fragmento Ta
5' >3’ sb Cco
193

I 2F CCCGGAAAGACGATACCAG *
1R GAGGAGGCACTTTGGCTTC * 193+(>360) 57

pb - pares de bases; F - Forward; R - Reverse; Ta - temperatura de annealing;
Fonte: Adaptado de (JOENSUU et al., 2007).

3.3.4 Reacgdo em cadeia da Polimerase (PCR)

A reacdo de PCR foi montada a temperatura de aproximadamente 4°C (no gelo), usando
1ul de DNA genémico (200ng) do paciente; 0,25ul dos primers (20uM), sense e anti-sense,
especifico para cada regido a ser amplificada (Tabela 4); 5ul de tampdo 10X com MgCI2
(50mM); 2,5ul de dNTPs (200mM); 0,75ul de polimerase GoTaq(5U/ul) (Promega);
completando 15,25ul de H20 free Dnase.

O perfil térmico foi realizado como descrito a seguir: 95°C, por 5 minutos; 40 ciclos: 95°C
por 30 segundos, temperatura de anelamento padronizado a 58 °C por 30 segundos, 72°C por
30 segundos; extensdo final a 72°C por 10 minutos e 4°C para conservacao.
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3.3.5 Analise mutacional (expansdo dodecamera) do gene CSTB e verificacdo dos
produtos de PCR.

No presente estudo, foram feitas andlises da expansao instavel da regido 5’UTR
dodecamera do gene CSTB e a verificacdo dos fragmentos de PCR amplificados. Detectamos
bandas acimas de 517 pares de bases o que resulta em numeros de fragmentos acima de 30 a
80 repeticdes dodecAmera, o que caracteriza a DUL (LALIOTI; ANTONARAKIS; SCOTT,
2003).

Observamos a quantidade de pares de bases 3 copias de repeticdo (3/3) - 193/193 pares de
bases, 2 copias de repeti¢bes (2/2) - 181/181 pares de bases e 2/3 copias de repeticdo com
181/193 pares de bases em cada fragmento, que estd descrita para a populagdo Caucasiana
normal (Mumoli et al., 2015).

Para todas as experiéncias realizadas foram utilizados um controle normal (3/3-193pb), um
controle positivo (62/62- 900/900pb),um portador (3/62 — 193/900pb).

Regido 5°UTR dodeciamera do gene CSTB — 193 pares de bases.
cccggaaagacgataccagCCCCGGGAGGGGGGCGCTCCCTCCCGACACCAGCGLTGGG
CGCGGAGACCCAGCCTGCGGCGAGTGGTGGCCAGGTTCCCCGLCCCcLGLaGeC
CCGCCCCGCGCCCCGLCCCCGCGCGTCCCTTCTTGCGGGGCCACCGCGACCC
CGCAGGGGACTCCgaagccaaagtgcctcctc

Mutacdo: aproximadas 62/62 repeticdes na regido dodecamera (CCCCGCCCCGCQG)n.

Calculo:n° total de bases — 157(regido residual sem a expansao) = n° de repeti¢oes

12(regido dodecamera)

A anélise da expansdo instavel da regido dodecamerica do gene CSTB e a validacdo dos
fragmentos de PCR amplificados foram efetuados por electroforese (técnica usada como
método analitico e preparativo, pois separa as moléculas de DNA e sua identificacdo pelo
tamanho do fragmento especifico no gel) a 2,5%, em tampao tris,acido bdrico e EDTA (TBE)
1X (Invitrogen), onde se aplicou 15ul de produto amplificado e se comparou com um
marcador de peso molecular de 100pb (Ladder). A visualizagdo destes fragmentos foi feita

através de um transiluminador de luz ultra-violeta.
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3.3.6 Andlise Bioinformatica

A consulta da sequéncia de referéncia do gene CSTB (ENSG00000160213) foi

efetuada na base de dados Ensembl Genome Browser.
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41 GRUPO CONTROLE

No presente estudo, o grupo controle foi constituido por 55 individuos normais com as
caracteristicas j& citadas em pacientes e métodos. Em todos eles a pesquisa da expansdo no
gene CSTB foi normal. Os gendtipos encontrados foram: os dois alelos apresentando 3
repeticdes (3/3) - 193/193 pares de bases; 0s dois alelos apresentando 2 repeti¢bes (2/2)-
181/181 pares de bases ou um alelo com 2 repeti¢cdes e o outro com 3 repeticOes - 181/193

pares de bases (Figura 10) .

