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Se avexe não... 
Amanhã pode acontecer tudo 

Inclusive nada 
 

Se avexe não... 
A lagarta rasteja até o dia 

Em que cria asas 
 

Se avexe não... 
Que a burrinha da felicidade 

Nunca se atrasa 
 

Se avexe não... 
Amanhã ela pára na porta 

Da sua casa 
 

Se avexe não... 
Toda caminhada começa 

No primeiro passo 
A natureza não tem pressa 

Segue seu compasso 
Inexoravelmente chega lá 

(...) 
 

Flávio José, A Natureza das Coisas 
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Apresentação da tese de doutorado 

A síndrome SPOAN é uma doença neurodegenerativa de herança autossômica recessiva 

pertencente ao grande grupo das paraplegias espásticas hereditárias (HSP). As HSPs são um 

grupo nas quais os pacientes apresentam espasticidade progressiva e fraqueza dos membros 

inferiores. Até o presente momento mais de 70 loci foram associados à HSP e em mais da metade 

o gene associado à condição foi identificado. SPOAN é o acrônimo dos principais sinais clínicos, 

em inglês spastic paraplegia, optic atrophy and neuropathy. 

O estudo clínico e genético de indivíduos com a síndrome SPOAN vêm sido realizado no 

Centro de Estudos do Genoma Humano (CEGH) do Instituto de Biociências da Universidade de 

São Paulo (USP) desde 2003 sob coordenação da Profa. Dra. Mayana Zatz e do Prof. Dr. 

Fernando Kok. A casuística foi identificada durante o doutoramento da Profa. Dra. Silvana 

Santos, hoje docente da Universidade Estadual da Paraíba (UEPB), e foi avaliada clinicamente 

pela equipe do Prof. Dr. Fernando Kok do Departamento de Neurologia da Faculdade de 

Medicina da USP (FMUSP). A descrição clínica e genética inicial dessa síndrome foi realizada 

durante a tese de doutoramento da Dra. Lucia Inês Macedo Souza. 

Ao longo do período de dez anos foram identificadas mais de 70 pessoas afetadas com a 

síndrome SPOAN, oriundas da região do interior do estado do Rio Grande do Norte. Além desse 

grande cluster, outros três pacientes sem parentesco com os pacientes da região do Rio Grande do 

Norte também foram diagnosticados com essa síndrome, sendo esses oriundos dos estados de 

Minas Gerais e Rio Grande do Sul. Em colaboração com Joseph Gleeson, MD, Ph.D., do 

laboratório de neurogenética da University of California, San Diego, identificamos mais dois 

pacientes egípcios (irmãos) com essa doença. 

 Nessa tese de doutorado foram realizados estudos genômicos e funcionais para identificar 

e avaliar a patogenicidade da variante associada à síndrome SPOAN. A introdução da tese é uma 
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revisão da literatura sobre paraplegias espásticas hereditárias, sobre o tráfego de vesículas axonal, 

sobre as proteínas motoras cinesinas, doenças neurodegenerativas associadas ao defeito de 

transporte axonal e sobre a síndrome SPOAN. A seção de materiais e métodos apresenta todas as 

técnicas e procedimentos realizados dos estudos genéticos e funcionais desta tese. A seção dos 

resultados e discussão consiste na descrição da variante patogênica associada ao fenótipo e 

estudos funcionais em modelos in vitro e in vivo. Nessa seção também se encontra o artigo 

originado desta tese, na íntegra, com título “Overexpression of KLC2 due to a homozygous 

deletion in the non-coding region causes SPOAN syndrome”, publicado no periódico 

internacional Human Molecular Genetics (A1 para área de Genética). Para finalizar, a última 

seção da tese discerne sobre as considerações finais e perspectivas futuras reune os principais 

achados experimentais dessa tese de doutoramento e as possíveis novas estratégias para continuar 

a investigação do mecanismo patofisiológico da síndrome SPOAN. 
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Resumo 

A síndrome SPOAN (acrônimo do inglês spastic paraplegia, optic atrophy and 

neuropathy) é uma doença neurodegenerativa de herança autossômica recessiva que tem como 

achados clínicos a atrofia ótica congênita não progressiva, paraplegia espástica e neuropatia 

ambas progressivas. Ela havia sido mapeada na região cromossômica 11q13, porém a variante 

patogênica e o gene associados à síndrome não haviam sido identificados. Após execução do 

sequenciamento do genoma completo de um paciente foi detectada a deleção de 216-pb 

(chr11.hg19:g.66,024,557_66,024,773del) em homozigose localizada em região regulatória 

upstream do gene KLC2. Surpreendentemente, essa deleção causa superexpressão do KLC2, 

detectada em estudos de Real-Time Quantitative Reverse Transcription PCR (qRT-PCR) 

utilizando fibroblastos e neurônios motores de pacientes comparados com controles. Ensaios 

utilizando o Danio rerio como modelo in vivo mostraram que tanto o knockdown quanto a 

superexpressão do klc2 em embriões de zebrafish causa o fenótipo de cauda curvada (leve ou 

grave); fenótipo esse associado às doenças neurodegenerativas e HSPs. Superexpressão de um 

gene causada por uma pequena deleção em região regulatória é um novo mecanismo que até 

então não havia sido descrito na condição autossômica recessiva. Estudos funcionais por meio de 

gene reporter de LacZ avaliando o padrão de expressão espaço-temporal da região regulatória 

wild-type e com a deleção de 216-pb foram realizados nesse trabalho em modelo de camundongo, 

porém, não foi possível identificar um padrão de expressão reprodutível do gene reporter nesse 

modelo. Por fim, camundongos transgênicos para a superexpresão do KLC2 humano foram 

gerados, no entanto não foram realizados testes físicos e comportamentais para validar o 

transgênico como modelo para síndrome SPOAN. 
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Abstract 

SPOAN (the acronym of its clinical symptoms) syndrome is a neurodegenerative disorder 

mainly characterized by a progressive spastic paraplegia, congenital non-progressive optic 

atrophy and progressive neuropathy. A potential causative gene was mapped at 11q13, but so far 

no gene and mutation were identified. Whole-genome sequencing allowed to detect a 

homozygous 216-bp deletion (chr11.hg19:g.66,024,557_66,024,773del) located at the regulatory 

upstream region of the KLC2 gene. Surprisingly, this deletion causes KLC2 overexpression 

detected by Real-Time Quantitative Reverse Transcription PCR (qRT-PCR) using fibroblasts and 

motor-neurons from patients compared with controls. Assays using Danio rerio as in vivo model 

showed that the klc2 knockdown either its overexpression in zebrafish embryos causes mild to 

severe curly-tail phenotype; phenotype that is already well defined as suggestive of a 

neurodegenerative disorder and HSP. Overexpression of a gene caused by a small deletion in the 

regulatory region is a novel mechanism, which to the best of our knowledge, was never reported 

before in a recessive condition. Functional studies using LacZ reporter assay evaluating the 

spatiotemporal expression pattern of wild-type regulatory region and with the deletion of 216-bp 

were performed in this work using mouse, but was not possible to identify an especific gene 

reporter expression pattern in this animal model. As a last experiment, transgenic mice for human 

KLC2 overexpression were generated, though behavioral tests were not performed to validate this 

transgenic animal as a model for SPOAN syndrome. 
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1. Introdução  

1.1.  Paraplegias espásticas hereditárias 

As paraplegias espásticas hereditárias (HSPs, do inglês hereditary spastic paraplegia) são 

um grupo diverso de doença genética neurodegenerativa caracterizadas por fraqueza muscular e 

rigidez progressiva nas extremidades inferiores que resultam da degeneração dos axônios dos 

neurônios motores superiores (Blackstone et al., 2011; Schule & Schols, 2011). Com base na 

presença ou ausência de outros distúrbios neurológicos, as HSPs são classificadas como não 

complicadas (puras) e complicadas, respectivamente. As HSPs não complicadas têm como 

achados clínicos apenas a paraparesia progressiva, fraqueza muscular e espasticidade nos 

membros inferiores. As HSPs complicadas podem apresentar, além das características citadas 

acima, outros quadros clínicos como surdez, ataxia, retardo mental, sinais extrapiramidais, 

distúrbios visuais e epilepsia. As HSPs são geralmente progressivas e apresentam idade de início 

de manifestação muito variável. 

A heterogeneidade de apresentação clínica é acompanhada pela heterogeneidade genética. 

Até o presente, mais de 70 loci, que incluem quase todos os mecanismos de herança, foram 

associados às HSPs (Blackstone et al., 2011; Schule & Schols, 2011; Fink, 2006; Salinas et al., 

2008; Ikenaka et al., 2012; Finsterer et al., 2012; Millecamps & Julien, 2013; Lo Giudice et al., 

2014). Os casos de HSP apresentam transmissão de herança compatível com autossômico 

recessivo (AR), autossômico dominante (AD) ou ligado ao cromossomo X. Os loci associados às 

HSPs recebem o nome de SPG e foram descritos na Tabela 1. Até o presente momento, a 

maioria dos loci associados à HSP teve a identidade do gene e a variante patogência causadora da 

doença elucidadas. 
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Tabela 1. Locus e genes relacionados às HSPs. Fonte: OMIM, 2016; Finsterer et al., 2012; Millecamps & 

Julien, 2013; Novarino et al., 2014; Halevy et al., 2014; Lo Giudice et al., 2014. 

Locus Definição Transmissão Região Gene 

SPG1 Paraplegia espástica 1 Ligada ao X Recessiva Xq28 L1CAM 

SPG2 Paraplegia espástica 2 Ligada ao cromossomo X Xq22.2 PLP1 

SPG3A Paraplegia espástica 3 Autossômica Dominante 14q22.1 ATL1 

SPG4 Paraplegia espástica 4 Autossômica Dominante 2p22.3 SPAST 

SPG5A Paraplegia espástica 5 Autossômica Recessiva 8q12.3 CYP7B1 

SPG5B Paraplegia espástica 5B Autossômica Recessiva - - 

SPG6 Paraplegia espástica 6 Autossômica Dominante 15q11.2 NIPA1 

SPG7 Paraplegia espástica 7 Autossômica Recessiva 16q24.3 SPG7 

SPG8 Paraplegia espástica 8 Autossômica Dominante 8q23-q13 KIAA0196 

SPG9 Paraplegia espástica 9 Autossômica Dominante 10q23.3-24.1 - 

SPG10 Paraplegia espástica 10 Autossômica Dominante 12q13.3 KIF5A 

SPG11 Paraplegia espástica 11 Autossômica Recessiva 15q21.1 SPG11 

SPG12 Paraplegia espástica 12 Autossômica Dominante 19q13.32 RTN2 

SPG13 Paraplegia espástica 13 Autossômica Dominante 2q24-q34 SSPD1 

SPG14 Paraplegia espástica 14 Autossômica Recessiva 3q27-q28 - 

SPG15 Paraplegia espástica 15 Autossômica Recessiva 14q24.1 ZFYVE26 

SPG16 Paraplegia espástica 16 Ligada ao X Xq11.2 SPG16 

SPG17 Paraplegia espástica 17 Autossômica Dominante 11q12-q14 BSCL2 

SPG18 Paraplegia espástica 18 Autossômica Recessiva 8p11.23 ERLIN2 

SPG19 Paraplegia espástica 19 Autossômica Dominante 9q - 

SPG20 Síndrome de Troyer Autossômica Recessiva 13q13.3 SPG20 

SPG21 Paraplegia espástica 21 Autossômica Recessiva 15q21 SPG21 

SPG22 Paraplegia espástica 22 Ligada ao X Xq21 SLC16A2 

SPG23 Paraplegia espástica 23 Autossômica Recessiva 1q24-q32 - 

SPG24 Paraplegia espástica 24 Autossômica Recessiva 13q14 - 

SPG25 Paraplegia espástica 25 Autossômica Recessiva 6q23-q24.1 - 

SPG26 Paraplegia espástica 26 Autossômica Recessiva 12p11.1-q14 B4GALNT1 

SPG27 Paraplegia espástica 27 Autossômica Recessiva 10q22.1-q24.1 ENTPD1 

SPG28 Paraplegia espástica 28 Autossômica Recessiva 14q22.1 DDHD1 

SPG30 Paraplegia espástica 30 Autossômica Recessiva 2q37.3 KIF1A 

SPG31 Paraplegia espástica 31 Autossômica Dominante 2p11.2 REEP1 

SPG32 Paraplegia espástica 32 Autossômica Recessiva 14q12-q21 - 

SPG33 Paraplegia espástica 33 Autossômica Dominante 10q24.2 ZFYVE27 

SPG34 Paraplegia espástica 34 Ligada ao X Xq24-q25 - 

SPG35 Paraplegia espástica 35 Autossômica Recessiva 16q23.1 FA2H 

SPG36 Paraplegia espástica 36 Autossômica Dominante 12q23-q24 - 

SPG37 Paraplegia espástica 37 Autossômica Dominante 8p21.1-q13.3 - 
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Continuação da Tabela 1. Locus e genes relacionados às HSPs. Fonte: OMIM, 2016; Finsterer et al., 

2012; Millecamps & Julien, 2013; Novarino et al., 2014; Halevy et al., 2014; Lo Giudice et al., 2014. 

