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Resumo

A Ataxia por Deficiéncia de Vitamina E (AVED) é uma doenca neurodegenerativa e
progressiva caracterizada principalmente por ataxia espinocerebelar progressiva, arreflexia,
disartria, propriocepc¢ao prejudicada e acentuada deficiéncia de vitamina E no plasma. Possui
alta semelhanca clinica com a forma mais comum de ataxia autossémica recessiva, a ataxia de
Friedreich (AF), na qual é muitas vezes confundida. A AVED desenvolve-se em decorréncia de
mutacdo no gene que codifica a proteina de transferéncia de alfa-tocoferol (TTPA) e possui
padrdao de heranca autossOmica recessiva. O tratamento consiste em suplementacdo com
altas doses didrias de vitamina E. O presente estudo teve como objetivo avaliar, do ponto de
vista clinico e genético, uma série de 9 pacientes diagnosticados com AVED em
acompanhamento no Ambulatério de Neurogenética do Hospital das Clinicas de Sao Paulo
(HC-FMUSP) e comparar os dados obtidos com a literatura mundial, assim como oferecer
Aconselhamento Genético aos pacientes e suas familias. A coleta de dados foi realizada no
Ambulatério de Neurogenética do HC-FMUSP. Para a avaliacdo funcional, foi utilizada a escala
Scale for the Assessment and Rating of Ataxia (SARA). O material genético dos participantes
foi sequenciado por sequenciamento de nova geracdo (NGS) e analisado por programas de
bioinformatica. Ao todo, 5 muta¢bes foram identificadas, sendo a p.Thrl72Leufs*5 a mais
frequente, seguida da p.Glu249Asnfs*15, ambas relatadas na literatura como sendo
responsaveis por uma forma grave da doenga. Também foi identificada a mutagdao missense
p.Alal120Thr e duas variantes nunca antes descritas na literatura: p.Ala58Pro e p.Arg134Pro.
Este estudo demonstrou que, em concordancia com a literatura, a suplementacdo com
vitamina E em pacientes com AVED cessou a progressao da doencga nos pacientes investigados.
De modo geral, mutac¢des que causem a perda de funcao do gene estdo associadas a inicio
precoce dos sintomas e progressao rapida, enquanto que variantes missense tendem a causar
um quadro mais leve da doenca. Esta relacdo, entretanto, tem exceg¢des. A investigacao
molecular do gene TTPA dos pacientes com diagndstico clinico e bioquimico de AVED deve ser

preconizado, uma vez que auxilia no Aconselhamento Genético e progndstico da doenca.



Abstract

Ataxia with vitamin E deficiency (AVED) is a progressive and neurodegenerative
disease mainly characterized by progressive spinocerebellar ataxia, areflexia, dysarthria,
impaired proprioception and marked reduced plasma levels of vitamin E. Clinically, it
resembles the most common form of recessive autosomal ataxia, Friedreich ataxia (FA). AVED
develops as a result of mutation in the gene encoding alpha-tocopherol transfer protein
(TTPA) and is inherited in an autosomal recessive inheritance pattern. The treatment consists
of supplementation with high doses of vitamin E. The present study aimed to evaluate, from
the clinical and genetic point of view, 9 patients diagnosed with AVED under follow-up at the
Neurogenetics Out-Patient Service of Hospital das Clinicas de Sdo Paulo (HC-FMUSP) and
compare the data obtained with the world literature, as well as offer genetic counseling to
patients and their families. Data collection was performed at the Neurogenetics Ambulatory
of HC-FMUSP. For a functional assessment, the Scale for the Assessment and Rating of Ataxia
(SARA) was performed. Participants' genetic material was sequenced by next generation
sequencing (NGS) and analyzed by bioinformatics softwares. At all, 5 mutations were
identified. The p.Thr172Leufs*5 mutation was the most frequent, followed by
p.Glu249Asnfs*15, both reported in the literature associated as a severe form of the disease.
It was also identified the missense mutation p.Alal20Thr and two variants never reported in
the literature before: p.Ala58Pro and p.Arg134Pro. This study showed that, in accordance with
the literature, vitamin E supplementation in patients with AVED ceased disease progression in
the investigated patients. In general, mutations that cause loss of gene function are associated
with early onset of symptoms and rapid progression, while missense variants tend to cause a
milder picture of the disease. This relationship, however, has exceptions. Molecular
investigation of the TTPA gene of patients with clinical and biochemical diagnosis of AVED

should be recommended, as it helps in genetic counseling and disease prognosis.
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1. Introducao

Ataxia com Deficiéncia Isolada de Vitamina E, ou AVED, é um disturbio progressivo e
neurodegenerativo raro causado por mutacdo patogénica em homozigose ou heterozigose
composta no gene TTPA que codifica a proteina de transferéncia de alfa-tocoferol (tocopherol
transfer protein alpha). Sua prevaléncia varia com a regido, oscilando entre 1 a 9 a cada um
milh3o de habitantes. E mais prevalente no Jap3o!?], em populacdes mediterraneas e no norte
da Africal®. Presume-se que a deficiéncia de vitamina E ocasione danos oxidativos ao parasita
Plasmodium, causador da malaria, conferindo resisténcia a esta enfermidade aos individuos
portadores de mutacdo patogénica no gene TTPA, o que possivelmente contribui para maior

incidéncia desta ataxia nos paises africanos?%:22,

Assemelha-se muito a outra doenca autossdmica recessiva, a ataxia de Friedreich (AF),
com a qual é muitas vezes confundida. A idade de inicio dos sintomas geralmente ocorre entre
os 5 e 20 anos. O quadro clinico da AVED pode variar bastante. De forma geral, as principais
manifestacdes clinicas sdo: ataxia cerebelar e sensitiva progressivas, arreflexia, disartria,
dismetria, desequilibrio e comprometimento da propriocepcao, principalmente no sentido de
vibracdo. Em alguns casos podem ocorrer titubeacdo da cabeca, sinal de Babinski, pés cavos,
distonia e alteracdes do movimento ocular. Retinite pigmentosa é mais freqlientemente
observada em pacientes japoneses!?s. Do ponto de vista bioquimico, observa-se significativa
reducdo dos niveis plasmaticos de vitamina E que, na auséncia de tratamento, em geral
encontra-se abaixo de 2,0 mg/L (valor de referéncia : de 5,0 A 20,0 mg/L). E uma das Unicas
formas de ataxia trataveis, sendo a administracao de altas doses didrias de vitamina E o
tratamento preconizado (de 10 mg/kg até 40 mg/kg de peso corporal por dia)ll. A
administracdo diaria de vitamina E exdgena mantém a concentracao deste nutriente dentro
niveis capazes de proteger o sistema nervoso central (SNC) contra danos oxidativos. Se o
tratamento for iniciado logo ao inicio do aparecimento das manifestacdes clinicas, é possivel

prevenir a progressdo e até reverter certos sintomas. Se, no entanto, o diagndstico e,
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consequente, o inicio da suplementacdao de vitamina E forem tardios, é possivel cessar a

progressao da doenca, porém os sinais ja presentes sdo reversiveis de forma muito limitada.

Esta doenca nao é alvo de investigacdes no Brasil. Ndo se sabe, portanto, quais sdo as
bases genéticas predominantes nos pacientes do pais, ndo se tém estimativas acerca da sua
prevaléncia na populacdo brasileira e nem o tipo de tratamento que os pacientes estdo
recebendo. O diagndstico de pacientes com AVED é majoritariamente feito considerando-se
a ataxia cerebelar e sensitiva progressiva juntamente com a baixa concentragdo plasmatica de
vitamina E e excluindo-se defeitos na absorcdo intestinal de lipidios. O estudo genético ndo

costuma ser realizado, o que torna o diagndstico incompleto.

1.1 Ataxias

O termo “ataxia” refere-se a um transtorno neuroldgico caracterizado pela falta de
coordenacao de movimentos musculares voluntarios e de equilibrio. O equilibrio e a
coordenacdo sdo resultado de um complexo circuito envolvendo os ganglios da base, o
cerebelo e o cortex cerebral, bem como as vias motoras e sensoriais periféricas. O mal
funcionamento de qualquer parte deste circuito pode levar ao desequilibrio e a
incoordenacdo, ou ataxia, da marcha, dos membros, de movimentos oculares ou uma

combinac3o dos mesmos!*.

A ataxia pode ser um sintoma de um distlrbio multissistémico, pode se manifestar
como o principal componente de uma doenca ou pode ser resultante de uma lesdo ao SNC
provocada por agentes externos, como virus, drogas ou trauma!*). Podem ser adquiridas,

herdadas ou ndo terem etiologia definida.

Acidentes vascular e eventos anodxicos globais, tumores, trauma e doencgas
desmielinizantes (tais como esclerose multipla) sdo causas comuns de ataxia adquirida. Outras
causas incluem anomalias congénitas, infeccao, autoimunidade e deficiéncias vitaminicas. O
alcool é um importante agente téxico para o cerebelo e seu consumo excessivo e prolongado
leva a degeneracdo cerebelar. Alguns medicamentos, como certos quimioterapicos e drogas

antiepilépticas, também estdo associados a sinais cerebelares agudos quando em doses
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elevadas. A ataxia também pode ser causada por sindromes infecciosas ou pds-infecciosas
envolvendo o cerebelo, tronco cerebral ou ambos, como por exemplo, apds infec¢do pelo

virus da imunodeficiéncia adquirida humana (HIV)®“.

As ataxias hereditdrias, por outro lado,decorrem de malformacao do sistema nervoso
central ou defeito em vias responsaveis pela manutencdo da funcdo do cerebelo. Elas podem

ser herdadas com um padrdo de heranca autossdmico ou ligado ao X, dominante ou recessivo.