100ph 1 2 I 4 S5 6 7 8

Figura 10. Visualizacdo do resultado amplificagdo do produto PCR em condicdes descritas na Tabela 4 em gel
de agarose 2,5%. Faixa 1, 4 e 7 individuos normais com 3 cOpias de repeticdo; Faixa 2 e 6 individuos normais
com dois diferentes alelos 2 e 3 copias de repeti¢do; Faixa 3 e 5 individuos normais com 2 copias de repetigéo.
Faixa 1 marcador de peso molecular 100pb. Faixa 8 controle negativo.

42 PACIENTES

Avaliamos 64 pacientes entre eles 54 casos indices do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto (HCFMRP-USP) com suspeita de EMP1. Os restantes 10

casos eram parentes dos casos indices.
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Dos 54 casos indices, 49 apresentaram numero de expansbes dentro dos limites da
normalidade (Tabela 5). Cinco pacientes apresentaram expansdes anormais (figuras 11, 12, 13
e 14), confirmando DUL (3156, 5062, 7731,7766 e 13385).

Tabela 5 - Pesquisa da expansao do gene CSTB nos casos indice.

2529

3311

3915

4667

5062

6333

6007

6059

6187

6226

6461
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6583

6711

6982

6991
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- 11644 193 3 193 3
- 11797 193 3 193 3
- 12033 193 3 193 3
- 12088 193 3 193 3
_ 12238 193 3 193 3
_ 12242 193 3 193 3
_ 12422 193 3 193 3
- 12978 181 2 181 2
_ 13385 900 62 900 62
- 13539 181 2 193 3

Na tabela a abaixo, podemos visualizar algumas caracteristicas com diagnostico clinico e

eletrofisiol6gico de EMP1 dos 5 pacientes confirmados para a expansédo (Tabela 6).

Tabela 6 - Caracteristicas clinicas dos pacientes confirmados para DUL
DUL Idade atual Idade de inicio Caracteristica Clinica

dos sintomas

(anos)

47 anos masculino 9 Mioclonias de méos, tremor postural e intensdo.
Alteracdo comportamental.

44 anos masculino * Desmaios com perda de consciéncia, crises
convulsivas, tremores nas extremidades, dificuldade
de marcha, movimentos tonico-clonicos
generalizados.

Exame EEG houve relatos de abalos

musculares rapidos (mioclonias).

35 anos masculino 12 Abalos mioclonicos generalizados com perda
de consciéncia.

Marcha com base alargada e ataxia axial e
apendicular moderada.

31 anos feminino * Mioclonias generalizadas.Incapacidade motora
necessitando de cadeira de rodas



52
RESULTADOS

43 anos feminino 12 Crise epiléptica tipo tonico-clonico

generalizada

Piora progressiva do quadro tremor de
membros, associado com rigidez principalmente de
membros inferiores e dificuldades de deambular.

43 HEREDOGRAMA DOS PACIENTES DUL 7731 E DUL 7766

O heredograma dos pacientes DUL7731 e DUL 7766 ¢é visto abaixo. N&o foi possivel uma

andlise precisa das demais familias.

DUL 7731:

*

H(Bl (52 IiIS lil‘i CSE ﬁ/}*? ‘ﬁﬂ ilp (511]'

Heredograma 1 - Familia do paciente DUL 7731.
*portadores pela histéria.
¥positivo pela historia.
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DUL 7766:

[=
[ 5]

{193pb/900ph)

1

I
7 7766

(900ph)

Heredograma 2 - Familia do paciente DUL 7766.
*portador pela historia.

4.4  DETECCAO DE EXPANSOES ANORMAIS POR ELETROFORESE EM GEL
DE AGAROSE A 2,5%.

Foram encontradas expansdes anormais no gene CSTB em 5 dos 54 pacientes indices com
suspeita de DUL (3156, 5062, 7731, 7766 e 13385), quer em homozigose ou em heterozigose
composta.

Os demais 49 casos indices apresentaram nimero de repeti¢cfes dentro dos limites da

normalidade, conforme visto acima.

441 DUL 7731 e DUL 7766 com expansdes de 62/62repeti¢cdes da regido 5°UTR
dodecamera do gene CSTB e um dos resultados confirmados foi através do
estudo familiar da mae portadora da DUL 7766.

Na andlise molecular foi detectado no DUL7731 e na DUL 7766 expansdes em homozigose
na regido dodecamera, resultando em 62/62 repeticbes nesta regido em um total de
fragmentos com tamanho de 900/900 pares de bases.