Locus Definição Transmissão Região Gene 

SPG38 Paraplegia espástica 38 Autossômica Dominante 4p16-p15 - 

SPG39 Paraplegia espástica 39 Autossômica Recessiva 19p13.2 PNPLA6 

SPG40 Paraplegia espástica 40 Autossômica Dominante - - 

SPG41 Paraplegia espástica 41 Autossômica Dominante 11p14.1-p11.2 - 

SPG42 Paraplegia espástica 42 Autossômica Dominante 3q25.31 SLC33A1 

SPG43 Paraplegia espástica 43 Autossômica Recessiva 19p13.11-q12 C19orf12 

SPG44 Paraplegia espástica 44 Autossômica Recessiva 1q42.13 GJC2 
SPG45 Paraplegia espástica 45 Autossômica Recessiva 10q24.3-q25.1 ERLIN1 
SPG46 Paraplegia espástica 46 Autossômica Recessiva 9p13.3 GBA2 

SPG47 Paraplegia espástica 47 Autossômica Recessiva 1p13.2-1p12 AP4B1 

SPG48 Paraplegia espástica 48 Autossômica Recessiva 7p22.1 AP5Z1 

SPG49 Paraplegia espástica 49 Autossômica Recessiva 14q32.31 TECPR2 

SPG54 Paraplegia espástica 54 Autossômica Recessiva 8p11.23 DDHD2 

SPG55 Paraplegia espástica 55 Autossômica Recessiva 12q24.31 C12ORF65 

SPG56 Paraplegia espástica 56 Autossômica Recessiva 4q25 CYP2U1 

SPG57 Paraplegia espástica 57 Autossômica Recessiva 3q12.2 TFG 

SPG58 Paraplegia espástica 58 Autossômica Recessiva 17p13.2 KIF1C 

SPG59 Paraplegia espástica 59 Autossômica Recessiva 15q21.2 USP8 

SPG60 Paraplegia espástica 60 Autossômica Recessiva 3p22.2 WDR48 

SPG61 Paraplegia espástica 61 Autossômica Recessiva 16p12.3 ARL6IP1 

SPG62 Paraplegia espástica 62 Autossômica Recessiva 10q24.31 ERLIN1 

SPG63 Paraplegia espástica 63 Autossômica Recessiva 1p13.3 AMPD2 

SPG64 Paraplegia espástica 64 Autossômica Recessiva 10q24.1 ENTPD1 

SPG65 Paraplegia espástica 65 Autossômica Recessiva 10q24.3-q25.1 NT5C2 

SPG66 Paraplegia espástica 66 Autossômica Recessiva 5q32 ARSI 

SPG67 Paraplegia espástica 67 Autossômica Recessiva 2q33.1 PGAP1 

SPG68 Paraplegia espástica 68 Autossômica Recessiva 11q13.1 FLRT1 

SPG69 Paraplegia espástica 69 Autossômica Recessiva 1q41 RAB3GAP2 

SPG70 Paraplegia espástica 70 Autossômica Recessiva 12q13.3 MARS 

SPG71 Paraplegia espástica 71 Autossômica Recessiva 5p13.3 ZFR 

- - Autossômica Recessiva 9p13.2 EXOSC3 

 

Mais da metade dos casos de HSPs na América do Norte e do norte europeu podem ser 

atribuídos a defeitos de organelas (Soderblom & Blackstone, 2006). Em geral, as variantes 

patogênicas que causam HSP modificam a estrutura do retículo endoplasmático (RE) ou 
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interrompem a relação de transporte intracelular de vesículas e macromoléculas do RE com o 

complexo de Golgi. O RE é composto por uma rede de túbulos de membrana e cisternas que se 

estendem por todo o citoplasma e encerram no núcleo (Voeltz et al., 2002; Renvoise & 

Blackstone, 2010; Friedman & Voeltz, 2011). Vários fatores contribuem para estrutura do ER, 

incluindo as proteínas da membrana REEP e proteínas da família reticulon, os reguladores do 

citoesqueleto de microtúbulos e os componentes da via de secreção da vesícula, que controlam a 

biogênese e excreção (Voeltz et al., 2006; Audhya et al., 2007; Park et al., 2010; Park & 

Blackstone, 2010; Dykstra et al., 2010; Valenzuela et al., 2011; Zanetti et al., 2012). 

Dentre as diferentes formas de HSP, estão melhores caracterizados os genes SPAST, ATL1 

e REEP1, os quais codificam as proteínas espastina, atlastina GTPase-1, e REEP1, 

respectivamente; proteínas essas responsáveis pela organização da estrutura do RE, bem como 

atuam na regulação do transporte intracelular de vesículas e macromoléculas entre o RE e o 

complexo de Golgi. As variantes patogênicas em SPAST foram as primeiras a serem identificadas 

e são as mais frequentes em pacientes com HSP não complicada de transmissão AD (Hazan et 

al., 1999). A proteína espastina se liga aos microtúbulos do citoesqueleto, e dessa forma, atua 

regulando a morfologia e a estrutura do RE (Park et al., 2010; Connell et al., 2009). Variantes 

patogênicas no ATL1 também são frequentes em formas de HSP não complicada (Zhao et al., 

2001) e a ausência dessa proteína na célula interfere na formação da estrutura do ER e inibe o 

alongamento axonal nos neurônios corticais de ratos (Zhu et al., 2006; Bian et al., 2011). 

Variantes patogênicas em REEP1 causam HSP não complicada, e esse gene, juntamente com 

reticulon, é responsável por gerar e manter as curvas das membranas do RE (Zuchner et al., 

2006; Friedman & Voeltz, 2011; Montenegro et al., 2012). Outros estudos demonstraram que a 

espastatina interage bioquimicamente com proteínas da família da atlastina, REEP e reticulon, 

sugerindo que essas proteínas estejam fortemente associadas na formação e manutenção do RE 
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(Mannan et al., 2006). Além disso, o efeito das variantes patogênicas nos genes que causam HSP 

sugere que o próprio RE deva desempenhar uma função importante na manutenção do axônio até 

então ainda pouco conhecida. 

Além de defeitos no RE, variantes patogênicas em genes relacionados à função 

mitocondrial, mielinização, tráfego de vesículas e transporte de membranas também estão 

relacionados à HSP (Lo Giudice et al., 2014). Defeitos de mitocôndria já estão associados com 

HSPs desde o final da década de 90. Variantes patogênicas em SPG7, por exemplo, que codifica 

a proteína paraplegina, podem causar HSP não complicada e complicada em famílias com padrão 

de herança AR, indicando o possível envolvimento da disfunção da fosforilação oxidativa 

mitocondrial desencadeando o fenótipo de HSP (Casari et al., 1998). Outro gene com função 

mitocondrial associado à HSP é o HSPD1, que codifica a proteína chaperonina e está envolvido 

com o dobramento e montagem de proteínas importadas pela mitocôndria (Hansen et al., 2002). 

Ademais, acredita-se que SPG20, também associado à HSP, tenha algum envolvimento com 

atividade mitocondrial (Blackstone et al., 2011). Outro mecanismo importante para o 

desenvolvimento de HSPs, entre outras doenças neurodegenerativas, é o defeito no transporte 

axonal neuronal (Stevanin et al., 2008; Dion et al., 2009). Este tema está discutido na seção 1.4 

desse capítulo. 

 

1.2. Transporte axonal 

 O transporte axonal é responsável pelo tráfego bidirecional de vesículas (mitocôndrias, 

lisossomos, vesículas sinápticas entre outras) e macromoléculas (RNA, proteínas, lipídeos, etc.) 

entre o corpo celular neuronal e sua terminação axonal (Millecamps & Julien, 2013). Esse 

transporte, juntamente com outros mecanismos de tráfego neuronal, é de fundamental 

importância para formação da dinâmica das estruturas pré e pós-sinápticas, e para o 
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desenvolvimento e manutenção de processos axonais e dendríticos (Maeder et al., 2014). O 

transporte axonal tem de ser efetivo, visto que o axônio é uma estrutura delgada e longa, que 

pode chegar até um metro de comprimento em neurônios motores, e que necessita uma 

coordenação específica do transporte de carga, em especial das mitocôndrias, para realização 

funcional do tráfego interno (Lin & Sheng, 2015).  

O transporte axonal é realizado por meio da ligação de proteínas motoras aos 

microtúbulos. Os microtúbulos do axônio são uniformemente polarizados, o que permite com que 

proteínas motoras “trafeguem” em apenas um sentido, diferentemente dos microtúbulos 

localizados na região dendrítica, que são polarizados em ambos os sentidos. O sentido da 

polarização do microtúbulo é essencial para diferenciar o transporte axonal anterógrado de 

retrógrado. O transporte anterógrado é definido pelo tráfego de cargas do corpo celular até a 

terminação axonal e é majoritariamente realizado pelas proteínas da família das cinesinas. O 

transporte retrógrado se dá no sentido inverso, carregando as cargas presentes na terminação 

axonal até o corpo celular (Figura 1), sendo as proteínas da família dineína responsáveis por esse 

transporte (Carter, 2013). Ambas as proteínas motoras (cinesinas e dineínas) hidrolisam ATP 

para realizar o transporte das vesículas e macromoléculas (Hirokawa et al., 2010). Na Figura 1 

estão representadas as estruturas dessas proteínas.  
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Figura 1. Representação estrutural das cinesinas e dineínas, e o sentido de locomocação dessas proteínas 

motoras em relação à polarização do microtúbulo. Figura modificada de Millecamps & Julien (2013). 