1.1.1 Ataxia Ligada ao Cromossomo X:

A Sindrome de Tremor/Ataxia Associada ao X fragil (FXTAS) é um disturbio causado por
expansao da trinca de nucleotideos CGG no gene FMR1, localizado no cromossomo X. Um
alelo normal contém menos de 54 repeti¢cdes. A mutacdao completa, que tem uma expansao
de mais de 200 repeticdes CGG, causa a sindrome do X-fragil em pacientes do sexo masculino,
caracterizado por deficiéncia intelectual, dismorfismos e, algumas vezes, transtorno do
espectro autista. A presenca da pré-mutacdo (de 55 a 200 repeti¢des) é responsdvel por causar
a FXTAS, cujas manifesta¢des clinicas caracterizam-se por tremor, ataxia, parkinsonismo,
disautonomia e disturbios psiquidtricos em homens e, mais raramente, em mulheres.
Pacientes do sexo feminino portadoras da pré-mutacdo no gene FMR1 podem apresentar

insuficiéncia ovariana primdria (POI) antes dos 40 anos de idade.

1.1.2 Ataxias Autossomicas Dominantes:

As ataxias autossomicas dominantes (AD) ocorrem em varias as geracdes em uma
familia afetada. Geralmente os sintomas surgem na fase adulta e o risco de transmissao do
alelo mutado a prole é de 50%. Dentre as ataxias AD, as ataxias espinocerebelares progressivas
(SCAs) sdo as mais frequentes, seguidas das ataxias episddicas (AE). Existem cerca de 37 SCAs,
cujo mecanismo de expansao, geralmente da trinca CAG, codificando poliglutamina (SCA1, 2,
3,6,7,12,17 e DRPLA), mas também de CTG/CAG (SCA8), ATTCT (SCA10), TGGAA (SCA 31) e
GGCCTG (SCA36) é o mais comum.
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A SCA3, também conhecida como Doenc¢a de Machado-Joseph, é a ataxia AD mais
frequente no mundo. Caracteriza-se por atrofia e fasciculacdes de face lingua, disfagia,

neuropatia, arreflexia, oftalmoparesia, declinio cognitivo, parkinsonismo e distonia.

As EAs sdo caracterizadas por episédios transitérios de ataxia, frequentemente

associados a outras caracteristicas como nistagmo e disartria, de duragao variavel.

1.1.3 Ataxias Autossomicas Recessivas:

A maior parte das ataxias autossémicas recessivas (AR) caracteriza-se por ter inicio das
manifestacdes clinicas entre a infancia e a adolescéncia, em geral antes dos 20 anos de idade.
Uma vez que ambos os alelos devem estar mutados, a consanguinidade parental aumenta o
risco para formas AR de ataxia. Os casos sdo isolados na familia ou incidem apenas na

irmandade, sendo os genitores assintomaticos.

As ataxias autossOmicas recessivas geralmente podem estar associadas a neuropatia
sensdrio-motora periférica, principalmente a perda de propriocepc¢ao e senso de vibracdo. A
caracteristica principal de todos esses disturbios é a ataxia espinocerebelar, tipicamente
caracterizada por desequilibrio com quedas, coordenacdo imprecisa das maos, tremor
postural ou cinético das extremidades ou tronco, disartria e disfagia. A arreflexia costuma ser

um achado comum nas ataxias AR.

As formas de ataxia AR clinicamente mais semelhantes a AVED s3o a ataxia de

Friedreich e a abetaliproteinemia:

1.1.3.1 Ataxia de Friedreich (FRDA)

E a ataxia AR mais prevalente no mundo. Tipicamente manifesta-se na infancia ou
inicio da adolescéncia e caracteriza-se por ataxia lentamente progressiva, afetando a marcha
e demais movimentos voluntarios, neuropatia axonal sensitiva, arreflexia, escoliose,
anormalidades de movimento ocular, disartria, disfagia, fraqueza muscular e ocasionalmente
espasticidade, particularmente nos membros inferiores. Aproximadamente dois tergos dos
individuos com FRDA tém cardiomiopatia, até 30% tém diabetes mellitus. A progressao da

doenca leva muitas vezes a necessidade de uso de cadeira de rodas e ao aparecimento de
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deformidades esqueléticas (principalmente escoliose) e de cardiomiopatia hipertréfical®®l. A

neuroimagem ndo mostra degeneragao cerebelar progressiva.

Em cerca de 98% dos pacientes, a doenga é causada por uma expansao bialélica da
repeticdo GAA localizada no intron 1 de FXN, que codifica a proteina mitocondrial frataxina.
Os alelos normais tém de 5 a 33 repeticdes de GAA, enquanto que 66 a mais de 1.000

repeticdes s30 observadas em alelos com expansdo patogénical®.

Embora seu papel exato ndo seja claro, acredita-se que a frataxina esteja envolvida na
transferéncia na mitocondria de ferro para varias proteinas que contém clusters de ferro-
enxofre (Fe-S). A biogénese do cluster Fe-S depende fortemente da frataxina, cuja deficiéncia
leva ao acumulo de ferro na mitocondria, disfuncdo da cadeia respiratdria e aumento do

estresse oxidativo!¥. O tratamento da AF é sintomatico e de suporte.

1.1.3.2 Abetalipoproteinemia:

Na abetalipoproteinemia, assim como na AVED, a ataxia decorre de deficiéncia de
vitamina E. No entanto, ha também caréncia de outras vitaminas lipossollveis, tais como A, D
e K, em decorréncia de falha na absorcao intestinal de triglicerideos microssomais, ocasionada
por mutacdo bialélica em MTTP (4g23). A apresentacdo clinica é semelhante a AVED, porém
é acompanhada de evidéncias de mda absorcao lipidica e baixo nivel de LDL colesterol e
apoliproteina B, além de deficiéncia de vitaminas lipossollveis, em contraste com a AVED, em
gue apenas a vitamina E encontra-se deficiente. Além do quadro ataxico bastante similar a da
AVED, estes pacientes também podem apresentar retinite pigmentosa e o tratamento

consiste na reposi¢do vitaminica.

Além destas duas, outras formas de ataxia autossdmicas recessivas consideradas

diagndstico diferencial da AVED estao sintetizadas na Tabela 1:
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Tabela 1: Ataxias autossdmicas recessivas clinicamente similares a AVED, gene

causador e principais manifestac¢des clinicas

Ataxia Gene Principais manifestagodes clinicas

Polineuropatia periférica, cerebelar, surdez
PHYH ou neurossensorial, retinite pigmentosa, anosmia
Doenca de Refsum (DR) ~ o retnTe pler P
PEX7 alteragGes esqueléticas, ictiose, insuficiéncia
renal e cardiomiopatia

Ataxia cerebelar, epilepsia, nistagmo,
. . . telangiectasias conjuntivas, hipogonadismo,
Ataxia telangiectasia (AT) ATM . 8 A J. ~ Pog
imunodeficiéncia, infeccdes pulmonares

frequentes e neoplasia.

Apraxia oculomotora, ataxia cerebelar,
neuropatia periférica e coreoatetose. Menos
frequentemente, hipoalbuminemia e
hipercolesterolemia podem ocorrer.

Ataxia com apraxia
APTX
oculomotora tipo 1 (AOA1)

Ataxia espinocerebelar e, raramente, apraxia
oculomotora. As concentracgdes séricas de
creatina quinase, y-globulina e a-fetoproteina
sdo aumentadas.

Ataxia com apraxia
oculomotora tipo 2 (AOA2) SETX

Fogel e colaboradores, em uma revisdo de 2007, sugerem que, na auséncia de testes

genéticos, o diagndstico diferencial entre estas ataxias AR deve seguir o fluoxograma

representado na Figura 1:
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Figura 1: Fluxograma demonstrativo da avaliagdo diagndstica clinica de um paciente

com suspeita de ataxia hereditdria autossémica recessiva. Fogel et al, 2007, adaptado.
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1.2 Vitamina E

A vitamina E é uma molécula lipossolivel encontrada no azeite de oliva, em sementes

como améndoa, macadamia e castanha e em frutos, como nozes e avela.

O termo “vitamina E” refere-se a uma familia de lipidios vegetais neutros compostos
de tocoferdis (cadeia lateral saturada) e tocotriendis (cadeia lateral insaturada). Possui oito
formas isoméricas (a, B, y e 6-tocoferol e a, B, y e 6-tocotrienol), distinguindo-se pelo padrao
de metilacdo no anel cromanol e pela insaturacdo na cadeia lateral isoprendide (Fig 2). Todas
as formas estdo presentes na alimentacdo e sdo absorvidas no intestino delgado e
transportadas em quilomicrons para o figado. No figado, o a-tocoferol é seletivamente
incorporado na lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) nascentes pela proteina de

transferéncia de a-tocoferol (a-TTP), e, entdo, entram na circulagdo®®7!,

R, Tocoferol T " R,

HO - . oh a-Tocoferol CH; CH;
CH, ’ : : a-Tocotrienol  CH, CH,

R. o CH;  B-Tocoferol CH; H

CHy B-Tocotrienol  CHj H
R, Tocotrienol y-Tocofe.rol H CH,
y-Tocotrienol H CH;

8-Tocoferol H H

8-Tocotrienol H H

Figura 2: Familia da vitamina E e seu oito isbmeros.

O a-tocoferol possui um grupo hidroxila que é altamente eletrofilico (Fig 3.A), capaz
de sequestrar eficazmente radicais peréxidos instaveis, tornando a vitamina E um potente
antioxidante!®. Em membranas celulares, a cadeia lateral da molécula de vitamina E pode
interagir com dacidos graxos poli-insaturados presentes nos fosfolipidios da membrana,
ancorando a vitamina E em uma posicdo ideal para o sequestro de radicais livres pelo grupo
hidroxila no anel cromanol®’. Na sua auséncia, as membranas plasmaticas dos neurdnios
acumulam radicais livres e as caudas dos fosfolipidios sofrem oxidacdo e degeneracdo (Fig

3.B), o que leva a deterioracdo das células do sistema nervoso, particularmente as cerebelares.
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No cerebelo, sua acdo antioxidante atua protegendo os fosfolipidios das membranas
plasmaticas contra o estresse oxidativo causado por radicais livres, contribuindo para a

manutencdo e integridade das mesmas (Fig 3.C).