A mae portadora da DUL 7766 da doenca apresenta a expansdo com repeticdes de 3/62 em
heterozigose o que corresponde, respectivamente, a fragmentos com tamanhos de 193/900 pares de

bases.
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Podemos verificar nas imagens realizadas em eletroforese por gel de agarose 2,5%
correspondentes a tal expansdo do DUL 7731 (Figura 11) e da DUL7766 e sua a mae

portadora (Figura 12), e dos individuos controles com 3/3 — 193 pares de bases.

Figurall: Visualizagdo do resultado amplificagdo da expansdo em condicBes descritas na Tabela 4 em gel de
agarose 2,5% - CN:controle normal, CP:controle positivo para expansdo, P: portador, C-:controle negativo sem
amostra e marcador de peso molecular 100pb.

Figural2:Visualizagdo do resultado amplificagdo da expansdo em condi¢des descritas na Tabela 4 em gel de
agarose 2,5% - CN: controle normal, CP: controle positivo para expansdo, P: portadora, MP: mae portadora, C-
:controle negativo sem amostra e marcador de peso molecular 100pb.
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4.4.2 DUL 3156 e DUL 13385 com expansOes de 62/62 repeticdes da regido 5°UTR

dodecémera do gene CSTB.

Na andalise molecular foi detectado no DUL 3156 e no DUL 13385 expansfes em
homozigose na regido dodecamera,resultando em 62/62 repeticbes nesta regido em um total
de fragmentos com tamanho de 900/900 pares de bases.

Observamos na imagem feita em eletroforese por gel de agarose 2,5% correspondente a
tal expansdo do DUL 3156 e da DUL 13385 (Figura 13) e do individuo controle com 3/3 -193

pares de bases.

Figural3:Visualizagdo do resultado amplificagdo da expansdo em condig¢Oes descritas na Tabela 4 em gel de
agarose 2,5% - CN: controle normal, CP: controle positivo para expansdo, C-:controle negativo sem amostra e
marcador de peso molecular 100pb.
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4.4.3 DUL 5062 com expansdes de 62/62 repeticGes da regido 5°UTR dodecimera do
gene CSTB.

Feita analise molecular, foi detectado no DUL 5062 expansdes com 62/62 repeticdes em
homozigose na regido dodecamera em um total de fragmentos com tamanho de 900/900 pares
de bases.

Podemos notar na imagem feita em eletroforese por gel de agarose 2,5% correspondente a

expansdo do DUL5062 (Figura 14) e do individuo controle com 3/3-193 pares de bases.

Figural4:Visualizacdo do resultado amplificacdo da expansdo em condicGes descritas na Tabela 4 em gel de
agarose 2,5% - CN: controle normal, CP: controle positivo para expansdo, P: portador, Marcador de peso
molecular 100pb.

45 APRESENTACAO DA VARIACAO POLIMORFICA (3/3) , (2/2) E (2/3) DO
DODECAMERO (CCCCGCCCCGCG) EM PACIENTES INDICES NEGATIVOS
PARA A EXPANSAO.

Através de nossas analises moleculares, demonstramos o comportamento da variacéo
polimorfica nos pacientes indices negativos para a expansao (Figuras 15, 16, 17, 18, 19, 20 e
21).

Os individuos homozigotos com 3 copias de repeticdo (3/3) - 193/193 pares de bases,

individuos homozigotos com 2 coépias de repeticbes (2/2)- 181/181 pares de bases e
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individuos heterozig6tico (dois diferentes alelos do gene da doenga com 2/3 cdpias de

repeticdo com 181/193 pares de bases em cada fragmento.

100pb NL 2529 3154 3311 4666 4667 6006 6007 6058 6059 6107 6187 6225 6226 6461 6583

F—T;T-_—T —r—
|

Figura 15: Resultado da amplificacdo da variacdo polimorficas em condi¢des descritas na Tabela 4 em
gel de agarose 2,5% - Pacientes 3154, 6058 e 6461 homozigotos com 3 cOpias de repeticdo; Pacientes
2529, 3311, 4666, 6059, 6107, 6187, 6225, 6226 e 6583 compostos heterozigotos com dois diferentes
alelos 2 e 3 cépias de repeticdo; Pacientes 4667, 6006 e 6007, homozigotos com 2 cOpias de repeticéo.
Marcador de peso molecular 100pb. NL:controle normal.