 

O reconhecimento específico das vesículas e macromoléculas a serem transportadas 

através do axônio é feito pela extremidade das proteínas cinesinas e dineínas, com auxílio ou não 

de proteínas adaptadores. Essas proteínas motoras se ligam em sua região C-terminal a diversos 

adaptadores, os quais apresentam ligações específicas a um grupo restrito de vesículas e 

macromoléculas (Millecamps & Julien, 2013). Várias dessas proteínas adaptadoras são bem 

estudadas como, por exemplo, as proteínas da família TRAK, MIRO, JNK, entre outras (Fujita et 

al., 2007; Cho et al., 2007; Lin & Sheng, 2015). No modelo animal de Drosophila, a proteína 

adaptadora MIRO foi bem caracterizada por reconhecer o domínio de ligação de cargas das 

cinesinas (Glater et al., 2006). Em relação aos mamíferos que não possuem a proteína MIRO, 

foram caracterizados ortólogos desse adaptador, que são as proteínas TRAK1 e TRAK2 

(Koutsopoulos et al., 2010; Macaskill et al., 2009), e variantes patogênicas nessas proteínas 

adaptadoras estão relacionadas direta ou indiretamente com neurodegeneração (ver seção 1.4). 
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1.3.  Cinesinas 

 As cinesinas são proteínas que atuam como “motores” responsáveis pelo transporte 

axonal de vesículas e organelas no sentido anterógrado (i.e., do corpo celular para a terminação 

axonal) por meio de microtúbulos (Pernigo et al., 2013; Birsa et al., 2013). As cinesinas se 

organizam em heterotetrâmeros e se ligam direta ou indiretamente às cargas que são 

transportadas ao longo do axônio (Akhmanova & Hammer, 2010; Baird & Bennett, 2013). Até o 

momento 45 genes, pertencentes a 14 superfamílias de cinesinas, já foram descritos (Hirokawa et 

al., 2009; Verhey & Hammond, 2009). Dentre o grupo dessa superfamília proteica, a mais 

estudada é a cinesina-1, comumente chamada de KIF5 e está principalmente relacionada ao 

transporte axonal anterógrado de mitocôndrias (Hurd & Saxton, 1996; Pilling et al., 2006; 

Tanaka et al., 1998). As três proteínas da superfamília KIF5 que atuam na formação do complexo 

cinesina-1 são KIF5A, KIF5B e KIF5C.  

A estrutura proteica das cinesinas de diferentes proteínas da mesma superfamília 

apresenta alta conservação estrutural. O complexo das cinesinas é formado por duas cinesinas de 

cadeias pesadas (KHC, do inglês kinesin heavy chain) que se ligam diretamente ao microtúbulo e 

se movem ao longo do axônio, estando associadas ou não à duas cinesinas de cadeia leve (KLC, 

do inglês kinesin light chain), cuja função está relacionada à ligação às vesículas e 

macromoléculas a serem transportadas pelo complexo da cinesina (Bloom et al., 1988; Yip et al., 

2016). A porção N-terminal das KHCs é denominada domínio motor ou head e, por meio de 

hidrólise de ATP, faz a ligação e se move ao longo dos microtúbulos (Figura 2). A estrutura 

head da cinesina pesada está conectada ao stalk por meio da estrutura neck. O stalk é composto 

por extensas repetições peptídicas em espiral (do inglês coil) que se dimerizam para formar a 

estrutura de corpo das cinesinas, sendo o stalk também responsável pelo reconhecimento e 

ligação às KLCs (Hackney, 2007). Já a subunidade C-terminal das KHCs (tail) está relacionada 
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ao reconhecimento e ligação aos adaptadores e cargas (Hirokawa et al., 2010; Diefenbach et al., 

1998). 

 

Figura 2. As estruturas denominadas de head, neck, stalk e tail são estruturas representativas das KHCs. 

As KLCs estão representadas na cor verde. Figura modificada de Carter (2013). 

 

As cinesinas de cadeia leve também são divididas em três domínios: a região N-terminal 

formada por domínios coiled-coil, compostos por repetições heptapeptídicas que reconhecem a 

região coiled-coil das KHCs; a região de domínio repetitivo de tetratricopeptídeos (TRPs) e a 

região C-terminal (Figura 3). As duas últimas regiões citadas são as mais bem estudadas e têm 

como função realizar a ligação das cinesinas às mais diversas cargas (Kamal & Goldstein, 2002; 

Zhu et al., 2012). Os domínios TRP são chamados de módulos de interação proteína-proteína, no 

qual consistem em repetições de 34 aminoácidos e são os domínios-chave para reconhecimento 

de cargas específicas (D’Andrea & Regan, 2003). Esses domínios apresentam diversidade 

estrutural dentro o grupo das KLCs. 
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Figura 3. A região tetratricopeptídeo (TRP) coiled-coil, que tem como função o reconhecimento de cargas 

específicas a serem transportadas pela cinesina. A região TRP está delimitada dentro da linha tracejada 

sombreada em cinza (Zhu et al., 2012).  

 

Quatro proteínas da família das cinesinas de cadeia leve foram descritas até o momento e 

são codificadas por quatro diferentes genes (KLC1, KLC2, KLC3 e KLC4), sendo as proteínas 

KLC1 e KLC2 as mais estudadas e apresentam 67% de identidade proteica entre si (Morihara et 

al., 2014). O KLC1, bem como o KLC2, apresenta alta expressão em tecido cerebral e em 

neurônios, e as proteínas codificadas por esses genes se ligam à diversas proteínas adaptadoras e 

à cargas neuronais (McGuire et al., 2006; Kamm et al., 2004; Bracale et al., 2007; Kimura et al., 
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2005; Lalioti et al., 2009; Araki et al., 2007; Konecna et al., 2006). Muitas proteínas adptadoras e 

várias cargas são reconhecidas por ambas as cinesinas KLC1 e KLC2, porém algumas são 

reconhecidas apenas pela região TRP de uma das duas cinesinas de cadeia leve, tornando 

essencial o funcionamento de ambas em tecidos e tempos diferentes (Zhu et al., 2012). Sabe-se 

também que o KLC2 tem papel importante na ligação física e tráfego de mitocôndrias e da 

enzima Na,K-ATPase (Trejo et al., 2010). 

A cinesina de cadeia leve-2 se liga fisicamente com as cinesinas de cadeia pesada KIF5A 

e KIF5B (Morton et al., 2010). O KLC2, localizado na região cromossômica 11q13.2 

(chr11:66025174-66035332), apresenta 14 transcritos e duas isoformas proteicas conhecidas com 

622 (CCDS8130) e 545 (CCDS44653) resíduos de aminoácidos. O maior transcrito tem 

aproximadamente 3-Kb e possui 16 éxons, sendo o primeiro deles não codificador. O KLC2 

expressa-se principalmente em tecido nervoso central e periférico (Cabeza-Arvelaiz et al., 1993; 

Rahman et al. 1998). Até o presente momento, variantes patogênicas em KLC2 não haviam sido 

associadas a qualquer doença genética.  

 

1.4.  Doenças neurodegenerativas associadas ao defeito de transporte axonal  

Defeitos relacionados à formação e manutenção dos microtúbulos geralmente são 

deletérios e acarretam a morte neuronal (Rahman et al., 1999; Mandelkow & Mandelkow, 2002). 

Defeitos de transporte axonal, principalmente o defeito de transporte de mitocôndrias, também 

estão relacionados a diversos casos de doenças neurodegenerativas e de distúrbios neurológicos 

(Sheng & Cai, 2012; Gindhart et al., 1998; Rahman et al., 1999; Mandelkow & Mandelkow, 

2002; Stokin et al., 2005; Perlson et al., 2010; Millecamps & Julien, 2013). Tanto as proteínas 

motoras como as adaptadoras envolvidas no transporte axonal podem causar, quando mutadas, 

neurodegeneração. Alterações estruturais ou que levem a diminuição da expressão das proteínas 
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adaptadoras MIRO e TRAK causam deficiência no transporte anterógrado de mitocôndrias 

(Stowers et al., 2002; van Spronsen et al., 2013; Brickley & Stephenson, 2011). Variantes 

patogênicas em genes da família da dineína (Lipka et al., 2013) e das cinesinas de cadeia pesada 

(KIF2A, KIF1B, KIF5C e KIF21A) já foram associadas a várias doenças neurodegenerativas 

(revisão em Maday et al., 2014). Entre as cinesinas de cadeia leve, KLC1 é mais investigada e foi 

a primeira a ser associada à neurodegeneração, tal como há sugestões da importância dessa 

cinesina na doença de Alzheimer (Morihara et al., 2014), e ela apresenta 67% de identidade a 

nível proteico com KLC2. 

Dentro do espectro das paraplegias espásticas hereditárias, variantes patogênicas em três 

cinesinas de cadeia pesada (KIF5A, KIF1A e KIF1C) foram associadas à HPS (Reid et al., 2002; 

Ebbing et al., 2008; Novarino et al., 2014; Caballero Oteyza et al., 2014). Variantes patogênicas 

em KIF5A, que codifica a proteína cinesina de cadeia pesada da isoforma 5A, por exemplo, 

causam diminuição da afinidade e velocidade de transporte de macromoléculas através do axônio, 

resultando na HSP conhecida como SPG10 (Ebbing et al., 2008). Recentemente foi descrita uma 

família com HSP apresentando uma variante patogênica em homozigose na cinesina de cadeia 

leve-4 codificada por KLC4 (Bayrakli et al., 2015), evidenciando que a perda de função das 

cinesinas, tanto da cadeia pesada quanto da leve, tem papel fundamental no distúrbio do 

transporte axonal, causando neurodegeneração e levando ao fenótipo de paraplegia espástica 

hereditária.  

 

1.5.  Modelos animais de neurodegeneração 

Diversos modelos animais mostraram que defeito de transporte axonal causa 

neurodegeneração. Várias espécies de animais, desde Drosophila melonogaster até murinos 

como Mus Musculus e Rattus Novergicus já foram usados como modelo para doenças 
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neurodegenerativas humanas (Munch et al., 2005; Falzone et al., 2009; Hirokawa et al, 2010). O 

modelo animal de zebrafish (Danio rerio) tem sido utilizado com bastante frequência em estudos 

genéticos, uma vez que seu genoma, ainda que parcialmente duplicado, apresenta vários genes 

em cópia única. Além disso, esse modelo animal apresenta um curto período de desenvolvimento 

embrionário, facilitando a geração de animais knockdown ou transgênicos. Estudos funcionais 

por meio de knockdown realizados em genes de zebrafish, no qual os genes ortólogos em 

humanos foram previamente associados à HSP, demonstraram que a perda de função desses 

genes apresentaram fenótipo sugestivo de neurodegeneração no embrião (Tabela 2). Em resumo, 

vários estudos demonstraram que a perda de função de genes associados a HSPs, geralmente 

realizada por knockdown em zebrafish utilizando morfolinos, causa fenótipo de cauda-curvada, 

déficit de nado do embrião, letalidade e defeitos no eixo corporal no peixe.  

 
Tabela 2. Ortólogos de zebrafish associados à HSPs em Homo sapiens.  