A) B)

c, .

Head of Outside of cell ————
phospholipid Free (extracellular Vitamin E
molecule radical fluid)
: i
O 3 (+) Phospholipid
bilayer (cell
. ' ))) ) ))Q g)) membrane)
* v
Tails of
phospholipid Inside of cell —————
molecule (cytoplasm)

Figura 3: Atuagdo da a-tocoferol nas membranas lipidicas. A) Estrutura da a-tocoferol com
destaque no radical hidroxila, responsavel pela acdo antioxidante. B) Atua¢do dos radicais livres das
caudas fosfolipidicas na auséncia de a-tocoferol (Ref. Ulatowski et al, 2015. C) A¢do antioxidante da a-

tocoferol nas membranas fosfolipidicas, atuando como sequestrador de radicais livres.
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1.3 Proteina de Transferéncia de a-tocoferol

A proteina de transferéncia de a-tocoferol, ou a-TTP, é uma proteina citosdlica
hepatica codificada por TTPA, localizado no braco longo do cromossomo 8 (8g13). O gene
possui cinco éxons e codifica um produto de 278 aminodcidos. A proteina a-TTP possui alta
afinidade com o isbmero de vitamina E a-tocoferol, e, no figado, liga-se seletivamente a ele
entre todas as formas isoméricas de vitamina E presentes na alimentacdo e o incorpora a
lipoproteinas de baixa (LDL) e, principalmente, de muito baixa densidade (VLDL). Apds a
incorporacao, essas lipoproteinas atuam como transportadoras da a-tocoferol do figado para
tecidos ndo hepaticos, principalmente o sistema nervoso (Figura 4), onde vai proporcionar
uma protecdo antioxidante as membranas celulares contra o estresse oxidativo causado por

radicais livres.

Figura 4: Ciclo da vitamina E no organismo. A) Todas as formas isoméricas sao ingeridas através
da alimentacdo e B) absorvidas do intestino, C) onde sdo incorporadas a quilomicrons e entram em
circulacdo. D) No figado, entretanto, apenas o isdmero a-tocoferol sera seletivamente incorporado a

VLDLs pela proteina a-TTP e, assim, E) permanece em circulacdo; as demais formas sdo eliminadas
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A vitamina E, por ser o antioxidante lipossolivel mais potente atuante na integridade
das membranas bioldgicas, contribui para a protecdo e estabilidade das mesmas. Na sua
auséncia, essas membranas acumulam radicais livres, sofrem oxida¢do, degeneracdo!’? e,
consequentemente, deterioragdo anatémica das células de Purkinje do cerebelo, que sdo seus
principais integradores dos circuitos neurais do cerebelol®. Assim sendo, atrofia cerebelar é
algumas vezes observada em pacientes com AVED, como resultado da morte neuronal, mas
nem sempre ela esta presente. Mariotti et. al, em um estudo de 2004, reportou atrofia
cerebelar em 45% dos pacientes italianos, enquanto que 55% apresentaram cerebelo
integro'®. A ataxia cerebelar se desenvolve em maior grau em decorréncia da diminui¢3o da
conectividade neuronal evidenciada pela reducdo da arborizacdo no cerebelo do que devido
a atrofia cerebelar!®. Apesar de ser principalmente expressa no figado, a a-TTP apresenta
significativos niveis de expressdao também no cérebro, placenta e Utero, sugerindo que a
proteina fornece protecdo antioxidante a tecidos excepcionalmente vulneraveis. No cerebelo,
esta proteina estd aumentada em pacientes com doencas associadas a aumento do estresse
oxidativo, tais como a doenca de Alzheimer!’?!. A concentracdo da a-TTP varia dependendo da
regido do cérebro e sua expressao é regulada positivamente pelos niveis de estresse oxidativo
e de vitamina E no sistema nervoso central, proporcionando uma regulacao dinamica e que
favorece a manutencdo da homeostase da vitamina E. Supde-se que a a-TTP possua alguma
funcdo no SNC que difere da funcao de transferéncia ja bem estabelecida que esta proteina

desempenha no figado!®.

Por meio da reciclagem do a-tocoferol pela proteina a-TTP que ocorre no figado, a
concentracdo da vitamina E é mantida constante no plasma, mesmo que sua ingestdo diaria
pela dieta seja muito baixa, pois esta molécula serd armazenada na gordura, reciclada e
reutilizada diversas vezes. Se esta reciclagem estd de alguma maneira prejudicada, a a-
tocoferol é logo eliminada do organismo, permitindo a degeneracdo das membranas
plasmaticas pelos radicais livres e desenvolvimento de doengas como, por exemplo, a ataxia

por deficiéncia de vitamina E (AVED).
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1.4 Fisiopatologia da Ataxia por Deficiéncia de Vitamina E

(AVED)

As doencas neurodegenerativas sdo definidas pela perda progressiva de populacdes
de células neuronais especificas e estdo associadas a agregados proteicos. O estresse oxidativo
desempenha um papel fundamental na fisiopatologia dos distlurbios neurodegenerativos.
Espécies reativas de oxigénio (ROS), como anions superéxido, hidroxirradicais e perdxido de

hidrogénio, s3o naturalmente produzidas como resultado de reacdes celulares!*!l.

Os ROS causam dano celular por meio de trés mecanismos principais: peroxidacao
lipidica, oxidacdo de proteinas e oxidacdo do DNA. Portanto, os antioxidantes possuem papel
primordial na defesa celular contra os danos causados pelos ROS. Por ser o Unico antioxidante
lipossolivel nas membranas bioldgicas™, a vitamina E atua protegendo as membranas
celulares dos danos oxidativos, neutralizando os efeitos dos radicais livres de oxigénio e

perdxidoY,

O sistema nervoso central é especialmente vulneravel aos danos provocados pelos
radicais livres, pois apresenta alta taxa de consumo de oxigénio e abundante conteldo
lipidico. O dano oxidativo cumulativo ao longo do tempo explica o inicio tardio e a natureza

lentamente progressiva de disturbios neurodegenerativos!*'l.

A ataxia por deficiéncia de vitamina E (AVED) ocorre devido a mutacdo em homozigose
ou heterozigose composta em TTPA (chr8q13), codificante da enzima a-TTP. E uma doenca
neurodegenerativa e progressiva, com idade de inicio geralmente entre 5 e 20 anos e heranga
autossémica recessiva. E mais comum no Mediterraneo e Jap3o e caracteriza-se por niveis

plasmaticos de vitamina E geralmente abaixo de 2 mg/L (ref. de 5 a 20 mg/L).

A deficiéncia de a-TTP leva a acimulo de radicais livres no SNC e a degradacao das MP
e degeneracao de tecidos cerebelares, resultando na deterioracdao dos neurdnios cerebelares
e das vias proprioceptivas espinais. Danos cerebelares geralmente manifestam-se na forma
de ataxia, que se caracteriza de forma geral por falta de coordenagdo nos movimentos

voluntarios (marcha, equilibrio, fala).
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A AVED geralmente se manifesta entre a infancia e a adolescéncia e suas primeiras
manifestacdes clinicas incluem ataxia progressiva apendicular (caracterizada pela presenca de
dismetria, disdiadococinesia e decomposicdo de movimentos) e axial (titubeacdo de cabeca,
disartria e desequilibrio durante a marcha), falta de coordenacdo com as maos, perda de
propriocepcao e arreflexia. Outros sintomas e sinais que podem ser observados sdo tremores,
presenca dos sinais de Romberg e de Babinski positivos, diminuicdo da acuidade visual,
oftalmoplegia, perda da sensibilidade vibratéria e fraqueza muscular. A gravidade da doenca

varia imensamente entre portadores de diferentes variantes genéticas.

E uma das Unicas formas de ataxia trataveis. A reposi¢do com altas doses diarias de
vitamina E exdgena compensa essa rapida eliminagao, cessa a progressao da doenca e reverte,
ainda que de maneia limitada, alguns sintomas. O diagndstico e inicio do tratamento com
suplementacao de altas doses didrias de vitamina E devem ser realizados precocemente, para
gue a progressdao da doenca cesse. A investigacdo de possiveis portadores de mutacdo
bialélica no gene TTPA ainda assintomaticos também deve ser feita, pois o tratamento

preventivo inibe o aparecimento dos sintomas.