Figura 16: Resultado da amplificacdo da variacéo polimorficas em condi¢des descritas na Tabela 4 em
gel de agarose 2,5% - Pacientes 6584, 6711, 6818, 6982, 6990, 7057, 7058 e 7132 homozigotos com 3
copias de repeticdo; Paciente 6991 homozigoto com 2 cOpias de repetigdo. Marcador de peso
molecular 100pb.
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Figura 17: Resultado da amplificagdo da varia¢do polimorficas em condi¢des descritas na Tabela 4 em
gel de agarose 2,5% - Pacientes 10689, 10720, 10788, 11014, 11023, 11609, 11644, 11797, 12033 e
12422 homozigotos com 3 cdpias de repeti¢do; Pacientes 11489 e 12978 homozigotos com 2 copias de
repeticdo. Marcador de peso molecular 100pb; C- controle negativo.

100pb 11179 11209 11215 12088 12238 12242 11268

Figura 18: Resultado da amplificacdo da variacdo polimorficas em condi¢des descritas na Tabela 4 em
gel de agarose 2,5% - Pacientes 11179, 11215, 12088, 12238 e 12242 homozigotos com 3 copias de
repeticdo; Pacientes 11209 e 11268 compostos heterozigotos com dois diferentes alelos 2 e 3 copias de
repeticdo. Marcador de peso molecular 100pb.
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100pb NL 6333 10510 11179 11180 11181 11209 C-

Figura 19: Resultado da amplificacdo da variacdo polimorficas em condi¢Bes descritas na Tabela 4 em
gel de agarose 2,5% - Paciente 11179 homozigoto com 3 cOpias de repeticdo; Pacientes 10510, 11180,
11181 e 11209 compostos heterozigotos com dois diferentes alelos 2 e 3 cdpias de repeti¢do. Marcador
de peso molecular 100pb. Pacientes 6333 homozigotos com 2 cdpias de repeticdo. Marcador de peso
molecular 100pb; NL-controle normal; C- controle negativo.

Figura 20: Resultado da amplificacdo da variacéo polimorficas em condi¢des descritas na Tabela 4 em
gel de agarose 2,5% - Pacientes 3517 e 6324 homozigotos com 3 copias de repeticdo; Paciente 13539
composto heterozigoto com dois diferentes alelos 2 e 3 copias de repeticdo. Paciente 5676 homozigotos
com 2 cépias de repeticdo. Marcador de peso molecular 100pb; NL-controle normal; C- controle

negativo.
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100pb 3015

100pb 8853 0407 0408 0280

Figura 21: Resultado da amplificacdo da variacdo polimorficas em condi¢des descritas na Tabela 4 em gel de
agarose 2,5% - Pacientes 3915, 9241, 8853, 9497, 9498, 9289 e 9290 homozigotos com 3 cOpias de
repeticdo;NL- controle normal; C- controle negativo.

46 EXPANSOES ENCONTRADAS NA REGIAO 5°UTR DODECAMERA DO
GENE CSTB.

Analisando a regido dodecamera do gene CSTB, nos identificamos nos 5 pacientes com
suspeita de DUL pesquisados, expansdes em homozigose no valor acima de 30 repetigdes.

O DUL7731 e DUL 7766 com expansOes de 62/62 repeticdes em homozigose com um
fragmento de tamanho de 900/900 pares de bases.A mée portadora da doenca do DUL 7766
apresentando uma expansdo com repeticdes de 3/62 em heterozigose o que corresponde,
respectivamente, a fragmentos com tamanhos de 193/900 pares de bases.

Ja os DUL 3156 e DUL 13385 apresentaram também expansGes no valores de 62/62
repeticGes em homozigose ,cujo o tamanho do fragmento é de 900/900 pares de bases. O DUL
5062 apresentou expansdes de 62/62 repeticdes também em homozigose com fragmento de
tamanho de 900/900 pares de bases.
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RESULTADOS

47 FREQUENCIA MUTACIONAL DA EXPANSAO DODECAMERA DO GENE
CSTB NA POPULACAO BRASILEIRA COM A DOENCA DE DUL E FREQUENCIA
DA VARIACAO POLIMORFICA DO DODECAMERO (CCCCGCCCCGCG) NO
RESTANTE DOS INDIVIDUOS NEGATIVOS PARA A EXPANSAO.

Nos avaliamos neste estudo a frequéncia mutacional da expansdo dodecdmerado gene
CSTB, em 54 casos indices da populacdo brasileira com quadro clinico de EMP1. Entre os 54
pacientes encontramos: cinco pacientes positivos para expansées dodecamera no gene CSTB,
todas com 62/62 repeticbes em homozigose com fragmento de tamanho 900/900 pares de
bases. Assim, a frequéncia mutacional da expansdo dodecamera no gene CSTB, apresenta
9,26% (Tabela 7) na populagéo brasileira.