Locus 
Gene  

(Homo sapiens) 
Gene ortólogo 
 (Danio rerio) 

Referência 

SPG3A ATL1 atl1 Fassier et al., 2010 

SPG4 SPAST spast Butler et al., 2010 

SPG8 KIAA0196 strumpellin Valdmanis et al., 2007; Clemen et al., 2010 

SPG11 SPG11 spg11 Southgate et al., 2010; Martin et al., 2012 

SPG15 ZFYVE26 zfyve26 Martin et al., 2012 

SPG39 PNPLA6 pnpla6 Song et al., 2013 

SPG42 SLC33A1 slc33a1 Lin et al., 2008 

SPG46 GBA2 gba2 Martin et al., 2013 

SPG59 USP8 usp8 Novarino et al., 2014 

SPG61 ARL6IP1 arl6ip1 Novarino et al., 2014 

SPG67 PGAP1 pgap1 Novarino et al., 2014 

SPG70 MARS Mars Novarino et al., 2014 

 

Apesar do zebrafish ser bastante usado como modelo animal de doenças humanas, o 

modelo murino é uma excelente alternativa para geração de linhagens estáveis de diversas 

doenças neurodegenerativas devido sua maior semelhança genética com o Homo sapiens. A 
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esclerose lateral amiotrófica (ELA) e a distrofia muscular de Duchenne, por exemplo, apresentam 

diversos modelos de ratos e camundongos transgênicos gerados (Collard et al., 1995; revisão em 

Vainzof et al. 2008; revisão em Philips & Rothstein, 2015). Camundongos trangênicos vem 

sendo utilizados como modelo de doenças neurodegenerativas desde a década de 80 quando o 

grupo de Bulfield et al. (1984) desenvolveu o primeiro modelo de distrofia de Duchenne. Esse 

animal apresentava elevados níveis de creatina quinase em tecido muscular e de piruvato quinase 

no soro, além de apresentarem lesões histológicas características de distrofia muscular. Após esse 

primeiro modelo murino, dezenas de camundongos transgênicos modelados para doenças 

neurodegenerativas foram gerados (Vainzof et al., 2012). Em geral, os camundongos 

transgênicos para doenças neurodegenerativas apresentam como características clínicas a 

distrofia esquelética de leve a grave, cardiopatia e fraqueza muscular. Testes físicos, testes 

comportamentais e avaliação da longevidade são os melhores experimentos e critérios utilizados 

como indicadores para diagnosticar e acompanhar a perda ou progressão da disfunção 

neuromuscular.  

Doenças neurodegenerativas relacionadas ao defeito de transporte axonal já foram 

estudadas por meio de modelos murinos transgênicos para os genes mutados nessas doenças. 

Camundongos apresentando variantes patogênicas em genes relacionados ao tráfego neuronal 

apresentam características bem definidas de neurodegeneração nesse modelo animal (revisão em 

Roy et al., 2005). Em relação aos modelos animais envolvendo cinesinas, o modelo knockdown 

do Klc1 em camundongo (Klc1tm1Gsn/Klc1tm1Gsn) apresentou fenótipo de neurodegeneração, sendo 

os principais achados a morfologia anormal axonal, defeito de transporte axonal, defeito 

morfológico da matéria branca cerebral e da medula espinhal, degeneração axonal e depósito de 

proteínas tau (Rahman et al., 1999). De acordo com o banco de dados Mouse Genome Database 

(MGD; http://www.informatics.jax.org/), camundongos knockdown do Klc2 
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(Klc2tm1e(EUCOMM)Wtsi/Klc2tm1e(EUCOMM)Wtsi) apresentaram alterações de comportamento, tais como 

hiperatividade e de respostas neurológicas, como ausência do reflexo auditivo, além de outros 

defeitos relacionados à audição e de homeostasia e metabolismo (Eppig et al., 2015). Outro 

banco de dados relacionado à fenótipos em camundongos (https://www.mousephenotype.org/) 

mostrou que animais knockdown do Klc2 apresentam principalmente defeitos auditivos, além de 

defeitos secundários não significativos (que não aparecerem em replicatas biológicas): defeitos 

neurológicos, de crescimento, da estruturação esquelética, visuais entre outros. 

 

1.6. Síndrome SPOAN 

A síndrome SPOAN (OMIM #609541), acrônimo do inglês spastic paraplegia, optic 

atrophy and neuropathy, é uma doença neurodegenerativa de herança AR que tem como achados 

clínicos a atrofia ótica congênita e aparentemente não progressiva; a paraparesia espástica de 

início na primeira década de vida, levando à perda da deambulação autônoma antes da 

adolescência; a neuropatia periférica, com início clínico após a primeira década de vida e 

causando perda progressiva da função dos membros superiores, o que leva a comprometimento 

da sensibilidade profunda e do agravamento da fraqueza muscular; as deformidades articulares e 

da coluna; a resposta de sobressalto a sons inesperados e ausência de comprometimento cognitivo 

e auditivo (Macedo-Souza et al., 2005; Macedo-Souza et al., 2009). Em estudo clínico e 

fisiológico mais detalhado sobre essa síndrome, Amorim et al. (2014) avaliou 27 pacientes com a 

síndrome SPOAN e os principais achados clínicos desse estudo foram fraqueza distal e atrofia 

muscular, deformidade nos pés e na coluna, e ausência de reflexos no tornozelo de todos os 

pacientes. 

A síndrome SPOAN foi identificada pela primeira vez em um município do interior do 

estado do Rio Grande do Norte, Serrinha dos Pintos, com população de 4.538 habitantes (IBGE, 
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2010). Em estudo realizado por Santos et al. (2010) foi averiguado que 32,5% das uniões 

encontradas nesse município ocorrem entre pessoas aparentadas. Nesse município foram 

identificadas 18 pessoas afetadas pela síndrome SPOAN (Macedo-Souza et al., 2005). Estima-se 

que um em cada 250 habitantes de Serrinha dos Pintos seja afetado por essa síndrome e que 11% 

dos habitantes desse município sejam heterozigotos para a variante patogênica da síndrome 

SPOAN (Macedo-Souza et al., 2009).  

No total foram diagnosticados 75 com a síndrome SPOAN por meio de avaliação clínica e 

com genótipo confirmado para a variante patogênica. A maioria dos indivíduos afetados é 

oriunda da região do interior do Rio Grande do Norte, Nordeste brasileiro (Figura 4). Além dos 

pacientes brasileiros, dois irmãos egípcios (filhos de pais consanguíneos) foram classificados 

com essa síndrome devido à presença em homozigose da variante patogênica causadora da 

síndrome SPOAN e por apresentarem o mesmo diagnóstico clínico dos pacientes brasileiros.  

 

Figura 4. Genealogia de um grande núcleo familiar da síndrome SPOAN do estado do Rio Grande do 

Norte. Nota-se vários pacientes com essa síndrome e a relação endogâmica dos pais dos pacientes. Figura 

obtida em Macedo-Souza et al. (2005). 
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  Até a realização dos experimentos desta tese de doutorado, era conhecido apenas a região 

cromossômica (11q13) onde estava mapeada a variante patogênica causativa da síndrome 

SPOAN, identificada por meio de estudo de ligação utilizando marcadores moleculares do tipo 

microssatélites. A primeira região mapeada possuía 4.8-Mb de comprimento, com o valor de 

LOD score de 14,43, localizada próxima ao marcador D11S1883 (Macedo-Souza et al., 2005). 

Essa região mapeada foi posteriormente reduzida a 2.3-Mb com a adição de amostras de mais 

pacientes à casuística (Macedo-Souza et al., 2009). Com base na análise da região cromossômica 

mapeada, os três melhores genes candidatos (expressos em tecido cerebral) foram selecionados 

para sequenciamento de Sanger dos éxons codificadores: LRFN4, que codifica uma glicoproteína 

que tem função no desenvolvimento do sistema nervoso central; KLC2, que codifica a proteína 

cinesina de cadeia leve-2, cuja função está relacionada ao transporte axonal de vesículas e 

macromoléculas; e CCS, que codifica uma proteína chaperona que é responsável pela 

manutenção do cobre intracelular. Entretanto, nenhuma variante patogênica foi encontrada em 

homozigose nos éxons codificadores de aminoácidos desses genes nos pacientes (Macedo-Souza 

et al., 2009).  

Essa tese de doutorado teve como intenção continuar o estudo genético de identificação 

da variante patogênica associada à síndrome SPOAN e a realização de estudos funcionais 

utilizando os modelos in vitro e in vivo para responder as questões relacionadas à patogenicidade 

da variante e compreender os mecanismos patofisiológicos dessa síndrome. Estudo de segregação 

de variantes candidatas, análise de expressão do gene candidato por meio de qRT-PCR, ensaios 

de knockdown e superexpressão do gene associado à síndrome em modelo de zebrafish, e a 

geração de camundongos transgênicos como modelo animal da síndrome SPOAN foram 

executados durante o período de doutoramento e estão descritos nesta tese. 
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1.7. Objetivo 

O objetivo deste trabalho identificar a variante patogênica e o gene associados à síndrome 

SPOAN e buscar subsídios da variante patogênica como causadora da síndrome por meio de 

estudos in vitro e in vivo. 

 

1.7.1. Objetivos específicos 

 Identificar a variante patogênica causadora da síndrome SPOAN. 

 Realizar experimentos in vitro para avaliar a expressão do gene alterado nos pacientes 

com a síndrome SPOAN em comparação com controles saudáveis. 

 Realizar experimentos in vivo de knockdown e superexpressão do gene alterado em 

modelo de zebrafish. 

 Gerar linhagens estáveis de camundongos transgênicos como modelo animal da síndrome 

SPOAN. 
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2. Materiais e métodos 

2.1. Casuística 

 A casuística deste estudo foi composta por 75 pacientes diagnosticados clínica e 

geneticamente com a síndrome SPOAN. Esses pacientes são oriundos ou tem ancestrais 

provenientes do interior do estado do Rio Grande do Norte e estados circunvizinhos (n = 70). 

Outros pacientes originários dos estados de Minas Gerais (n = 1) e Rio Grande do Sul (n = 2), 

sem relação de parentesco com as famílias do Nordeste também foram diagnosticados com a 

síndrome SPOAN e foram incluídos nesse estudo. Além da casuística brasileira, foram 

investigadas amostras de dois irmãos com fenótipo dessa síndrome provenientes do Egito, por 

meio de colaboração com o grupo coordenado por Joseph Gleeson, MD, Ph.D., do laboratório de 

neurogenética da University of California, San Diego. Todos os pacientes, além de controles 

normais familiares, tiveram amostras de sangue coletadas para extração de DNA.  

 Para realização de ensaios sobre expressão gênica, foram coletadas amostras de sangue de 

pacientes com a síndrome SPOAN (n = 7), de heterozigotos para a variante patogênica (n = 7) e 

homozigotos wild-type familiares (n = 6) para extração de RNA. Amostras de fibroblastos de pele 

também foram coletadas para extração de RNA de pacientes (n = 5), de heterozigoto para a 

variante patogênica da síndrome SPOAN (n = 1) e de controles saudáveis normais (n = 4). 

Fibroblastos de pacientes e controles foram diferenciados em neurônios motores (NM) pela Dr. 

Lúcia Inês Macedo-Souza, segundo protocolo descrito em Melo et al. (2015). Esse projeto foi 

aprovado pelo comitê de ética em pesquisa em seres humanos do Instituto de Biociências da 

Universidade de São Paulo (Protocolo CEP 010/2003).  
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2.2. Estudo molecular realizado no laboratório de doenças neuromusculares do Instituto 

de Biociências da Universidade de São Paulo 

2.2.1. Sequenciamento de nova geração e estudos de segregação das variantes 

 Como parte desse estudo, duas amostras de pacientes com a síndrome SPOAN, sendo um 

de origem brasileira e outro de origem egípcia, foram submetidas ao sequenciamento de nova 

geração do exoma (WES, do inglês whole-exome sequencing) usando o kit da Agilent SureSelect 

Human All Exon 50Mb e foi sequenciado no Illumina HiSeq2000 (Illumina, San Diego, CA, 

EUA). A amostra do paciente brasileiro foi sequenciada nas dependências do laboratório Broad 

Institute of MIT and Harvard, enquanto que a amostra do paciente egípcio foi sequenciada no 

laboratório da Howard Hughes Medical Institute. 