A baixa concentragao de vitamina E no plasma também é reportada em outras doencgas
associadas a capacidade prejudicada de absorc¢ao de lipidios no intestino, como é o caso de
insuficiéncia pancredtica, doenca hepatica colestatica, abetalipoproteinemia, fibrose cistica e
doenca de Crohn[*2'3], Nestas doencas, quadros ataxicos também podem estar presentes. Em
pacientes com AVED, tanto a absorcao de gordura e de vitamina E no intestino quanto sua
incorporacao em quilomicrons estdao normais, mas a ineficiéncia na incorporacao hepatica da
a-tocoferol a VLDLs impede que a reciclagem da vitamina E plasmatica seja eficiente, sendo
assim imediatamente eliminada®®?3/, Em individuos normais, essa reciclagem atinge niveis
em torno de 1,4+0,6 pools por dial”, e a concentracio plasmatica dessa vitamina é mantida
constante mesmo que sua ingestao didria pela dieta seja muito baixa, pois esta molécula sera
armazenada na gordura, reciclada e reutilizada diversas vezes. Como em pacientes com AVED
a homeostasia da a-tocoferol estd prejudicada, a suplementacdo diaria de altas doses de
vitamina E repodem a sua rapida eliminacdo, mantendo o pool de vitamina E plasmatico e
prevenindo a progress3o da doencal”?'2%3] Assim sendo, o diagndstico precoce da AVED e o

inicio do tratamento com suplementacao de altas doses didrias de vitamina E devem ocorrer
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logo ao aparecimento dos primeiros sintomas para que a doenca seja estabilizada e que
ocorra, em alguns casos, a regressao de alguns sintomas. A investigacdo de possiveis
portadores de mutacdao em bialélica no gene TTPA, quando ha algum caso na irmandade, por
exemplo, mesmo que ainda assintomaticos, também deve ser preconizado, pois o tratamento
preventivo inibe o aparecimento dos sintomas e o paciente pode ndo desenvolver quadro
clinico, tendo uma vida normal. O aconselhamento genético é, portanto, de fundamental

importancia para a qualidade de vida de pacientes com AVED e de sua familial?’.

Muitas vezes a AVED é confundida e erroneamente diagnosticada como ataxia de
Friedreich (AF), a forma mais frequente de ataxia de heranca recessiva, devido aos sintomas

muito semelhantes.

O tipo de mutacdo parece estar diretamente relacionado ao quadro clinico
apresentado pelo pacientel? (Tabela 1). De forma geral, mutacdes dos tipos frame shift e
nonsense estdo associadas a formas mais graves, de inicio precoce e progressao rapida
engquanto que mutag¢des missense apresentam formas consideradas leves de inicio tardio e

progressao lenta. H3, no entanto, excecdes.

As mutacbes frame shift p.Glu249Asnfs*15 (também descrita na literatura como
c.744delA) e p.Thrl72Leufs*5 (descrita como c¢.513insTT) sdo as mais frequentemente
relatadas. A mutacdo p.Glu249Asnfs*15 é a mais prevalente no norte da Africa e na Italial®.
Esta mutacdo altera o quadro de leitura e resulta na substituicdo dos Ultimos 30 aminoacidos
por um peptideo aberrante de 14 aminodcidos, codificando uma proteina n3o funcional”.
Esta associada a inicio precoce, entre trés e 12 anos, e progressao rapida. A mutacao frame
shift p.Glu249Asnfs*15, no éxon 3, que leva ao truncamento de mais de um terco da a-
tocoferol”/, é mais comumente encontrada no norte da Europa e estd associada a idade de
inicio em torno dos 5 anos. E a segunda variante patogénica mais comum associada a AVED.
Pacientes homozigotos para estas variantes, que levam a perda de funcdo da a-TTP, em geral
necessitam de cadeira de rodas apds alguns anos de progressao, desenvolvem disartria, sinal
de Babinski, arreflexia de membros superiores e inferiores, escoliose, pés cavos, disturbios de
senso de vibracdo e atrofia cerebelar. Alguns pacientes podem desenvolver cardiomiopatias,

retinopatias e titubeacdo de cabecal®4l,
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A forma de AVED mais comum no Japdo ocorre em decorréncia da substituicao
¢.303T->G, que promove a troca do aminoacido histidina no cédon 101 por uma glutamina
(p.His101GIn)"). Essa mutac3o estd associada a uma forma leve e de progress3o lenta da
AVED, com os primeiros sintomas aparecendo apds os 30 anos. Retinopatia, particularmente
retinite pigmentosa (RP), estd fortemente associada a esta variante, estando presente em
cerca de 75% dos pacientes estudados!”!. A mutac¢3o p.His101GIn ainda consegue produzir
uma proteina parcialmente funcional, em contraste com a variante p.Glu249Asnfs*15, cujo
produto perde totalmente sua funcao. Os pacientes japoneses apresentam niveis plasmaticos
de vitamina E maiores do que os africanos e europeus (1,73 + 0,7 mg/L e 0,56 = 0,3 mg/L,

respectivamente).

Outras variantes patogénicas ja descritas estdo relacionadas na Tabela 2. A maioria das
mutacdes missense estd associada a forma leve de inicio tardio e progressdo lenta. E
interessante notar que pacientes heterozigotos compostos, em que um alelo esta associado a
forma grave e o outro alelo, a forma leve da doenca apresentam um fendtipo

intermediario!-316l,

Individuos com mutagdo em heterozigose no gene TTPA e, portanto, apenas
portadores e nao afetados, podem desenvolver xantomas tendinosos, colesterol sérico
elevado e niveis séricos de vitamina E um pouco abaixo do normal, consistentes com o estado
heterozigdtico, embora esta reducdo ndo seja capaz de causar danos ao sistema nervoso

centrall’l,

Percebe-se, portanto, que o tipo de mutacdo pode influenciar a idade de inicio, os
sintomas e a progressao da ataxia, embora também possam ser modificados por fatores ndo
genéticos, como a quantidade de vitamina E e lipidios na dieta didria. A medicdo da
concentracao plasmatica de vitamina E deve ser incluida como parte das investigacdes em
pacientes com ataxia progressiva, e, caso confirmada a deficiéncia dessa vitamina no plasma
do paciente e excluindo-se doencas associadas a ma absorcdo de gordura, recomenda-se o
sequenciamento de TTPA para identificar o tipo de mutagao. O seqlienciamento desse gene é
de grande importancia no aconselhamento genético do paciente e de sua familia, uma vez
gue hd mutacgdes cujo fenétipo é mais leve e outras que sdo mais graves, e essa informacao

auxilia no progndstico da doenca, apresentacdes clinicas e progress3ol”. De forma geral, as
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mutacdes de TTPA que promovem a formacgao de proteina truncada estdo associadas a uma

forma grave da doenca, enquanto algumas das mutacdes missense estdo associadas a

apresentacdes clinicas mais leves®l. O tratamento precoce com vitamina E pode proteger

esses pacientes contra danos neurolégicos adicionais!?®.

Tabela 2. Correlagdo entre as mutagdes mais conhecidas da AVED e seus respectivos fenotipos

N . . Vit E N Idade de
Mutagao ClinVar Exon Tipo Progressao ..
(mg/L) Inicio
p.Arg59Trp 65589 Exon1l Missense <0,5 Rapida + 7 anos
p.His101GIn 9137 Exon2 Missense <2,0 Lenta > 30 anos
p.Alal20Thr 65591 Exon2 Missense 1,0 Lenta + 20 anos
p.Argl34Ter 9141 Exon3 Nonsense <1,0 - * 5anos
p.Glul41Lys 65592 Exon3 Missense <1,5 Rapida t 8 anos
p.Trp163fs 188951 Exon3  Frame shift <1,0 Rapida + 7 anos
p.Thr172Leufs*5 9139 Exon 3  Frame shift <2,0 Rapida * 5 anos.
p.Lys177Serfs*3 65595 Exon3  Frame shift <1 Rapida * 3 anos
p.Arg221Trp 65597 Exon4  Missense - Lenta 1+ 10 anos
De 8 a 15
p.Glu249Asnfs*15 9136 Exon5  Frame shift <1,0 Rapida
anos
p.Argl34Ter 9141 Exon3 Nonsense <1,0 Rapida t 5anos

O diagndstico de AVED é feito considerando-se a ataxia progressiva juntamente com a

baixa concentracdo plasmatica de vitamina E. Saber o tipo de mutacao presente no paciente

auxilia na determinacdo do progndstico e no aconselhamento genético.
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2. Objetivos

Os objetivos deste estudo, que inclui pacientes que apresentavam ataxia com

deficiéncia de vitamina E (AVED), foram os de:

1. Investigar suas principais manifestacdes clinicas;

2. Determinar as suas bases moleculares e procurar realizar correlagdo gendtipo-
fenétipo;

3. Tragar um comparativo com a literatura atual;

4. Oferecer aconselhamento genético para os pacientes e suas familias.

3. Justificativa

N3o ha publicacdes acerca da ataxia por deficiéncia de vitamina E no Brasil. O
diagndstico de pacientes com AVED é majoritariamente feito considerando-se a ataxia
progressiva juntamente com a baixa concentracao plasmatica de vitamina E e excluindo-se
defeitos na absorcdo intestinal de lipidios. O estudo genético ndo costuma ser realizado, o que
torna o diagndstico incompleto. Saber o tipo de muta¢do causadora da doenca fornece
informacdes sobre o progndstico da doenca e auxilia no aconselhamento genético. Ademais,
estudos a nivel molecular sdo de extrema importancia tanto na pesquisa bdasica quanto na
pratica clinica. Ndo ha dados estatisticos de prevaléncia sobre essa condi¢cdo no Brasil, pois
esta doenca ndo é objeto de investigacdo nesta populacdo. Ndo se tem conhecimento,
portanto, nem a respeito das mutacdes mais prevalentes nos afetados deste pais e nem sobre

outras condi¢des bioquimicas que possam estar ou ndo presentes nessa populacao.

Outros fatores, tais como alimentacdo ou modificadores genéticos, podem mudar o
guadro clinico.Um estudo inicial sobre as principais mutac¢des presentes no gene TTPA dos

brasileiros, em associagcdo com as principais manifestag¢des clinicas, é imprescindivel para uma
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investigacdo inicial, servindo de base para futuras pesquisas sobre esta doenca na populagao
brasileira, aumentando o interesse e conhecimento médico e cientifico e, consequentemente,
contribuindo para um diagndstico mais preciso, contribuindo assim para uma melhor da

gualidade de vida dos pacientes afetados por ataxia por deficiéncia de vitamina E.