Conjuntamente, foi analisada a variacdo polimérfica da regido dodecamera
(CCCCGCCCCGCQG) nos 49 individuos restantes, cujo resultados deram negativo para a
expansao, obtivemos 53,7% de individuos homozigotos com 3 cdpias de repeticdo (3/3) com
fragmento de tamanho de 193/193 pares de bases, 12,96% de individuos homozigotos com 2
copias de repeticdes (2/2) com fragmentos de tamanho de 181/181 pares de bases e 24,07% de
individuos heterozigdtico (dois diferentes alelos mutantes do gene da doenga com 2/3 cdpias

de repeticdo com 181/193 pares de bases em cada fragmento) (Tabela 7).

Tabela 7 — Valores de freqliéncia mutacional expanséo e variagao polimorfica da regido dodecamera

Alteracoes Porcentagem
Constatadas De

(NUmero de Individuos

9,26%
53,7%

12,96%
24,07%
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51 EMRELACAO A EXPANSAO E AOS METODOS DIAGNOSTICOS

As expansoes repetidas sdo dindmicas, e a heranca e a progressao da doenca sao
influenciadas pelo tamanho e pela taxa de expansao (USDIN; HOUSE; FREUDENREICH,
2015).

As expansdes dinamicas decorrem da instabilidade do DNA repetido em um mesmo lécus,
ocasionando maior propensdo a deslizes da enzima DNA polimerase. Estes deslizes acarretam
a insercdo de mais nucleotideos nesse segmento, resultando na expansao. Assim, a ocorréncia
da primeira mutacdo aumenta a chance de novos deslizes nesses sitios, levando a mais
deslizes e expansdes. (RICHARDS; SUTHERLAND, 1992).

As expansOes tanto podem resultar na perda como no de ganho de funcéo. Nos mecanismos
gue envolvem a perda da funcéo, o produto do gene ou nédo € produzido ou é gerado em niveis
baixos (BROUWER; WILLEMSEN; OOSTRA, 2009).

A maioria dessas desordens séo causadas pela expanséo das repeticdes de tripletos (CGG)
ne*(CCG)n, (CAG)n* (CTG)n, (GAA)n * (TTC) n e (GCN) n * (NGC) n. Mas doengas
também podem resultar de expansdes maiores, incluindo tetranucleotideos (CCTG) n ¢
(CAGG) n, pentanucleotideos (ATTCT) n * (AGAAT) ne até dodecanucleotideos
(C4GC4GCG) n * (CGCG4CG4H) n. (Figura 22) (MIRKIN., 2007).
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Figura 22: Localizacdo de repetigdes expansiveis responsaveis por doengas humanas.A seqiiéncia e localizagao
dentro de um gene genérico de repeti¢des expansiveisque causam doencas humanas sdéo mostradas.
Fonte: Adaptado de (MIRKIN., 2007)
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As repeticBes expansiveis podem ser localizadas em vérios regibes de seus genes
residentes: primeiro, as regides codificantes, como ocorre em numerosas doengas mediadas
por poliglutamina ou polialanina corre em proteinas; em segundo lugar, as 5 regifes néao
traduzidas (5'-UTRs), como no caso sindrome X fragil, retardo mental fragil X associado a
site FRAXE, tremor fragil X e sindrome de ataxia e espinocerebelosa ataxia 12; terceiro, 3'-
UTR, como ¢ observado para a distrofia miotonica 1, ataxia espinocerebelosa 8 e doenga de
Huntington 2; quarto, introns, como no caso da distrofia miotnica 2, ataxia de Friedreich e
ataxia espinocerebelosa 10; e o quinto, regides promotoras, como ocorre em pProgressivo
epilepsia mioclonica 1 (MIRKIN., 2007).

O DNA repetitivo pode formar varias estruturas incomuns, exemplos dos quais séo
mostrados (Figura 23) o qual podemos visualizar modelos de expansdes. A largura da
estrutura da corrida repetitiva € mostrada em vermelho, sua vertente complementar em verde
e flanqueando DNA em bege.