 A análise de bioinformática foi realizada pelo Dr. João Kitajima da Mendelics (São Paulo, 

SP), o qual efetuou o alinhamento das sequências usando a montagem do genoma GRCh37 por 

meio do software BWA (Li & Durbin, 2010). A genotipagem foi realizada usando o GATK 

(McKenna et al., 2010), SNPs e InDels foram anotados usando o ANNOVAR (Wang et al., 

2010) e a detecção de CNVs foi avaliada usando o pacote em R do ExomeDepth (Plagnol et al., 

2012). A cobertura média do exoma na região de ligação foi de 40x na amostra brasileira e 77x 

na amostra egípcia. As variantes detectadas no exoma dos dois pacientes foram filtradas por 

frequência menor que 1% usando os bancos do 1000 genomas (http://www.1000genomes.org/), 

NHLBI GO Exome Sequencing Project (ESP, http://evs.gs.washington.edu/EVS/), Exome 

Aggregation Consortium (ExAC, http://exac.broadinstitute.org/), e do banco interno da 

Mendelics com 1484 amostras brasileiras. As variantes candidatas foram sequenciadas pelo 

método de Sanger para checar a segregação com o fenótipo, e essa etapa do estudo de co-

segregação das variantes foi realizada pela Dra. Lúcia Inês Macedo-Souza (Relatório FAPESP, 

2012).  
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 Após a realização do experimento para checar a segregação com o fenótipo das variantes 

detectadas no WES, nenhuma variante apontou como forte candidata a explicar o fenótipo. Dessa 

forma decidimos submeter uma amostra de outro paciente brasileiro para o sequênciamento do 

genoma completo (WGS, do inglês whole-genome sequencing) utilizando o kit Illumina TruSeq 

DNA. A análise de bioinfórmatica também foi realizada pelo Dr. João Kitajima, utilizando o 

mesmo pipeline descrito acima no WES. A cobertura do WGS na região de ligação da síndrome 

SPOAN foi de 26x. As variantes detectadas nesse experimento foram filtradas usando os mesmos 

parâmetros e bancos de dados citados acima, e após a filtragem, a deleção de 216-pb localizada 

na região upstream do KLC2 (chr11.hg19:g.66,024,557_66,024,773del) foi detectada em 

homozigose no paciente com a síndrome SPOAN. Essa variante foi genotipada para checar a co-

segregação usando os primers forward: 5’-GCCCTGGGTTCATTGACTTA-3’ e reverse: 5’-

ACCCAGACGGACAAGCTAGA-3’ por meio da técnica de amplificação do DNA por PCR 

seguida de eletroforese em gel de agarose. Essa variante também foi checada em controles 

familiares (n = 111) e controles normais não-aparentados brasileiros (n = 474). 

 

2.2.2. Extração de RNA e PCR em tempo real (qRT-PCR) 

 A extração de RNA de fibroblastos de pacientes (n = 5), heterozigoto (n = 1) e controles 

normais (n = 4), bem como a extração de RNA de NM derivados de iPSC dos mesmos indivíduos 

foi realizada utilizando TRIZOL (Invitrogen) e o kit da Norgen Biotek RNA/DNA/Protein 

Purification (Norgen Biotek Corp., Ontário, Canadá). A extração de RNA de sangue total de 

pacientes (n = 7), heterozigotos (n = 7) e controles familiares wild-type (n = 6) foi realizada 

utilizando o kit PAXgene Blood RNA (Qiagen). O RNA extraído de todas as amostras foi 

submetido à eletroforese em gel de agarose para verificar a integridade do material. O RNA 
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extraído dos três tipos celulares foi retrotranscrito utilizando primers de oligo(dT) com o kit 

SuperScript™ III First-strand Synthesis System (Life Technologies). 

 Os estudos de PCR em tempo real (qRT-PCR) foram realizados utilizando cDNA de 

fibroblastos, de NM derivados de iPSC e de sangue, de pacientes e controles. Os primers para o 

qRT-PCR foram desenhados entre a junção éxon 3-4 do KLC2, a fim de amplificar todas os 

transcritos desse gene. A sequência dos primers foram: forward: 5’-

GACGTCCCCAAAGACACACT-3’; reverse: 5’-CATGCTGACCAGACACATCC-3’. A reação 

de qRT-PCR foi normalizada para os genes endógenos GAPDH e TBP utilizando o aparelho 

LightCycler® 480 (Roche). A expressão relativa do KLC2 foi calculada utilizando o método do 

2-ΔΔCT (Schmittgen & Livak, 2008). 

 

2.3. Colaboração com outros centros de pesquisa 

 O estudo funcional utilizando o modelo animal do zebrafish foi realizado em colaboração 

com o grupo coordenado pela Profa. Dra. Nora Beatriz Calcaterra, do Instituto de Biologia 

Molecular e Celular da Universidade de Rosário, Argentina. Esse laboratório é especializado no 

uso desse animal como modelo de doenças genéticas humanas relacionadas ao desenvolvimento 

embrionário. Experimentos de knockdown, superexperssão e de localização do klc2 em zebrafish 

foram realizados nas dependências desse laboratório na Argentina durante o período de Março a 

Junho de 2014.  

 O estudo funcional utilizando o modelo de camundongo foi realizado durante o período 

do “doutorado-sanduíche”, entre Março a Dezembro de 2015, em colaboração com o grupo de 

pesquisa do laboratório Mammalian Functional Genomics Laboratory coordenado por Len 

Pennacchio, Ph.D., do Lawrence Berkeley National Laboratory, em Berkeley, Estados Unidos. 

Na tentativa de compreender o mecanismo patofisiológico e molecular da síndrome SPOAN, 
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foram realizados experimentos de gene reporter e geração de camundongo transgênico para o 

KLC2 humano nas dependências desse laboratório. 

2.4. Modelo animal de zebrafish 

 O modelo animal selecionado para estudo in vivo da função do gene klc2 relacionado à 

síndrome SPOAN foi o zebrafish (Danio rerio), devido seu curto período de desenvolvimento 

embrionário e esse modelo possui a proteína ortóloga com 79% de similaridade proteica em 

relação à humana (Altschul et al., 1997). Além disso, esse gene está em apenas uma cópia no 

genoma do Danio rerio (ZFIN ID: ZDBGENE-030131-2670), tornando factível a utilização do 

desse modelo animal nesse estudo e ensaios de knockdown e de hibridação in situ desse gene em 

zebrafish não haviam sido realizados até o presente estudo. Nós realizamos também a técnica de 

WISH (whole-mount in situ hybridization) para identificar os locais de expressão do klc2 em 

diferentes fases do desenvolvimento embrionário do zebrafish, utilizando o protocolo descrito em 

Weiner et al. (2012).  

 Embriões adultos de zebrafish foram mantidos a 28oC durante 14h expostos à luz e 10h no 

escuro, seguindo protocolo estabelecido pelo laboratório supervisionado pela Dra. Nora 

Calcaterra. Os embriões utilizado nos experimentos foram obtidos por fecundação natural. Os 

ensaios usando Danio rerio nesse estudo foram aprovados pelo comitê de ética em experimento 

animal do departamento de ciências farmacológicas e bioquímicas da Universidade Nacional de 

Rosário, Argentina (Protocolo No. 429/2014). 

 

2.4.1. Extração de RNA de zebrafish e cDNA 

 Embriões em diferentes estágios embrionários (6, 24, 48 e 72-hours post fertilization; hpf) 

foram selecionados para esse estudo. Para extração do RNA foi utilizado o reagente TRIZOL® 

(Invitrogen) e as amostras de RNA dos quatro estágios embrionários selecionados foram 
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misturadas e armazenadas a -70oC. A reação de transcrição reversa foi realizada pela enzima 

SuperScript Reverse Transcriptase (Invitrogen), usando o primer 5’-

CAACAGCACTTTCCCCACG-3’, que hibrida na região 3’UTR desse gene. Esse mesmo cDNA 

foi utilizado para todas as outras etapas do estudo funcional em zebrafish. 

 

2.4.2. Clonagem dos cDNAs do klc2 em plasmídeos 

  O plasmídeo pCS2+MT+eGFP foi utilizado para inserção completa do cDNA de 

aproximadamente 2-kb do klc2 com a finalidade de gerar clones de mRNA desse gene. Esse 

plasmídeo apresenta um polylinker fusionado ao cDNA de eGFP entre os sítios EcoRI e XhoI e a 

descrição da sequência do plasmídio está descrita na Figura 5. Os primers desse estudo foram 

desenhados para a amplificação do cDNA com a sequência das enzimas de restrição EcoRI e 

SacI, e estão descritos na Tabela 3. Foram adicionados nucleotídeos (um ou dois) às sequências 

dos primers para manter a matriz de leitura (ORF). O cDNA amplificado foi submetido à 

eletroforese em gel de agarose, sendo as bandas de aproximadamente 2-kb recortadas e 

purificadas. Os produtos (cDNA amplificado e Plasmídeo) foram digeridos com EcoRI e SacI a 

37o overnight. Posteriormente foi efetuada a ligação do cDNA ao plasmídeo e foram utilizadas 

bactérias E. coli competentes para fazer a transformação. O cDNA das colônias que se 

desenvolveram foram checadas por meio do sequenciamento de Sanger para verificar se 

continham o inserto e a direção ao qual o inserto foi incluído no vetor.  
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Figura 5. Sequência do plasmídeo pCS2+MT com o cDNA do eGFP fusionado. Na cor rosa estão os 

epítopos marcados do Myc; em vermelho EcoRI; em amarelo BglII; em verde e com contorno EcoRV; em 

anil MluI; Em cinza SacI; em verde escuro SmaI; em roxo PstI; em verde e sem contorno eGFP; e em azul 

escuro XhoI. 
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Tabela 3. Sequência dos primers utilizados para a amplificação do cDNA do klc2. Em destaque vermelho 

e negrito estão as sequências para amplificação dos sítios de restrição da EcoRI e SacI. Foram adicionados 

nucleotídeos na região 5’ dos primers para certificar a ligação da enzima de restrição com a sequência. 

Também foram adicionados nucleotídeos após a sequência dos sítios de restrição para manter a matriz de 

leitura. 

Primers Sequência 5’-3’ 

Forward GGGGAATTCAATGTCCACCATGGTTTACCCTC 

Reverse CCCGAGCTCACACTGATCAGAGAGTTGCGTCT 

  

 O plasmídeo pGEM-T Easy Vector System (Promega) foi utilizado para inserção das 

sondas do cDNA do klc2 para realização do experimento de WISH. As sondas foram 

amplificadas utilizando os primers: forward: 5’-TGGGCGCAGATGATCCAAAT-3’; e reverse: 

5’-CAACAGCACTTTCCCCACG-3’. O cDNA amplificado foi submetido a eletroforese em gel 

de agarose, sendo as bandas de aproximadamente 830-pb recortadas e purificadas. Após a 

inserção das sondas no plasmídeo pGEM-T Easy, colônias com E. coli competentes foram 

utilizadas para a transformação. Foi utilizado o antibiótico ampicilina para seleção de colônias 

com o inserto e foi adicionado X-gal como controle negativo. O cDNA obtido das colônias foi 

checado por meio de PCR utilizando os mesmos primers usados para amplificar as sondas e o 

cDNA das colônias que foram sequenciados para verificar o sentido do inserção. 

 

2.4.3. Estudo de knockdown do klc2 em zebrafish 

 A técnica de knockdown foi executada por meio de microinjeções de morfolinos no saco 

vitelino de embriões de zebrafish no estágio de uma a quatro células, nas concentrações de 4 e 

6ng. A sequência do morfolino de bloqueio de tradução (MOklc2-TB) foi 5’-

GGTGGACATCACCCACTGACACACA-3’(o controle mismatch [misMOklc2-TB] foi 5’-
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GGaGcACATgACCCAgTcACACACA-3’) e a sequência do morfolino de bloqueio de splicing 

(MOklc2-SP) foi 5’-CGTGTGTGTTTCACCTGTGCTTCCC-3’ (misMOklc2-SP foi 5’-

CGTcTcTGTTTgACCTcTcCTTCCC-3’).  