4. Metodologia e Casuistica

A coleta de dados foi feita no Ambulatério de Neurogenética do Hospital das Clinicas
da FMUSP. As informacdes coletadas foram: idade de inicio (quando conhecido), progressao
da doenca e evolucdo apés o inicio do tratamento. Para a avaliacdo funcional, foi utilizada a
escala Scale for the Assessment and Rating of Ataxia (Escala para avaliacdo e classificacdo da

ataxia - SARA), de uso corrente do Ambulatério de Neurogenética do HC-FMUSP.

A escala SARA (Material Complementar) é uma escala de pontuacdo de ataxia para 8

critérios, cada um para a qual se atribui um escore. Os critérios sdo os seguintes:

1) Marcha:é solicitado ao probando que caminhe alguns passos rente a uma
parede, dé meia volta e ande em tandem, ou seja, com o calcanhar de um pé
junto a ponta do outro pé. Atribui-se um escore de 0 (nenhuma dificuldade) a

8 (dificuldade maxima)

2) Capacidade de permanecer em pé: o probando deve permanecer em pé e
descal¢co, com os pés juntos e em paralelo e, posteriormente, em tandem.

Atribui-se pontuacdo de 0 (nenhuma dificuldade) a 6 (dificuldade maxima)

3) Capacidade de permanecer sentado: avalia-se a capacidade do probando de
manter a postura na posicdo sentada. Pontua-se de 0 (nenhuma dificuldade) a

4 (dificuldade maxima)

4) Dicgdo: atribui-se pontuagdo entre 0 (pronuncia inalterada) até 6 (discurso

ininteligivel)
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5) Dismetria: o examinador senta-se em frente ao probando e realiza 5
movimentos consecutivos rdpidos e subitos em direcdes imprevisiveis em um
plano frontal, a cerca de 50% do alcance do examinado. Solicita-se ao probando
seguir os movimentos com o seu dedo indicador, o mais rapido e precisamente

possivel. Atribui-se um escore de 0 (boa precisdo) a 4 (nenhuma precisao)

6) Tremor cinético: é solicitado ao probando que aponte repetidamente, com o
dedo indicador, do prdéprio nariz ao dedo do examinador, que esta na frente do
probando a cerca de 90% do alcance deste. E atribuida uma pontuag¢do de 0

(sem tremor) a 4 (incapacidade de executar o exercicio)

7) Movimentos rapidos e repetitivos com as maos: solicita-se ao probando
realizar 10 ciclos de movimentos alternados e repetitivos com as maos o mais
rdpido e preciso possiveis. O escore de pontuacdo varia entre 0 (nenhuma

dificuldade) a 4 (dificuldade maxima)

8) Deslizar o pé pela perna: o probando deita-se no leito e o examinador solicita
gue ele levante uma perna, aponte com o calcanhar para o joelho oposto,
deslize pela canela até o tornozelo e repouse a perna na cama de exame. Este
movimento deve ser realizado trés vezes e com ambas as pernas, e uma
pontuacdo de 0 (nenhuma dificuldade) a 4 (incapacidade de executar o

movimento) é atribuida.

A soma de cada pontuacdo pode variar de 0 (nenhum comprometimento) a 40

(comprometimento maximo).

O DNA foi extraido de esfregaco oral ou de sangue periférico. A coleta do material foi
realizada durante consulta no Ambulatério e a extragdo do DNA, no Centro de Pesquisas sobre

o0 Genoma Humano e Células-Tronco da Universidade de Sdo Paulo (CEGH-CEL USP).

O material genético dos participantes foi sequenciado utilizando um kit de captura de éxons
customizado por sondas, seguida por sequenciamento de nova geracdao (NGS) com Illumina
HiSeq 4000. Para o alinhamento,foi utilizado o software Burrows-Wheeler Aligner (BWA); a

identificacdo de variantes foi realizada utilizando software Genome Analysis Toolkit (GATK),
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tendo como referéncia a versdo GRCh37 do genoma humano. O painel utilizado inclui 287
genes associados a doencas genéticas trataveis, entre eles o TTPA, e foi disponibilizado pela
Mendelics Anadlise Gendmica. As variantes identificadas foram confirmadas utilizando o
software Integrative Genomics Viewer (IGV) e analisadas utilizando os softwares: gnomAD
(https://gnomad.broadinstitute.org/), UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/) e

ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/).

Todos os pacientes ou seus responsaveis legais que participaram do estudo assinaram

um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Material Complementar).

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa e pela Comissdo Nacional

de Etica em Pesquisa (CEP-CONEP).
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5. Resultados

Nove pacientes, entre estes dois irmdos gémeos monozigéticos, de sete familias

aceitaram participar do estudo. A histdria clinica dos participantes esta relatada a seguir:

5.1 Familia A, paciente Al

O Paciente Al, com 26 anos de idade no momento do estudo, é o 32 filho de casal
consanguineo (primos em primeiro grau) e tem uma meia-irma por parte de mae. Ndo ha
casos semelhantes na familia. O inicio do aparecimento dos primeiros sintomas clinicos foi aos
6 anos de idade, afetando primeiramente a fala e a marcha, com tropecos frequientes e
desequilibrio. A doenca progrediu rapidamente e, aos 14 anos de idade, quando foi realizado
o diagndstico de AVED, ja era dependente de cadeira de rodas para se deslocar a longas
distancias. Nesta época, os niveis plasmaticos de vitamina E eram de 0,6 mg/L (valor de
referéncia: de 5,0 a 20,0 mg/L). A partir do inicio da suplementac¢do com vitamina E, a doenca

parou de progredir.

\
Figura 5: Heredograma da Familia A com Paciente Al em destaque.

Em consulta no Ambulatério de Neurogenética do HC-FMUSP foram observados
disartria, hipotonia global, hiporreflexia, sinal de Romberg +, dismetria (<5cm) e tremor
cerebelar bilateral (<2cm). O paciente negou disfagia ou disfonia. A estacdo com pés juntos
foi possivel, porém a estacdo e a marcha em tandem nao. O paciente foi capaz de dar poucos
passos com duplo apoio. Sua forga, sensibilidade tatil e dolorosa estavam preservadas. Nao
apresentou nistagmo, porém sua mirada mostrou-se discretamente sacadica, mas sem

alentecimento.
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O paciente relata que, apds o inicio da suplementacdo com vitamina E, notou uma
melhora significativa em alguns sintomas e estabilizacdo do quadro. Em 2015, o paciente
apresentava distonia, que nao foi observado na consulta de 2018. Relatou que, apesar de
ainda estar presente, a disartria esta significativamente melhor. A dosagem de vitamina E

estava dentro dos padrées de normalidade: 12,0 mg/L. A escala SARA pontuou 20/40.

O estudo molecular do Paciente Al identificou a mutacdo p.Ala58Pro em ambos os

alelos, como observado na Figura 6:
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Figura 6: Variante p.Ala58Pro identificada no Paciente A1, em homozigose, visualizada

no Software IGV.
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5.2 Familia B, Paciente B1:

«l Oa

-~

Figura 7: Heredograma da Familia B, com Paciente B1 em destaque.

O Paciente B1, com 19 anos de idade no momento da avaliacdo, é filho de pais
consanguineos (primos em segundo grau). O quadro atdxico iniciou-se aos 11 anos de idade e
o diagndstico de AVED foi feito dois anos mais tarde, por meio da dosagem plasmatica de

vitamina E.

Durante consulta do Paciente B1 no Ambulatério de Neurogenética do HC-FMUSP, em
2018, foram observados escoliose, disartria, titubeacdo da cabeca, Romberg +, amiotrofia
global, dismetria, decomposicdo de movimentos, desequilibrio e hipopalestesia (diminuicdo
da sensibilidade vibratéria) no calcanhar. Oftalmoparesia ou alentecimento de mirada nao
foram observados, porém o paciente apresentou sacada hipermétrica. Apresentou marcha
com base alargada, a estacdo com pés juntos foi possivel, porém estacdo e marcha em tandem
ndo. A dosagem da vitamina E estava dentro dos padrdes da normalidade (13,6 mg/L) e a

escala SARA pontuou 8/40.

Seis meses depois, porém, o paciente reportou leve piora no quadro. Passou a
apresentar disfagia, piorou o desequilibrio, a fala tornou-se mais ebriosa e o tremor e falta de
coordenacao durante movimentos voluntarios ficaram mais evidentes. A escala SARA pontuou
11/40 e a concentracdo de vitamina E circulante estava consideravelmente abaixo do que na

primeira consulta, porém ainda dentro dos limites da normalidade (8,2 mg/L).
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A investigacdo molecular apontou que o Paciente B1 é portador em homozigose da
mutacdo p.Thr172Leufs*5 (ClinVar: 9139), como mostra a Figura 8. A irma mais nova de B1,
16 anos, também foi testada, mostrando que ela é portadora em heterozigose desta mesma

variante.

chr8 B chrs:63,978,474-63,978,526 Go Bt « » @ [0 = 3 | St

232 p22 p21.2 pl2 pll22 qlll qll23 ql2. ql3.2 q2l1.11 q21.2 q22.1 q223 q23.2 q24.11 q24.21 q24.23

53 bp
63.978.480 bp 63.978.490 bp. 63.978.500 bp 63.978.510 bp 63.978.520 bp.
1 1 1 1 1

ot o £ o o o £

AGCAATCTTCTTGGCTACGGATGGAGTGATTTGAAAAGCATGAGAAAACTGCQ C
= = 5 -

A H Q

Figura 8: Variante p.Thrl72Leufs*5 identificada no Paciente B1, em homozigose,

visualizada no Software IGV.



35

5.3 Familia C:

A Familia C, proveniente de Seabra, ndo apresenta consangliinidade

conhecida. Os dois filhos mais velhos, de uma prole de trés, sao sintomaticos:

Figura 9: Heredograma da Familia C.