Na figura a um hairpin imperfeito formado por (CNG) n repeticbes; em b, um
quadruplexlike estrutura formada pela repeticdo (CGG) n, retangulos marrons indicam G
quartetos e o retangulo amarelo indica um motivo em i; na figura ¢, um slippedstranded
estrutura formada pela (CTG) n * (CAG) n repete; figura d, H-DNA e DNA grudados
formado pela repeti¢do (GAA) n * (TTC) n. Apenas uma possivel isoforma, na qual a corda de
homopurina é doada para o triplex, é mostrada para ambas as estruturas. O emparelhamento
reverso de Hoogsteen é indicado por asteriscos. Na figura e, um elemento de desenrolamento
de DNA formado pela (ATTCT) n « (AGAAT) n repete (MIRKIN., 2007).
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Figura 23: Visualizagdo de estruturas de DNA incomuns formadas por repeticdes expansiveis
Fonte (MIRKIN., 2007).
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No presente estudo, a replicacdo da expansdo dodecamera nos pacientes pesquisados, foi
um desafio, por ser uma regido rica em estruturas formadas por GC e por conseguir amplificar
tais fragmentos de interesse. Consultamos os artigos dos respectivos autores (Horiuchi et al.,
2005), (Kecmanovic et al., 2014) e (Joensuu et al., 2007) para tentarmos a replicacdo da
regido dodecamera.

De acordo com o artigo de Horiuchi et al., 2005 (Figura 24) foi realizado desaminacéo
quimica por bisulfito de sddio que converte seletivamente residuos de citosina ndo metilados
para uracila em DNA de cadeia simples, o que diminui os problemas acompanhando um alto
contetido de GC durante a amplificacdo por PCR. Este estudo indicou que a PCR pareceu
amplificar essas expansdes, apresentou resultados de seqiienciamento ou a repeti¢cdo, mas nao

exata em ndmeros.

bp
700
600
500
400

300
200

100

L 1 2 3

Figura 24:Amplificacdo definida da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)usando DNA desaminado para as
expans0es repetidas. (L)marcador 100pb,(1)homozigoto expansdo de 600 pb de um individuo afetado € filho do
individuo (3); (2)-aexpansdo homozigo6tica de 680pb; (3)-um heterozigoto de uma repeticdo dupla, normal a
expansdo de 680 pai de 1.

Fonte: Horiuchi et al., 2005

No artigo de Kecmanovic et al., 2014 (Figura 25), devido ao alto conteddo do GC, a
visualizacdo da expanséo foi um grande desafio experimental, resolvido neste estudo usando o
kit de PCR para a amplificacdo de longo fragmentos e betaina, que, como o DMSO, reduz
estrutura secundaria formada por regides ricas em GC e facilita a visualizacdo em gel de

agarose corado com brometo de etidio.
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Figura 25: Deteccao de PCR de repeticdes amplificadas da regido dodecamera no gene CSTB em 2% de gel de
agarose. (M)marcador(1) agua, (2, 3) portador heterozig6tico para expansdo, (4) alelo na faixa de tamanhos
normal e (5) expansdo homozigdtica.

Fonte Kecmanovic et al., 2014

Ja no artigo de Joensuu et al., 2007 (Figura 26) foi utilizada a técnica de hibridizacdo por
Southern Blot, que consiste em utilizar sondas que emitem radiacdo que marcam 0s
fragmentos de DNAs alvos e um protocolo com Kit de enzimas especificas para amplificacdo

de longos fragmentos.

A E J B water

Figura 26:Deteccdo da repeticdo dodecamera CSTB mutacdo por expansdo feitra por PCR. (A, B) pacientes
homozigoticos com expansao determinada pela analise de Southern. (E) individuo heterozigoto compostopara a
expansdo e as mutagbes missense ¢.149G4A; individuo(J) é composto heterozigoto para a expansdoe as
mutacBes deletion ¢.168p1_18del. Para o marcador, utilizou-se uma escala de DNA de 100 pb. A seta indica
ofragmento de um alelo normal de aproximadamente 193 pb com trés copias da repeticdo portadores da
expansao para heterozigotos. Pacientes A e Bhomozigoto para a mutagdo de expansao.

Fonte: Joensuu et al., 2007
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Na analise dos fragmentos estudados por eletroforese em gel de agarose nos testamos
varias temperaturas, sendo necessario encontrar a temperatura ideal para o estudo da regido
onde estd a mutacdo, de forma que a mesma seja visualizada. Como ja relatado, houve um
pouco de dificuldade para amplificar a regido de interesse, por ser um fragmento rico em GC.
Houve vérias tentativas com Kits especificos para auxiliar na técnica de PCR e conseguir uma
boa visualizacdo dos fragmentos das expans@es da regido dodecamera. Conseguimos a
amplificacdo através da enzima Promega®, que € utilizada em outro protocolo de expansdo
no caso Ataxia de Friedreich no laboratorio. Depois de varias tentativas com mudanga de
tempo de ciclagem e a utilizacdo da enzima Promega, foi possivel amplificar o fragmento da

expansdo com sucesso.