  

2.4.4. Superexpressão do klc2 e resgate de fenótipo em zebrafish 

 A técnica de superexpressão do klc2 em zebrafish foi realizada por meio de microinjeções 

do mRNA (mRNAklc2-eGFP) no saco vitelino de embriões no estágio de uma a quatro células, nas 

concentrações de 100, 150 e 200pg. As mesmas concentrações foram microinjetadas utilizando o 

mRNAeGFP como controle. Os embriões fluorescentes foram selecionados no estágio de 24-hpf 

para imagem e caracterização do fenótipo. O resgate de fenótipo foi realizado por meio de 

coinjeção de 6ng de MOklc2-SP com 100pg de mRNAklc2-eGFP no saco vitelino de embriões no 

estágio de uma a quatro células. 

 

2.4.5. Whole-mount in situ hybridization (WISH) 

 A técnica de WISH foi utilizada para identificar os locais de expressão do klc2 em 

diferentes estágios do desenvolvimento embrionário do zebrafish (4- a 8-células, 15 a 20 somitos, 

48- e 72-hpf), e foi realizado de acordo com protocolo descrito em Thisse & Thisse (2008). O 

mRNA antisenso foi sintetizado in vitro usando como molde o cDNA full-lenght do klc2 que foi 

clonado no plasmídeo pCS2+MT+eGFP, sendo marcado com digoxigenina uridina-5’- trifosfato 

(Digoxigenina-11-UTP). Após a hibridação, a localização das sondas marcadas foi visualizada 

imunoquimicamente usando o anticorpo anti-digoxigenina. Essas sondas foram hibridadas em 

embriões fixados overnight a 4% em paraformaldeído. No estágio final, os embriões foram 

visualizados e registrados utilizando os equipamentos MVX10 Olympus Microscope e 
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MVXTV1XC Olympus digital câmera, disponíveis no laboratório de ciências moleculares da 

Universidade de Rosário, Argentina. 

 

2.5. Metodologia do uso do modelo animal de camundongo 

 O modelo murino selecionado para gerar linhagens transgênicas do KLC2 humano foi o 

camundongo (Mus musculus) da linhagem FVB, visto que várias estudos usam esse modelo 

animal para mimetizar o fenótipo de doenças neurodegenerativas. Devido a síndrome SPOAN ser 

acarretada pela superexpressão do KLC2, nesse presente estudo geramos camundongos que 

superexpressam o KLC2 humano para avaliar o fenótipo do aumento da expressão desse gene em 

camundongos. Também realizamos ensaios de gene reporter utilizando a região regulatória wild-

type e a com a deleção de 216-pb para verificar o padrão de expressão tempo-espacial dessa 

região regulatória.  

 

2.5.1. Plasmídeos e ensaio de gene reporter por LacZ  

A região regulatória wild-type e a com a deleção de 216-bp foram usados para estudo de 

gene reporter por LacZ usando o modelo de camundongo. Para a amplificação da região 

regulatória foram utilizados o primer forward: 5’-

CACTAAAGGGAACAAAAGCTGGTACCGTGAGGGCTGAAGGATCACA-3’, o qual foram 

adicionados nucleotídeos referentes ao sítio de restrição da enzima KpnI e mais 20 nucleotídeos 

para Gibson assembly assay (GAA); O primer reverse foi 5’-

TTTGGATGTTCCTGGAGCTCGGTACCCCGCCCCGGATTAGGTAAA-3’, também com 

nucleotídeos para o KpnI e mais 19 nucleotídeos para GAA. Os produtos da PCR foram 

purificados de géis de agarose e clonados no vetor Hsp-68-promoter-LacZ reporter (Visel et al., 

2009) conforme o protocolo do Gibson Assembly (NEB, MA, EUA). Os dois vetores, um com a 
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região regulatória wild-type e outro com a deleção de 216-pb foram linearizados usando NotI, e 

foram injetados em embriões de camundongo por meio de microinjeção pronuclear. Embriões 

transgênicos foram coletados no estágio embrionário de 15 dias e meio (e15.5) e foram corados 

para visualizar a atividade do gene reporter LacZ (Nobrega et al., 2003). O comitê de ética em 

animais do Lawrence Berkeley National Laboratory (AWRC) aprovou o uso dos camundongos 

como modelo animal para esse estudo. 

 

2.5.2. Superexpressão do KLC2 humano em camundongo  

Para realização do estudo transgênico da síndrome SPOAN em modelo de camundongo, 

nós obtivemos o Fosmídeo G248P85490B12, que daqui em diante será chamado de Fosmídeo do 

KLC2. Esse fosmídeo contém aproximadamente 44-kb de comprimento (chr11:66.000.283-

66.044.619), que inclui todo o KLC2 e sua região regulatória, além de um gene vizinho (RAB1B). 

O Fosmídeo do KLC2 foi linearizado por RsrII (que interrompe a transcrição do RAB1B) e foi 

inserido no embrião por microinjeção pronuclear. O número de cópias do trangene nos 

camundongos foi detectado por qPCR usando os primers forward: 5’-

TGGGCAAGTTTCACCCAGAT-3’ e reverse: 5’-TTCCACCTCCTCAGCTTTGC-3’ (Tabela 

4), usando o LightCycler® 480 (Roche Diagnostics). Os primers desenhados para esse 

experimento se hibridam por completo no éxon 8 tanto no genoma do Homo sapiens 

(NM_001134775) quanto no do Mus musculus. A reação do qPCR foi normalizada usando o 

DBH e o número de cópias do Fosmídeo do KLC2 foi calculado usando o método 2-ΔΔCT 

(Schmittgen & Livak, 2008). 
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Tabela 4. Primers utilizados no estudo de camundongos transgênicos 

Primers Sequência (5’-3’) Finalidade 

Forward TGGGCAAGTTTCACCCAGAT Avaliar o número de cópias do Fosmídeo do KLC2 
nos camundongos transgênicos por qPCR Reverse TTCCACCTCCTCAGCTTTGC 

Forward CGGGCATGAGGGTTCCATAG Checar o tamanho do Fosmídeo do KLC2 na região 
5’UTR Reverse GGTTGGTGGGGTGCTATTCA 

Forward GCCTGGTTGTTAGCCTCTGT Checar a presença do Fosmídeo do KLC2 na região 
central Reverse TGCCACTCAGGTGTCATTCC 

Forward GGACAGTGTGTCTCGCTCAA Checar o tamanho do Fosmídeo do KLC2 na região 
3’UTR Reverse TTGCCTTCTGGGGCTTGTAG 

Forward CACTGGAGATCCGGGAGAAG Avaliar a expressão do transgene KLC2 por qRT-
PCR Reverse GGCCACATCTGGGTGAAACT 

 

Amostras de cérebro de camundongos F1 no estágio de P10 (10 dias pós nascimento) 

foram coletadas para extração de RNA. A extração de RNA foi realizada usando TRIZOL e o 

RNA foi retrotranscrito em cDNA usando primers oligo(dT), utilizando o kit SuperScriptTM III 

First-strand Synthesis System (Life Technologies). A variação de expressão do KLC2 humano 

em camundongos foi analisada por qRT-PCR usando os primers descritos na Tabela 4, também 

usando o LightCycler® 480 (Roche Diagnostics). Os primers desenhados para esse experimento 

se hibridam por completo no exon-boundary 7-8 tanto no genoma do Homo sapiens 

(NM_001134775) quanto no do Mus musculus. A reação do qRT-PCR foi normalizada para o 

endógeno da B-ACT e a quantificação da expressão foi calculada usando o método 2-ΔΔCT. 
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3. Resultados e discussão 

3.1. Identificação da variante patogênica associada à síndrome SPOAN 

 Neste estudo realizamos o WES na tentativa de detectar a variante patogênica em 

homozigose associada à síndrome SPOAN. Inicialmente realizamos a busca de variantes 

provavelmente patogênicas e com baixa frequência em bancos de dados populacionais (<1% no 

1000 genomas, http://www.1000genomes.org/) em genes já associados à HSPs (ver Tabela 1), e 

não foram identificadas variantes que pudessem ser candidatas a causar o fenótipo da doença. Em 

uma segunda análise restrita à região cromossômica mapeada da síndrome SPOAN (11q13), 

foram detectadas variantes nos genes ACTN3, MRPL11, NUDT8 e RBM4B presentes no WES da 

amostra brasileira. Além dessas variantes, detectamos variantes em homozigose em CLCF1 e 

RIN1 na amostra do paciente egípcio. Essas variantes foram triadas em pacientes, em controles 

familiares (das famílias do Brasil e do Egito) e em controles não familiares brasileiros, e foram 

utilizados dois critérios para exclusão de associação da variante à doença: a) Variante não 

detectada em homozigose em todos os pacientes; b) Variante encontrada em homozigose em 

controles. Três variantes foram descartadas como candidatas (RIN1, NUDT8 e CLCF1). As 

variantes que segregaram junto com o fenótipo (nos genes MRPL11, ACTN3 e RBM4B) são 

variantes de ponto (SNPs) em regiões não codificadoras, provavelmente sem efeito fenotípico 

significativo, e também provavelmente devem estar em desequilíbrio de ligação com a variante 

patogênica causadora da síndrome SPOAN. 
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Tabela 5. Variantes detectadas em homozigose pelo WES na região cromossômica ligada à síndrome 

SPOAN. 

Genes 
Posição 

cromossômica e 
variantes 

Localização 
da variante 

Pacientes 
Controles 
familiares 

Controles 
brasileiros 

-/- +/- +/+ -/- +/- +/+ -/- +/- +/+ 

CLCF1 67,135,092 A>G Exon 2 48 0 0 18 0 62 NR NR NR 

RIN1 66,102,179 A>C Exon 5 0 0 20 NR NR NR NR NR NR 

MRPL11 66,205,845 C>T RNC 71 0 0 0 46 23 0 0 140 

ACTN3 66,326,677 G>A RNC 65 0 0 0 40 20 0 40 102 

RBM4B 66,444,626 G>A RNC 71 0 0 0 47 23 0 46 169 

NUDT8 67,396,600 G>C RNC 29 1 0 NR NR NR 8 61 24 
Legenda: RNC – Região não codificadora; NR – Teste molecular não realizado; -/-, +/- e +/+ significam 
homozigoto para o alelo mutado, heterozigoto e homozigoto para o alelo normal, respectivamente. 
  

 Até o presente momento foram descritas variantes patogênicas em três genes associados à 

HSP localizadas na mesma região ou próxima a região mapeada da síndrome SPOAN (FLRT1, 

BSCL2 e CAPN1), porém nenhuma variante patogênica no WES dos dois pacientes foi detectada 

em homozigose nesses genes (Gan-Or et al., 2016). Recentemente foi identificada uma família 

consanguínea de origem árabe composta por 12 pacientes apresentando paraplegia espástica, 

atrofia ótica e neuropatia periférica, que os autores denominaram essa doença de SPOAN-like 

(Lossos et al., 2015). Estudos de ligação mapearam a variante patogênica dessa família na região 

cromossômica 1q e o sequenciamento do exoma identificou a variante c.678A>G (p.Q226Q) no 

IBA57 como causadora da doença. Pouco tempo depois, Debray et al. (2015) identificaram a 

variante patogênica c.436C>T (p.R146W) em homozigose em IBA57 como causadora de 

leucodistrofia fatal infantil. Checamos as variantes detectadas pelo WES na região de código e 

regiões intrônicas desse gene e nenhuma variante apareceu como candidata à síndrome SPOAN.  