5.3.1 Paciente C1

O Paciente C1, primogénito de um casal ndo-consanguineo e com 23 anos de idade no
momento da avaliacdo, teve os primeiros sintomas aos 13 anos, apresentando andar

cambaleante e quedas frequentes. O diagnéstico foi realizado um ano depois.

O Paciente C1 reporta que, a partir do inicio da suplementacdo com vitamina E, o
guadro apresentou aparente estabilidade. Durante consulta no Ambulatério de
Neurogenética do HC-FMUSP foi observada ataxia apendicular e axial, reflexos
osteotendinosos (ROTs) hipoativos, discreta hipotonia global e disartria. O paciente C1
deambulava sem apoio, porém com dificuldade em degraus, e a mirada mostrou-se sem
alteracdo. A dosagem de vitamina E encontrava-se dentro dos limites da normalidade: entre
os anos de 2013 e 2018 variou entre 3,8 mg/L e 8,7 mg/L (valor de referéncia: de 5,0 a 20,0
mg/L). A Escala SARA pontuou 12/40.

A investigacdo molecular do Paciente C1 evidenciou a mutacdo p.Thrl72Leufs*5

(Clinvar: 9139) em ambos os alelos do gene TTPA.
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Figura 10: Variante p.Thr172Leufs*5 identificada no Paciente C1, em homozigose,

visualizada no Software IGV.

5.3.2. Paciente C2

A paciente C2, com 21 anos de idade no momento da avaliacdo e irma do Paciente C1,
apresentou os primeiros sintomas aos 9 anos de idade, com quedas frequentes e marcha
ataxica. A partir dos 14 anos, quando foi feito o diagnéstico de AVED e implementada
suplementacdo com vitamina E, a doenca parou de progredir. Durante a consulta, ela
apresentou ataxia axial e apendicular, hipotonia global, arreflexia, marcha ebriosa,
desequilibrio e disturbios do movimento ocular. Nao apresentou disartria, tremor cefdlico e

nem alteracdes da forca muscular.

A dosagem plasmatica de vitamina E variou de 1,1 mg/L a 22 mg/L entre 2010 e 2018 e a
escala SARA pontuou 18/40.

Assim como seu irmdo, a Paciente C2 é homozigota para a mutacdo p.Thr172Leufs*5

(Clinvar: 9139), como mostra a figura 11:
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Figura 11: Variante p.Thr172Leufs*5 identificada no Paciente C2, em homozigose,

visualizada no Software IGV.

A filha mais nova da Familia C, com 19 anos durante a consulta, assintomatica, é

heterozigota para esta mesma mutacao.
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5.4. Familia D, Paciente D1:

O

Sans]
Al

Figura 12: Heredograma da Familia D com o Paciente D1 em destaque.

O Paciente D1, Uunico membro afetado da familia D e com 23 anos nho momento da
avaliacdo, é filho de pais ndo consangliineos. Possui um irmao gémeo bivitelino e outro irmao
mais velho, ambos ndo afetados. Os primeiros sintomas clinicos de AVED em D1
manifestaram-se aos 14 anos de idade com desequilibrio, falta de coordenacdo em
movimentos voluntdrios e ataxia progressiva de marcha e presenca do sinal de Romberg. O
diagndstico foi realizado aos 20 anos de idade, com dosagem de vitamina E de 0,5 mg/L (valor

de referéncia: 5,0 a 20,0mg/L).

No exame clinico realizado em sua ultima consulta no Ambulatério de Neurogenética
do HC-FMUSP, foram observados forca grau V global (forca normal), reflexos abolidos em
membros inferiores e presentes em membros superiores, sinal de Babinski bilateral, pés
cavos, dismetria, decomposicdo de movimentos, fala escandida, hipopalestesia (diminuicao
da sensibilidade vibratdéria) em MMSS e apalestesia em MMI|, leve hipertonia e marcha ataxica

(necessitando de duplo apoio de para caminhar).

O paciente relata estabilizacdo do quadro clinico e melhora de alguns sintomas desde
a introducdo da suplementacdo com vitamina E. Em 2015, ano em que seus niveis plasmaticos
de vitamina E atingiram o valor mais baixo desde que iniciou acompanhamento no HC-FMUSP
(0,5 mg/L), apresentava sacadas hipométricas e, a partir de 2016 (vit. E= 4,6 mg/L), nenhuma
alteracdo sacadica foi observada. A Escala SARA em 2017 pontuou 12/40 e, em 2018 a

pontuacdo foi de 10/40, ou seja, houve melhora nos tremores e na coordenacdo na realizagdo
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de movimentos rapidos e alternados (disdiadococinesia). Ja na consulta de 2019, o paciente

D1 pontuou 11/40 na escala SARA, ou seja, apresentou discreta piora da estacdo.

Os niveis plasmaticos de vitamina E de D1 em 2018, ano em que a escala SARA atingiu
a menor pontuacdo, estavam dentro da normalidade (18,1 mg/L), enquanto que, em 2019,
apos consideravel queda na concentracdo desta vitamina (2,7 mg/L), o paciente apresentou

discreta piora na pontuacdo da escala.

A Ressonancia magnética de encéfalo mostrou-se normal. O exame molecular
identificou duas variantes no gene TTPA: p.Glu249Asn fs* 15 (ClinVar: 9136) e p.Argl34Pro,

como mostra a Figura 13:
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Figura 13: A) Variantes p.Glu249Asn fs* 15 e B) p.Arg134Pro identificadas no Paciente

D1, em heterozigose, visualizadas no Software IGV.
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5.5 Familia E, Paciente E1:

A Paciente E1, com 48 anos no momento da avaliacdo, é filha de pais primos em
primeiro grau. Além dos genitores de E1, ha outros casamentos consanguineos na familia com
recorréncia dos sintomas atdxicos na prole, inclusive na irmandade da paciente. O irm3do mais
velho, também acometido, atualmente estd acamado e alimenta-se por sonda. Além da AVED,

ha casos de distlrbios comportamentais e cardiopatias na familia.

@ Cardiomiopatia
% @ Disturbios comportamentais
He-

E
OO BEZSO

LR e

Figura 14: Heredograma da Familia E, com a Paciente D1 em destaque.

Os sintomas de E1 iniciaram-se aos 22 anos de idade, com tremor nos membros
inferiores que, apds 5 anos de progressao, acometeram também os membros superiores.
Passou a apresentar desequilibrio para deambular com piora no escuro. Apds os 30 anos de
idade, os sintomas progressivamente acometeram a cabeca (titubeacdo cefdlica) e a fala, além
de disfagia para alimentos sélidos. Aos 45 anos de idade necessitou de apoio unilateral devido

a rigidez do membro inferior direito.

Em sua consulta no Ambulatério de Neurogenética do HC-FMUSP, em julho de 2018,
foi observada discreta espasticidade e diminuicdo da forca muscular (forca grau IV) no
membro inferior direito e for¢ca e ténus normais nos demais membros, importante tremor
distobnico com lateralizacdo da cabeca para a esquerda (titubeacdo cefdlica), discreta

hipoestesia dolorosa no membro inferior direito, hipopalestesia importante em membros
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superiores e inferiores, dismetria, marcha ataxica com apoio unilateral, sinal de Romberg + e
importante disartria. Ndo foram observadas alteracdes do movimento ocular e nem hipo ou
arreflexia. O valor sérico de vitamina E da paciente estava em 1,2 mg/L e a escala SARA

pontuou 17/40.

O diagnéstico de AVED e inicio da suplementagdao com vitamina E foi feito em 2018,
guando a paciente ja estava com 48 anos de idade. Assim, a Paciente E ficou quase 26 anos

sem tratamento enquanto a doenca progredia lentamente.

A investigacdo molecular apontou que a Paciente E1 é homozigota para a mutacao

p.Ala120Thr (ClinVar: 65591), como mostra a imagem a seguir:

chrg B chr8:63,985,473-63,985,534 Go Ft « » @ O = 2 |

p23.2 p231 p22  p213 p2ll pl2 pll23 plll qll21 ql21 ql23 ql32 q21.11 q21.13 q213 q221 q223

63 bp

63.985.480 bp 63.985.490 bp 63.985.500 bp 63.985.510 bp 631
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AAGAGTTGTGTATGACTTAC

R Of|Ad A A A A A A A A A A A A A A A A A A

GATTCTGTAAATAAGAACTTTGCTG
R Y

Figura 15: Variante p.Alal20Thr identificada no Paciente E1, em homozigose,

visualizada no Software IGV.
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5.6. Familia F, Pacientes F1 e F2:

Os irmaos F1 e F2 sdo gémeos monozigdticos e Unicos filhos de casal ndo

consangtiineo.

O

Figura 16: Heredograma da Familia F.

Com 23 anos a época da avaliacdo, os Pacientes F1 e F2 relataram em consulta que
desde a infancia apresentavam desequilibrio e que, a partir dos 10 anos de idade, iniciou o
guadro de quedas. Evoluiram com falta de coordenagdao nos movimentos voluntdrios. O
diagnéstico e inicio da reposicao de vitamina E foi feito aos 14 anos de idade quando o exame
bioguimico evidenciou deficiéncia de vitamina E (0,1 mg/L) e o quadro mantém-se constante

desde ent3do.

Durante consulta no Ambulatdério de Neurogenética do HC-FMUSP em 2018 foi
observada discreta ataxia axial e apendicular, marcha com base alargada, dificuldade para
manter tandem e discreta escoliose em ambos. Os reflexos e a forca permaneciam
inalterados. Os niveis séricos de vitamina E estavam dentro dos valores considerados normais
(Paciente F1: 10,5 mg/L; Paciente F2: 8,0 mg/L) e a escala SARA pontuou 8/40 para o Paciente

F1 e 7/40 para o seu irmdo.