52 ARESPEITO DA MUTACAO (EXPANSAO)

A repeticdo dodecamera (12 nucleotideos) da mutacdo (expansdo) no gene da cistatina B
(CSTB) ¢é responsavel por aproximadamente 90% dos casos em todo o mundo e 99% dos
casos de EPM1 na Finlandia,sendo a homozigosidade para esta expansdo considerada a
mutacdo fundadora na populacdo finlandesa (HyppoOnen et al, 2015).

No estudo de (Laliot 2003), foram encontradas cinco mutagdes pontuais, algumas
recorrentes, provaveis para causar expressao génica e funcao anormal da proteina, identificada
pela analise de muitos pacientes com EPML1. Estas mutacfes do CSTB representaram apenas
cerca de 10% (23/236) dos alelos examinados da EMPL1.

A doenga de Unverricht-Lundborg também é comum no norte da Africa, mas é menos
comum na Europa ocidental (Moulard et al,2002). Foi realizado um estudo de haplétipos de
cromossomos da doenca de Unverricht-Lundborg com uma expansdo de repeticdo
dodecamera no gene CSTB , a causa mais freqliente do distarbio. Eles descobriram que 29
dos 47 pacientes (61,7%) do norte da Africa compartilhavam o mesmo haplétipo,
estabelecendo assim um efeito fundador nessa populacéo.

Em nosso estudo obtivemos as seguintes analises:
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No paciente DUL7731 foram identificadas expansdes em homozigose na regido
dodecémera, resultando em 62/62 repeticGes nesta regido em um total de fragmentos com
tamanho de 900/900 pares de bases. Apesar de enxergarmos alguns resquicios de produto da
ciclagem da enzima, por ser uma regido com fragmento grande, ndo houve alteracdo no
diagnostico.

Na paciente DUL7766 também foram identificadas expansdes em homozigose na regido
dodecamera,resultando em 62/62 repeticdes nesta regido em um total de fragmentos com
tamanho de 900/900 pares de bases, sendo posteriormente confirmada a segregacéo familiar
através do estudo da mée portadora.

Nos pacientes DUL3156 e DUL 13385 também foram identificadas expansdes em
homozigose na regido dodecamera,resultando em 62/62 repeticdes nesta regido em um total
de fragmentos com tamanho de 900/900 pares de bases.

No paciente DUL 5062 foram identificadas expansdes em homozigose na regido
dodecémera, resultando em 62/62 repeticbes nesta regido em um total de fragmentos com
tamanho de 900/900 pares de bases. Ao analisarmos, houve também alguns resquicios de
produto da ciclagem da enzima, por ser uma regido com fragmento grande, ndo houve

alteracdo no diagnostico.

53  VARIACAO POLIMORFICA.

A variacdo polimoérfica da regido dodecamera (CCCCGCCCCGCG) foi baseada e
consultada no artigo (Mumoli et al., 2015) (Figura 27).
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Figura 27:Eletroforese em gel de agarose mostrando amplificados por PCR expansdes de repeticdo dodecamera
de alelos normais CTSB.Faixas 2 e 3 pacientes homozigotos com 2 c6pias de repeticdo; Faixas 4 e 5 pacientes
homozigotos com 3 copias de repeti¢do; Faixas 6 e 7 compostos heterozigéticos (dois diferentes alelos mutantes
do gene da doenca com 2 e 3 copias de repeticdo;Faixa 1 e 8 marcadores ladder.

Em relacdo aos resultados obtidos neste estudo sobre as variagdes polimorficas
relativamente com 3 repeticdes, esta descrita a sua frequéncia como sendo de 52% para a

populacdo Caucasiana normal (Mumoli et al., 2015).
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CONCLUSOES

A Doenca de Unverricht-Lundborg (DUL) por ser considerada uma doenca autossémica
recessiva, rara, grave e limitante, o diagnostico preciso é extremamente importante para as

condutas apropriadas.

A implementacdo desse estudo genético e o diagnostico laboratorial desta doenca, foi
muito importante, visto como mais um recurso que possibilitou um conhecimento do impacto

real em termos de saude publica. Neste estudo os dados permitiram concluir que:

e Os estudos moleculares foram importantes para identificar a existéncia da DUL na
populacéo brasileira, bem como para determinar a presenca da expanséo 5’UTR
dodecadmera do gene CSTB nos individuos pesquisados.

e O diagnostico molecular foi possivel em 9,26% dos individuos pesquisados com
diagnosticos clinico de DUL.

e As seguintes variacfes polimorficas foram encontradas nos individuos restantes, em
ordem de frequéncia decrescente: 3/3(53,7%),2/2(12,96%) e 2/3(24,07%).
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Hospital das Clinicas
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto

Universidade de Sao Paulo

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Sr. (a) estd sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa
“EPILEPSIA MIOCLONICA PROGRESSIVA DE UNVERRICHT — LUNDBORG (EPML1).
Nesta pesquisa pretendemos analise molecular do gene CSTB entre a populacdo brasileira
com EPM tipo 1.0 motivo que nos leva a estudar é a investigacdo do gene e 0S Sseus
conhecimentos adquiridos serdo muito importantes para que conhecamos melhor esta doenca,
que é ainda pouco conhecida. A identificacdo do gene permitira, elaborar um progndstico
adequado e permitindo a procura de possiveis vias terapéuticas.