Após o sequenciamento do genoma completo de um paciente brasileiro, nosso grupo 

identificou uma deleção de 216-pb (chr11.hg19:g.66,024,557_66,024,773del) em homozigose na 

região regulatória upstream do KLC2. Essa deleção foi detectada em homozigose em todos os 
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pacientes com a síndrome SPOAN, incluindo os dois irmãos egípcios; não foi detectada em 

homozigose em 111 controles familiares e não foi encontrada em 600 controles brasileiros. A 

deleção de 216-pb sobrepõe 9-pb da região 5’ UTR do maior transcrito do KLC2 

(NM_001134775.1). Essa variante também se sobrepõe à região regulatória que contém sítios de 

DNase hypersensitivity sites (DHS); se sobrepõe à diversos sítios de ligação de fatores de 

transcrição (TFBS); à marcas de histonas; e à metilação de DNA, podendo esta região atuar como 

promotor ou enhancer em diferentes tipos celulares (Ernst et al., 2011). Essa região regulatória 

apresenta alta conservação entre os primatas e tem baixo índice de fixação (do inglês fixation 

index; FST) entre as regiões 10-kb up e downstream do KLC2. Três SNPs localizados próximos a 

região da deleção (rs116801155, rs190099601 e rs76627914) também mostraram baixa 

frequência de FST em diversas populações. Esses dados evidenciam que essa região é conservada, 

com pouca tolerância à variações.  

O KLC2 é expresso em neurônios e a proteína codificada por esse gene, uma cinesina de 

cadeia leve, está associada ao transporte de cargas ao longo do axônio (Ebbing et al., 2008). As 

cinesinas são moléculas que atuam como motores responsáveis pelo transporte axonal de 

vesículas e organelas no sentido anterógrado ao longo do axônio por meio dos microtúbulos 

(Pernigo et al.., 2013; Birsa et al., 2013). A KLC2 é componente do complexo das cinesinas, 

juntamente com outras proteínas (KIF5A, KIF5B; Morton et al., 2010). Dessa forma, os indícios 

aqui apresentados sugerem que a deleção 216-pb em homozigose na região regulatória upstream 

do KLC2 seja causadora da síndrome SPOAN.   

 Estudos funcionais in vitro foram realizados para avaliar o padrão de expressão do KLC2 

em indivíduos com a deleção de 216-pb em homozigose em comparação com controles, por meio 

de qRT-PCR. Estudos funcionais in vivo utilizando o modelo animal de zebrafish foram 

realizados durante o período de Março a Junho de 2014 em colaboração com o Instituto de 
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Biologia Molecular e Celular da Universidade de Rosário, Argentina, sob supervisão da Profa. 

Dra. Nora Calcaterra. Nesse período foram realizados os ensaios de knockdown e superexpressão 

do klc2 em embriões de zebrafish. A variante patogênica da síndrome SPOAN (deleção de 216-

pb em homozigose localizada no cromossomo 11) e os resultados e discussão dos estudos 

funcionais in vitro e in vivo validando a superexpressão do KLC2 como causa dessa síndrome 

foram publicados no periódico internacional Human Molecular Genetics. O artigo encontra-se na 

íntegra abaixo.  

 

3.2. Artigo publicado na revista Human Molecular Genetics 
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3.3. Resultados do experimento de WISH em zebrafish 

 O experimento de WISH foi realizado com a finalidade de identificar o padrão de 

expressão espaço-temporal do klc2 em zebrafish, em quatro estágios embrionários diferentes: 4 a 

8 células, 15 a 20 somitos, 48- e 72-hpf. Em embriões de 4 a 8 células observou-se um padrão de 

expressão significativo do klc2, o que se sugere expressão de origem materna desse gene (Figura 

6a). No segundo estágio embrionário avaliado observou-se o padrão de expressão preferencial 

nos somitos (Figura 6b). A expressão do klc2 ficou mais definida em estágios embrionários 

mais avançados, apresentando um padrão específico de expressão na notocorda, retina, nervo 

ótico, prosencéfalo e em somitos, em embriões no estágio de 48-hpf e 72-hpf (Figura 7). Esse 

padrão de expressão do klc2 é similar ao detectado nos genes parálogos klc1a e klc1b por Thisse 

& Thisse (2004). 
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Figura 6. Padrão de expressão do klc2 por meio de WISH em embriões no estágio de 4 a 8 células (a,c) e 

embriões no estágio de 15 a 20 somitos (b,d,e,f). As imagens (c) (d) são controle negativo utilizando a 

sonda senso. Scale bar 500µm. 

 

Figura 7. Padrão de expressão do klc2 por meio de WISH em embriões no estágio de 48-hpf (a,b,c,d) e 

embriões no estágio de 72-hpf (e,f). As imagens (c) e (d) são controle negativo utilizando a sonda senso 

em embriões no estágio de 48-hpf. Scale bar 500µm. 

 

3.4. Ensaios realizados em modelo de camundongo 

Ainda dentro do tema da tese de doutorado, sugerimos a realização de outros estudos 

funcionais visando compreender melhor os mecanismos genéticos e a fisiopatologia da síndrome 

SPOAN. Durante o período de Março a Dezembro de 2015, foi realizado um estágio do 
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doutorando no exterior (“doutorado-sanduíche”) no Lawrence Berkeley National Laboratory, 

situado na cidade de Berkeley, Estados Unidos, sob supervisão de Len Pennacchio, Ph.D. Nessa 

colaboração foi utilizado o camundongo como modelo animal da síndrome SPOAN. 

Camundongos transgênicos para o KLC2 humano foram gerados durante essa 

colaboração. Estudos de qPCR e qRT-PCR confirmaram a inserção, número de cópias do 

transgene e a expressão do mRNA do KLC2 humano nos transgênicos. Estudos de gene reporter 

usando LacZ também foram realizados, nos quais as construções com a região regulatória wild-

type e a com deleção de 216-pb foram microinjetados em embriões para visualizar o padrão de 

expressão do LacZ das duas diferentes construções. 

 

3.4.1. Resultados do gene reporter LacZ em embriões de camundongos  

Camundongos com o gene reporter para a região regulatória wild-type coletados no 

estágio de e.15.5  

Embriões com a construção do gene reporter contendo a região regulatória wild-type do 

KLC2 humano foram coletados no estágio de e.15.5 para coloração por meio do gene reporter 

LacZ. Nós obtivemos 16 embriões com marcação positiva do gene reporter. Nesses embriões 

positivos, a expressão do LacZ foi levemente detectada nos rins e na coluna espinhal, além de 

que alguns embriões apresentaram expressão generalizada, ou seja, expressão não bem definida e 

sem reprodutividade (Figura 8). Embora tivemos um número significativo de embriões positivos 

para o LacZ, visto que acima de cinco embriões positivos é considerado válido para caracterizar 

o padrão de expressão da região regulatória alvo do ensaio, os resultados não foram 

reprodutíveis, o que nos sugere relatar que estudos utilizando a região regulatória wild-type do 
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KLC2 humano foram inconclusivos para identificar o padrão de expressão espacial do gene 

reporter. 

 

Figura 8. Expressão do LacZ em embriões no estágio e.15.5 usando a construção da região regulatória 

wild-type. (A) Expressão pouco expressiva no rim (n = 9/16). (B) Expressão muito pouco expressiva na 

espinha (n = 3/16). (C) Expressão generalizada não bem definida (n = 2/16). 

 

Camundongos com o gene reporter para a região regulatória com a deleção de 216-

pb coletados no estágio de e.15.5  

Embriões com a construção do gene reporter contendo a região regulatória com a deleção 

de 216-pb do KLC2 humano foram coletados no estágio de e.15.5 para coloração por meio do 

gene reporter LacZ. Nós obtivemos oito embriões positivos para o gene reporter, sendo a 

expressão do LacZ detectada no rim, medula espinhal, narinas e expressão generalizada não bem 
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definida (Figura 9). Embora um forte sinal de expressão do LacZ foi detectado na medula 

espinhal, o que seria relevante em relação ao fenótipo da síndrome SPOAN, os resultados não 

foram reprodutíveis e nós consideramos o resultado da expressão do gene reporter contendo a 

região regulatória com a deleção de 216-pb inconclusivos. 

 

Figura 9. Expressão do LacZ em embriões no estágio e.15.5 usando a construção da região regulatória 

com a deleção de 216-pb. (A) Expressão com baixa intensidade no rim (n = 3/8). (B) Expressão com alta 

intensidade na medula espinhal (n = 1/8). (C) Expressão na região nasal (n = 2/8). (D) Expressão 

generalizada não bem definida (n = 2/8). 

 

3.4.2. Superexpressão do KLC2 humano em camundongos  

Nós geramos camundongos transgênicos que continham o KLC2 humano inserido no seu 

genoma por meio de microinjeções pronucleares do Fosmídeo do KLC2. Após a microinjeção 

nós obtivemos sete camundongos transgênicos (n = 7/59, 12%) contendo o KLC2 humano. O 
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comprimento da inserção do Fosmídeo do KLC2 no genoma dos camundongos foi avaliado por 

meio de PCR usando primers para regiões específicas do Fosmídeo (ver Tabela 4 na seção 2.5.2 

de materiais e métodos; Figura 10). Os camundongos transgênicos da primeira geração serão 

chamados a partir de agora de camundongos da geração F0. 

 

Figura 10. Esquematização da localização dos amplicons da PCR no Fosmídeo. Os produtos de PCR 

foram submetidos a eletroforese em gel de agarose para checar o comprimento do Fosmídeo do KLC2 

inserido no genoma dos camundongos da geração F0. C1 é amostra de camundongo wild-type e foi 

utilizada como controle negativo. 

  

3.4.2.1. Camundongos da geração F0  

O DNA de camundongos da geração F0 foi submetido ao qPCR para avaliar o número de 

cópias do KLC2 humano no genoma dos camundongos (Figura 11). Dos sete camundongos 

positivos para o transgênico KLC2, duas linhagens tiveram baixo número de cópias do transgene 
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e esses animais foram sacrificados (a linhagem F4193 apresentou de uma a duas cópias e a 

linhagem B4676 apenas uma cópia do transgene). As cinco linhagens F0 restantes (F4190, 

B4648, B4652, B4657 e B4680), sendo todas formadas por indivíduos machos, apresentaram 

entre seis a 20 cópias do KLC2 humano em seu genoma.  

 

Figura 11. qPCR mostrando o número de cópias do KLC2 humano inseridos no genoma de camundongos 

da linhagem F0. Os camundongos positivos para o transgene KLC2 estão representados por colunas pretas 

e os camundongos wild-type para o transgene estão representados por colunas brancas, pareados por 

ninhada. A linhagem B4649 é wild-type para o transgene e foi usada como calibrador. Cada experimento 

foi realizado em triplicata e cada amostra de DNA foi replicada duas vezes. As analises da variação do 

número de cópias foi realizada usando o método 2-ΔΔCT. 

 

Os cinco camundongos da geração F0 foram avaliados clinicamente durante sete semanas 

em busca de fenótipos grosseiros associados à neurodegeneração. A principal avaliação foi a 

perda de peso, o que após 16 semanas de vida não foi detectada nos transgênicos quando 
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comparados com controles pareados por sexo e ninhada (Figura 12). Além disso, após a 16a 

semana os camundongos não apresentaram fenótipo que pudesse ser associado à 

neurodegeneração, tal qual tremores nas patas e deformidade esquelética. 