Uma vez que os Pacientes F1 e F2 sdo gémeos monozigdticos e presume-se que seus
genomas sejam idénticos, apenas no Paciente F1 foi realizado o sequenciamento de TTPA.
Foram identificadas duas variantes: p.Glu249Asnfs*15 (ClinVar: 9136) e p.Thr172Leufs*5
(ClinVar: 9139):
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Figura 17: A) Variantes p.Glu249Asnfs*15 e B) p.Thrl72Leufs*5 identificadas no

Paciente F1, em heterozigose, visualizadas no Software IGV.
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5.8 Familia G, Paciente G1:

A Paciente G1, 30 anos de idade no momento da avaliagdo, é filha Unica de casal
consangiineo (primos em segundo grau). O diagnéstico de AVED foi realizado quando a
paciente estava com 21 anos de idade e a dosagem de vitamina E mostrou-se deficiente (2,4

mg/L). A partir da suplementa¢do com vitamina E, o quadro parou de progredir.

@

Figura 18: Heredograma da Familia G, com a Paciente G1 em destaque.

Durante avaliagdo no Ambulatério de Neurogenética do HC-FMUSP, foram
observados ataxia cerebelar, hipoestesia profunda, arreflexia global, dismetria, decomposicdo
de movimentos, Babinski bilateral, disartria e desequilibrio. Sua forca permanecia inalterada
(forca grau V global) e ndo havia alteracdo nos movimentos oculares. A escala SARA pontuou
11/40. Desde os 24 anos de idade a paciente é dependente de cadeira de rodas para
locomover-se a longas distancias; ja para distancias curtas, deambula com dificuldade e

necessita de duplo apoio.

Relata que a fala e a propriocep¢cdao melhoraram com a reposicao de vitamina E. Em
2011, a Paciente apresentava nistagmo e disfagia, o que nao foram observados na consulta
de 2018. A investigacdo molecular do gene TTPA da Paciente G1 identificou a mutacao

p.Glu249Asn fs*15 (ClinVar: 9136) em homozigose:
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Figura 19: Variante p.Glu249Asn fs*15 identificada no Paciente G1, em homozigose,

visualizada no Software IGV.
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6. Discussao

Das sete familias investigadas, quatro (57%) apresentavam consangiinidade, o que é
esperado para uma condicdo autossdmica recessiva rara. Cinco variantes foram identificadas

(Figuras 20, 21 e 22):

p.Ala58Pro p.Alal20Thr p.Argl34Pro p.Thrl72Leufs*5 p.Glu249Asnfs* 15

Figura 20: Representagdo do gene TTPA e as variantes identificadas.

-mmm “icio | disgnei -
Paciente Consang
inicio | diagndstico

Paciente Al p.Ala58Pro p.Ala58Pro 20/40 6 anos 8 anos

Paciente B1  p.Thrl72Leufs*5 p.Thri72Leufs*5 11/40 11 anos 2 anos Sim
Paciente C1 p-Thr172Leufs*5 p.Thr172Leufs*5 12/40 13 anos 1ano Nao
Paciente C2 p.Thr172Leufs*5 p.Thr172Leufs*5 18/40 9 anos 5 anos Nao
Paciente D1  p.Glu249Asn fs* 15 p.Argl34Pro 11/40 14 anos 6 anos Nado
Paciente E1 p.Alal120Thr p.Ala120Thr 17/40 22 anos 26 anos Sim
Paciente F1  p.Glu249Asn fs* 15 p.Thr172Leufs*5 8/40 <10 anos + 4 anos Nao
Paciente F2  p.Glu249Asn fs* 15 p.Thrl72Leufs*5 7/40 <10 anos + 4 anos Ndo
Paciente G1 p.Glu249Asn fs* 15  p.Glu249Asn fs* 15  11/40 18 anos 3 anos Sim

Figura 21: Variantes identificadas, idade de inicio dos sintomas, tempo transcorrido até o

diagndstico e pontuacdo na escala de gravidade SARA:
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chr8:63998409C>G c.172G>C p.Ala58Pro - 0
chr8:63978501T>TAA  ¢.513_514insTT  pThrl72Leufs*5 9139 0.0001450
chr8:63973904delT c.744delA p.Glu249Asn fs*15 9136  0.00006366
chr8:63978614C>G c.401G>C - 0.000003980
chr8:63985494C>T c.358G>A p.Ala120Thr 65591 0.00003892

Figura 22: Posi¢ao gendmica (Hg 19), posicao de acordo com o DNA codificante, efeito

sobre a proteina, ClinVar da variante (quando existente) e frequéncia alélica (GnomAD):

A variante mais prevalente na populacdo estudada foi a frameshift Thr172Leufs*5
(Chr8:63,978,501T>TAA, c.513_514insTT - ENST00000260116, também descrita apenas como
513insTT), estando presente em homozigose em trés pacientes testados (Pacientes B1, Cl e
C2), e em heterozigose composta em outros dois pacientes (os irmdos gémeos homozigdticos
F1 e F2). E a variante mais prevalente no mundo, estando presente e em heterozigose em 41
entre carca de 282.676 alelos investigados (frequéncia: 0.0001450). Esta mutacdo ja foi
inimeras vezes descrita na literatura médical>'41>18191 sendo responsavel pela forma grave

da doenca e foi mais frequentemente observada em pacientes norte-africanos e italianos.

Em quase todos os relatos da literatura, os pacientes homozigotos iniciaram quadro
ataxico antes dos 10 anos de idade. A idade de inicio dos sintomas nos pacientes homozigotos
para a mutacdo Thrl72Leufs*5 no presente estudo variou entre 9 e 13 anos de idade. Entre
estes, a Paciente C2, cuja idade de inicio dos sintomas foi a mais precoce (9 anos de idade) e
tempo transcorrido até o diagndstico foi o mais longo (5 anos de progressao), apresentou o
fendtipo mais grave (a escala SARA pontuou 18/40) entre os pacientes homozigotos para esta
variante. Seu irmdo, o Paciente C1, iniciou o quadro atdxico aos 13 anos de idade e o
diagndstico ocorreu apenas 1 ano mais tarde. Assim sendo, este paciente apresentou escore
SARA menor do que sua irm3, pontuando 12/40. O tempo de progressdo da doenga até o
diagndstico e, consequentemente, inicio do tratamento com suplementacdo de vitamina E
corroborou a importancia do diagndstico precoce, evidenciado através do fenétipo menos

grave do Paciente C1 em relagdo a sua irma. O terceiro probando homozigoto para esta
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mesma variante, o Paciente B1, iniciou os sintomas aos 11 anos de idade e, apds 2 anos de
progressdo, a escala SARA pontuou 11/40, sugerindo que outros fatores possam estar
associados as manifestacdes clinicas, como por exemplo alimentacdo e/ou modificadores
genéticos, uma vez que se esperava fendtipo sutilmente mais grave em comparacao ao
Paciente C1, que apresentou quadro mais tardiamente e a doenca progrediu sem tratamento

por mais tempo.

A variante frame shift p.Glu249Asnfs*15 (chr8:63973904delT, c.744delA -
ENST00000260116, descrita na literatura apenas como 744delA), foi a segunda mutacdo mais
frequentemente identificada entre os pacientes analisados. Ela se encontra presente, sempre
em heterozigose, em 16 entre 251.338 alelos investigados mundialmente (frequéncia de
0.00006366). Esta variante ja foi descrita na literatura®'#*> associada a um fenétipo grave da
doenca, com idade de inicio do aparecimento dos sintomas geralmente entre 8 e 13 anos®4.,
Entre os pacientes investigados no presente estudo, apenas uma apresentava esta mutagado
em ambos os alelos (Paciente G1), enquanto que outros trés portavam esta alteracdo
concomitantemente com outra variante, presumivelmente em heterozigose composta
(Pacientes D1, F1 e F2). A Paciente G1 iniciou o quadro clinico apenas aos 21 anos de idade,
sugerindo que outros fatores estejam atuando nas manifestacGes fenotipicas (como por
exemplo alimentacdo e/ou modificadores genéticos). A progressdo da doenga neste

probando, no entanto, ocorreu de maneira rapida,

Os participantes heterozigotos para as mutacdes p.Glu249Asnfs*15 e Thr172Leufs*5
(os irmdos gémeos monozigdticos F1 e F2) apresentaram inicio do quadro clinico antes dos 10
anos de idade, em concordancia o que é descrito na literatural®, cuja idade de inicio variou
entre os 8 e 11 anos de idade. Apds cerca de 4 anos de progressdao sem tratamento, os
pacientes obtiveram pontuacao SARA entre 7 e 8, sendo os probandos menos afetados neste

grupo amostral, embora sejam portadores de duas mutac¢des associadas a progressao rapida.

A mutacdo missense p.Alal20Thr (c.358G>A, Chr8:63985494C>T - ENST00000260116),
identificada em apenas uma paciente (Paciente E1) e em ambos os alelos, foi descrita na
literatural** como responsavel pela forma leve da doenca. Ela foi identificada em 11 entre
cerca de 282.596 alelos investigados mundialmente (frequéncia de 0.00003892). O Unico

paciente homozigoto para esta mutacao descrito na literatura era de origem belga e iniciou o
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guadro clinico aos 21 anos de idade, apresentando progressao lenta do quadro. Na época do
diagndstico, os niveis séricos de vitamina E neste paciente estavam em 1,0 mg/L. A
Participante investigada no presente estudo que apresentava o mesmo gendtipo (Paciente
E1), apresentou os primeiros sintomas aos 22 anos de idade e os niveis plasmaticos de
vitamina E no momento do diagndstico eram de 1,2 mg/L. A progressdo da doenca na Paciente
E1 também foi lenta, uma vez que o diagndstico desta participante foi realizado tardiamente
e a paciente ainda apresentava um quadro intermediario (SARA de 17/40) apds 26 anos de

progressao.