Para realizar este teste,precisamos de 10ml de sangue.Além da dor da
picada,ocasionalmente podem aparecer pequenos hematomas,sem maiores consequéncias.
N&o haveréa retencdo de amostras para armazenamento em banco, o DNA genémico coletado
de amostras de sangue venoso e outros materiais biologicos serdo descartados apds a
realizacdo do estudo. Para participar deste estudo o Sr (a) ndo tera nenhum custo, nem
recebera qualquer vantagem financeira.

O Sr. (a) teré o esclarecimento sobre o0 estudo em qualquer aspecto que desejar e estara
livre para participar ou recusar-se a participar. Podera retirar seu consentimento ou
interromper a participacdo a qualquer momento. A sua participagdo é voluntaria e a recusa em
participar ndo acarretard qualquer penalidade ou modificacdo na forma em que o Sr. (a) é
atendido (a) pelo pesquisador, que tratard a sua identidade com padrBes profissionais de
sigilo.

O (A) Sr (a) ndo sera identificado (a) em nenhuma publicacdo que possa
resultar.Qualquer informacdo adicional poderd ser obtida com pesquisadora Bianca Mara
Alves de Andrade ou com o Prof.Dr.Wilson Marques Jr.,no Ambulatério de Neurogenetica do
Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo,ou no telefone 3602-2228.

Li as informacGes acima e entendi o propdsito deste estudo, assim como os beneficios
e 0s riscos de participar dele. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas foram
respondidas. Eu, atraves deste termo, dou livremente meu consentimento para
participar deste estudo.

Assinatura do participante ou do responsavel legal Data
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ANEXO

HOSPITAL DAS CLINICA LBV o
CAS DA FACULDADE DE MEDICINA ‘o g

DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO gyrp.uep
RIBEIRAD PRETO

Ribeirao Preto, 11 de maio de 2016.

Oficio n® 1582/2016
CEP/MGV

PROCESSO HCRP n° 1036/2016

Prezados Pesquisadores,

O trabalho intitulado “ESTUDO MOLECULAR DA EPILEPSIA
MIOCLONICA PROGRESSIVA DE UNVERRICHT - LUNDBORG (EMP1) NA POPULACAO
BRASILEIRA” - Projeto de Pesquisa Versdo 2 datada de abril de 2016, foi analisado pelo
Comité de Etica em Pesquisa, em sua 427" Reuniao Ordinaria realizada em 09/05/2016, e
enquadrado na categoria: APROVADO, bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido TCLE versao 1.0 de abril de 2016.

De acordo com Carta Circular n® 003/2011/CONEP/CNS, datada de
21/03/2011, o sujeito de pesquisa ou seu representante, quando for o caso, deverd rubricar
todas as folhas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE - apondo sua
assinatura na ultima do referido Termo; o pesquisador responsavel devera da mesma forma,
rubricar todas as folhas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE — apondo sua
assinatura na ultima pagina do referido Termo.

Este Comité segue integralmente a Conferéncia Internacional de
Harmonizacao de Boas Praticas Clinicas (IGH-GCP), bem como a Resolucdo n°® 466/2012
CNS/MS.

Lembramos que devem ser apresentados a este CEP, o Relatério
Parcial e o Relatério Final da pesquisa.
Atenciosamente.

oseo)dousse.

Coordenadora do Comité de Etica em
Pesquisa do HCRP e da FMRP-USP

Ilustrissimos Senhores

BIANCA MARA ALVES DE ANDRADE

PROF. DR. WILSON MARQUES JUNIOR (Orientador)
Depto. de Neurociéncias e Ciéncias do Comportamento

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Campus Universitario — Monte Alegre - . p
14048-900 Ribeirso Preto  SP Comité de Etica em Pesquisa do HCRP e FMRP-USP

FWA-00002733; IRB-00002186 e
Registro Plataforma Brasil (ICONEP n® 5440
(016) 3602-2228
cep@hcrp.usp.br
www.hcrp.usp.br
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