 

Figura 12. Gráficos mostrando a avaliação do peso dos camundongos transgênicos e controles durante 

sete semanas. (A) Cinco controles machos wild-type. (C) Cinco transgênicos machos. (B) Média de peso 

dos camundongos transgênicos e wild-type. 

 

Nós cruzamos as cinco linhagens de camundongos F0 com fêmeas wild-type FVB/N para 

gerar duas proles de camundongos F1: a primeira ninhada (first breed) foi gerada para coletar 

RNA de tecido cerebral a fim de confirmar a superexpressão do transgene; e a segunda ninhada 

(second breed) para gerar linhagens estáveis para estudos posteriores. 
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3.4.2.2. Camundongos da geração F1  

Os camundongos da geração F1 da primeira ninhada (first breed) foram sacrificados 10 

dias após o nascimento (P10) e tiveram seus cérebros dissecados para extração de RNA. qRT-

PCR usando o cDNA de tecido cerebral mostrou superexpressão do KLC2 em quatro das cinco 

linhagens testadas (Figura 13). A linhagem B4652 foi considerada mosaico pois não transmitiu 

o Fosmídeo do KLC2 para sua descendência (nenhum dos 38 filhotes dessa linhagem foram 

positivos para o transgene), sendo sacrificada em seguida. Os camundongos F1 da linhagem 

B4648 mostraram uma relativa baixa expressão do transgene (quatro a seis vezes em comparação 

com controles) e essa linhagem também foi sacrificada e não incluída em estudos posteriores 

(Figura 13B). Embora os camundongos F1 da linhagem F4190 apresentaram alta expressão do 

KLC2 humano (média de ~20 vezes), os camundongos da geração F0 dessa linhagem apresentou 

baixo número de cópias no experimento de qPCR (Figura 11), e por isso não demos 

continuidade a essa linhagem para demais estudos. No final, selecionamos duas linhagens que 

apresentaram alto número de cópias do transgene detectado no experimento de qPCR da geração 

F0 combinado com alta expressão do KLC2 em camundongos da geração F1 (B4657 e B4680). 

Essas duas linhagens foram cruzadas com fêmeas wild-type para gerar linhagens estáveis da 

second breed.  
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Figura 13. qRT-PCR usando cDNA de cérebro de camundongos transgênicos coletados no estágio de 

P10 comparados com o mesmo tecido de camundongos wild-type, pareados para a mesma ninhada. Os 

camundongos positivos para o transgene KLC2 estão representados por colunas pretas e os camundongos 

wild-type para o transgene estão representados por colunas brancas. (A) Os camundongos F1 da linhagem 

F4190 apresentaram superexpressão do KLC2, sendo o gene humano superexpresso em média 20 vezes 

em comparação com controles. (B) A ninhada F1 da linhagem B4648 apresentou superexpressão do 

KLC2 entre quatro a seis vezes quando comparados com controles. (C) Apenas um camundongo F1 do 

B4657 foi positivo para o transgene e o gene humano apresentou-se ~20 vezes mais expresso em 

comparação com controles. (D) Camundongos F1 do B4680 apresentaram superexpressão do transgene 

variando de oito a ~30 vezes em relação aos controles.  

 

As duas linhagens estáveis de camundongos da geração F1 (second breed) tiveram suas 

amostras de DNA submetidas a analise do número de cópias do transgene por meio de qPCR. Da 

linhagem B4657, nós obtivemos quatro filhotes (C0682, C0683, C0685 e C0684) que 
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apresentaram aproximadamente 14 cópias do KLC2 humano em seu genoma (Figura 14A). A 

linhagem B4680 gerou seis filhotes (C0697, C0698, C0699, C0696, B4748 e B4749) 

apresentando em média 30 a ~40 cópias do Fosmídeo (Figura 14B). As duas linhagens F1 foram 

acompanhadas por oito semanas em busca de fenótipos grosseiros relacionados a doenças 

neurodegenerativas, porém, até a última semana, os camundongos transgênicos não apresentaram 

nenhuma característica clínica sugestiva de neurodegeneração. 

Figura 14. Genealogia dos camundongos e resultado do qPCR mostrando o número de cópias do KLC2 

humano nos camundongos transgênicos da geração F1. Os camundongos positivos para o transgene KLC2 

estão representados por colunas pretas e os camundongos wild-type para o transgene estão representados por 

colunas brancas, pareados por ninhada. (A) Os camundongos F1 da linhagem B4657 apresentaram 

aproximadamente 14 cópias do transgene cada. (B) Os camundongos F1 da linhagem B4680 apresentaram 

em média 30 a ~40 cópias do Fosmídeo. 

 

Após não detectarmos nenhuma característica sugestiva de neurodegeneração noss 

camundongos F1, decidimos então gerar camundongos da geração F2 intercruzando os da F1, a 
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fim de aumentarmos o número de cópias do transgene e consequentemente aumentar a 

superexpressão do KLC2 humano. Dessa forma, poderíamos observar um fenótipo associado à 

neurodegeneração em um espaço menor de tempo. Para isso, intercruzamos a fêmea C0684 (da 

linhagem B4657) com o macho C0697 (da linhagem B4680). Além disso, intercruzamos os 

irmãos F1 da linhagem B4680 que apresentaram o maior número de cópias transgênicas (macho 

C0699 com fêmea C0696). Três camundongos da geração F2 apresentaram aproximadamente 80 

cópias do transgene em seu genoma (C1851, C1853 e C1857; Figura 15). Esses camundongos 

foram acompanhados por oito semanas para avaliação de fenótipo grosseiro associado à 

neurodegeneração, porém, até a última semana de vida eles não apresentaram fenótipo sugestivo 

e os camundongos foram sacrificados. 

 



67 
 

 

Figura 15. Genealogia simples e qPCR mostrando o número de cópias do KLC2 humano nos 

camundongos transgênicos da geração F2. Os camundongos positivos para o transgene KLC2 estão 

representados por colunas pretas e os camundongos wild-type para o transgene estão representados por 

colunas brancas, pareados por ninhada. Os camundongos F2 resultantes do cruzamento de duas linhagens 

diferentes (C0684 com C0697) apresentaram entre 20 a 40 cópias do KLC2 humano. O intercruzamento 

da linhagem B4680 (C0699 com C0696) resultou em camundongos com ~80 cópias do Fosmídeo. 

 

Camundongos transgênicos vêm sido utilizados desde a década de 80 como modelo de 

doenças neuromusculares e neurodegenerativas (Bulfield et al., 1984). Dentre os principais 

achados clínicos nos camundongos modelos para as doenças neurodegenerativas estão a 

diminuição da longevidade, fraqueza muscular, tremores nas patas e deformidade e distrofia 

esquelética. Esses camundongos apresentam uma grande variação em relação ao início do 
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surgimento das características sugestivas de neurodegeneração, em alguns casos o aparecimento 

da condição surge em quatro semanas e em outros em até 20 semanas de vida, como por exemplo 

em casos mais graves como a perda de função de dois genes simultaneamente (Durbeej & 

Campbell, 2002). Em alguns outros modelos, o fenótipo de neurodegeneração é observado 

apenas após de 12 meses de vida do animal (Vainzof et al., 2008). No caso das diferentes 

linhagens dos nossos camundongos transgênicos, não observamos nenhum fenótipo sugestivo de 

neurodegeneração nesses animais. O fato de não termos encontrado nenhum fenótipo sugestivo 

da síndrome SPOAN nesses camundongos pode ser devido ao curto tempo de observação desses 

animais, visto que foram sacrificados pouco tempo após a maturação sexual (oito semanas). 

Além disso, ensaios físicos e comportamentais não foram realizados para verificar diferenças 

sutís nos camundongos trangênicos em relação aos controles normais. 

 

4. Considerações finais e perspectivas futuras 

Nesta tese de doutorado foram realizados estudos moleculares da síndrome SPOAN que 

permitiram identificar o gene e a variante patogênica associada ao fenótipo. Após a descrição da 

doença em 2005, foram necessários praticamente dez anos para que esta variante patogênica 

fosse identificada com auxílio de sequenciamento de nova geração. Inicialmente, foi realizado o 

sequenciamento do exoma e não foi detectada a variante patogênica causadora da síndrome 

SPOAN, mesmo com o mapeamento da região de ligação associada à síndrome. De fato, a 

variante patogênica foi encontrada em uma região regulatória do KCL2 e esta descoberta foi 

possível apenas com uso do sequenciamento completo do genoma. Esta abordagem ainda é 

muito pouco utilizada para detecção de variantes patogênicas associadas a doenças genéticas 

raras, visto que o custo financeiro de execução desse sequenciamento, bem como a dificuldade 
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para analisar o resultado oriundo desse experimento, ainda não são condições a serem executadas 

em rotina nos laboratórios brasileiros. Essa metodologia nos permitiu identificar a deleção de 

216-pb em homozigose na região regulatória do KLC2, deleção essa que segregou em 

homozigose nos 75 pacientes com a síndrome SPOAN e não foi detectada em duas cópias em 

controles normais e familiares.  

Surpreendentemente, essa deleção que se localiza em região promotora ao invés de 

causar perda de função do KLC2 diminuindo sua expressão, causa superexpressão desse gene. 

Ensaios de qRT-PCR em amostras de fibroblastos e NM, de pacientes em comparação com 

controles, confirmou essa superexpressão. O mesmo padrão de superexpressão não foi observado 

usando qRT-PCR em um número maior de amostras de sangue de pacientes, de heterozigotos e 

de controles familiares, indicando que essa deleção teria apenas função em determinados tipos 

celulares. Após a validação da superexpressão usando o modelo in vitro, decidimos realizar 

estudos de knockdown e de superexpressão do klc2 em modelo in vivo usando o Danio rerio 

(zebrafish). Ambos os ensaios revelaram que a desregulação da expressão do klc2 acarreta em 

fenótipo sugestivo de neurodegeneração nesse modelo animal. Aqui demonstramos pela primeira 

vez uma doença de herança autossômica recessiva causada por ganho de função, ou seja, uma 

deleção em região reguladora do KLC2 causando a superexpressão desse gene. 

Por fim, na tentativa de modelar essa síndrome em modelo murino, geramos linhagens 

transgênicas com o KLC2 humano inserido no genoma dos camundongos em diversas cópias. 

Estudos de qRT-PCR em tecido cerebral de camundongos transgênicos confirmaram a 

superexpressão do KLC2. Infelizmente, não houve tempo hábil para realizar ensaios físicos e 

comportamentais em camundongos com alta expressão do KLC2 humano para verificar 
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características sugestivas de neurodegeneração e validar esse transgênico como modelo para essa 

doença. 

Algumas questões continuam em aberto em relação ao mecanismo molecular de atuação 

da deleção de 216-pb em homozigose como causadora da síndrome SPOAN: Qual o mecanismo 

molecular é afetado pela deleção na região regulatória do KLC2? Perda de ligação de 

determinados fatores de transcrição? Ganho de ligação de outros fatores de transcrição na 

região? Mudança na regulação da cromatina nessa região por meio da mudança molecular das 

caudas das histonas? Perda de algum repressor que se liga a essa região wild-type? Perda ou 

alteração do padrão de metilação dessa região? Além dessas questões moleculares, porque os 

heterozigotos não apresentam nenhum fenótipo relacionado a essa síndrome, mesmo os 

indivíduos mais velhos? Estudos futuros realizando experimentos específicos para responder 

cada uma dessas questões podem vir a revelar o mecanismo molecular causador da fisiopatologia 

de neurodegeneração dos neurônios motores da síndrome SPOAN.  
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