As variantes p.Argl134Pro e p.Ala58Pro, identificadas em dois pacientes, nunca foram

previamente descritas na literatura.

A variante p.Argl34Pro é bastante rara, sendo identificada em heterozigose em
apenas 1 entre cerca de 250 mil alelos da populacdo mundial (0.000003980), e nao foi
previamente descrita na literatura. A arginina na posicao 134 é altamente conservada nas
diversas espécies bioldgicas e programas computacionais de predicdo “in silico” de
patogenicidade sugerem que sua substituicdo por prolina seja potencialmente deletéria. Por
estar presente no Paciente D1 em heterozigose com uma mutagao sabidamente patogénica
(p.Glu249Asnfs*15), considerando o quadro clinico e bioquimico bastante tipico, a
conservacdo do aminoacido e a sua baixa freqliéncia na populacdo, esta variante foi
considerada como provavelmente patogénica. A escala SARA deste probando atingiu escore

de 11/40 apds 6 anos de progressdo da doencga até o diagndstico.

A variante p.Ala58Pro é bastante rara, ndo sendo identificada em nenhum entre cerca
de 130 mil individuos da populacdo mundial. A alanina na posicao 58 é consideravelmente
conservada nas diversas espécies bioldgicas e programas computacionais de predicdao “in
silico” de patogenicidade sugerem que esta substituicdo seja potencialmente deletéria.
Ademais, uma vez que a idade de inicio dos sintomas do Unico paciente homozigoto para esta
alteracdo (Paciente A1) foi muito precoce (6 anos) e a progressao consideravelmente répida
(atualmente, o paciente é cadeirante e a escala SARA pontuou 20/40, a mais alta do grupo

amostral estudado), supde-se que, embora esta mutacdo seja do tipo missense, ela parece

contribuir para um fenétipo bastante grave da doenca.
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7. Conclusoes

que:

Na investigacdo de 7 familias com 9 individuos afetados por AVED, foi possivel concluir

O quadro clinico foi caraterizado por ataxia com componente sensitivo e cerebelar, de
inicio até os 22 anos de idade. Consanguinidade estava presente em 4 das sete familias
e o grau de incapacidade, medido pela escala SARA, foi de leve a moderado. O tempo
transcorrido entre o inicio dos sintomas e o diagndstico variou de 1 ate 26 anos. A
suplementacdo oral com altas doses de vitamina E permitiu uma estabilizacdo dos

sintomas

Identificou-se variantes bialélicas em todos os 9 pacientes (incluindo um par de
gémeos homozigdticos). Trés destas mutacdes ja foram previamente publicadas: a
variante p.Thr172Leufs*5, que estava presente em 8 alelos (sendo que em homozigose
em 3 individuos), a p.Glu249Asnfs*15, identificada em 5 alelos (em homozigose em
um paciente) e a Alal20Thr, que se encontrava em homozigose em uma paciente.
Duas variantes nunca foram previamente reportadas: p.Ala58Pro, presente em

homozigose e a p.Argl34Pro, que se encontrava em heterozigose.

Seis entre os 9 pacientes tinham mutacdes bialélicas em TTPA que levavam a um frame
shift, um era heterozigoto com uma mutacdo do tipo frame shift e outra missense e

dois tinham mutacdo do tipo missense em homozigose.

Nao foi possivel determinar uma correlacdo clara entre o gendtipo e o fendtipo. A
idade de inicio de individuos com variantes bialélicas de perda de funcdo da proteina
variou entre cerca de 9 e 20 anos. Apenas a paciente com a variante missense
p.Ala120Thr em homozigose mostrou ter a uma apresenta¢ao mais branda da doenca,
com inicio dos sintomas aos 22 anos e progressao lenta. O paciente com a variante
p.Ala58Pro teve inicio bastante precoce e progressao rapida, sugerindo que ela tem

repercussao funcional significativa.
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5. Todos os individuos e suas familias que participaram deste estudo receberam

aconselhamento genético.
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9. Material Complementar

9.1 Escala para avaliacao e graduacao de ataxia (SARA)

1) Marcha

O paciente é solicitado (1) a andar em uma distancia segura paralela a uma parede e
dar uma meia-volta (meia volta para direcdo oposta da marcha) e (2) andar pé-ante-

pé sem apoio.

0 Normal, sem dificuldade para andar, virar-se ou andar na posi¢do pé-ante-pé (até

um erro aceito)

1 Discretas dificuldades, somente visiveis quando anda 10 passos consecutivos na

posicdo pé-ante-pé

2 Claramente anormal, marcha na posicao pé-ante-pé impossivel com 10 ou mais
passsos

3 Consideravelmente cambaleante, dificuldades na meia-volta, mas ainda sem apoio
4 Marcadamente cambaleante, necessitando de apoio intermitente da parede

5 Gravemente cambaleante, apoio permanente com uma bengala ou apoio leve de
um braco

6 Marcha > 10 m somente possivel com apoio forte (2 bengalas especiais ou um

andador ou um acompanhante)

7 Marcha < 10 m somente possivel com apoio forte (2 bengalas especiais ou um

andador ou um acompanhante)

8 Incapaz de andar mesmo com apoio

Pontuacao:



2) Postura

O paciente é solicitado a permanecer (1) na posi¢cdo natural, (2) com os pés juntos e
em paralelo (deddes juntos) e (3) em pé-ante-pé (ambos os pés em uma linha, sem
espaco entre os tornozelos e os dedos). Deve-se retirar os sapatos e olhos
permanecerem abertos. Para cada condicao, trés tentativas sdao permitidas. A

melhor resposta é considerada.

0 Normal, consegue permanecer em pé na posicao pé-ante-pé por>10s

1 Capaz de permanecer em pé com os pés juntos sem desvios, mas ndo na posicao de

péante-pé por >10s

2 Capaz de permanecer em pé com os pés juntos por >10 s, mas somente com desvios

3 Capaz de permanecer em pé por > 10 s sem apoio na posi¢cdo natural, mas ndo com

0s pés juntos

4 Capaz de permanecer em pé por > 10 s na posi¢cdo natural somente com apoio

intermitente

5 Capaz de permanecer em pé por >10 s na posicdo natural somente com apoio

constante de um brago

6 Incapaz de permanecer em pé por > 10 s mesmo com apoio constante de um braco

Pontuacao:

3) Sentar

O paciente é solicitado a sentar na cama de exame sem apoio dos pés, olhos abertos
e bracos esticados na frente.

0 Normal, sem dificuldades em sentar > 10 s

1 Discretas dificuldades, desvios leves



2 Desvios constantes, mas capaz de sentar > 10 s sem apoio

3 Capaz de sentar > 10 s somente com apoio intermitente

4 Incapaz de sentar > 10 s sem um apoio constante

Pontuacao:

4) Disturbios da fala

A fala é avaliada durante uma conversagdo normal

0 Normal

1 Sugestivo de alteracdo na fala

2 Alteracao na fala, mas facil de entender

3 Ocasionalmente palavras dificeis de entender

4 Muitas palavras dificeis de entender

5 Somente palavras isoladas compreensiveis

6 Fala ininteligivel / anartria

Pontuacao:

5) Teste de persegui¢cao do dedo

Cada lado avaliado isoladamente

O paciente permanece confortavelmente sentado. Se necessario, é permitido o
apoio dos pés e do tronco. O examinador senta em frente do paciente e realizar 5
movimentos consecutivos inesperados e rapidos de apontar em um plano frontal, a

mais ou menos 50% do alcance do paciente. Os movimentos deverdo ter uma



amplitude de 30 cm e uma freqliéncia de 1 movimento a cada 2 segundos. O
paciente é solicitado a seguir os movimentos com o index, o mais preciso e rapido

possivel. E considerada a execugdo dos 3 Ultimos movimentos.

0 Auséncia de dismetria

1 Dismetria, ndo atingir ou ultrapassar o alvo<5 cm

2 Dismetria, ndo atingir ou ultrapassar o alvo < 15 cm 3 Dismetria, ndo atingir ou
ultrapassar o alvo > 15 cm

4 Incapaz de realizar os 5 movimentos

Pontuacdo direito: Pontuacado esquerdo:

Média dos dois lados (D + E /2):

6) Teste index-nariz
Cada lado avaliado isoladamente

O paciente permanece confortavelmente sentado. Se necessario, é permitido o
apoio dos pés e do tronco. E solicitado que o paciente aponte repetidamente seu
index em seu nariz para o dedo do examinador, que esta a cerca de 90% do alcance
do paciente. Os movimentos sdo realizados a uma velocidade moderada. A execu¢ao

do movimento é graduada de acordo com a amplitude do tremor de acao.
0 Auséncia de tremor

1 Tremor com uma amplitude <2 cm

2 Tremor com uma amplitude <5 cm
3 Tremor com uma amplitude > 5 cm 4 Incapaz de realizar os 5 movimentos

Pontuacado direito: Pontuacdo esquerdo:



Média dos dois lados (D + E /2):

7) Movimentos alternados e rapidos das maos
Cada lado avaliado isoladamente

O paciente deve permanecer confortavelmente sentado. Se necessario, é permitido
o0 apoio dos pés e do tronco. E solicitado que o paciente realize 10 ciclos com
alternacdo pronacdo e supinagao em suas coxas 0 mais rapido e preciso possivel. O
movimento é demonstrado ao paciente ha aproximadamente 10 ciclos em 7
segundos. O tempo exato para execucdao do movimento devera ser obtido.

0 Normal, sem irregularidades (realiza <10s)

1 Discretamente irregular (realiza <10s)

2 Claramente irregular, dificil de distinguir movimentos individuais ou interrupcdes

relevantes, mas realiza <10 s

3 Muito irregular, dificil de distinguir movimentos individuais ou interrupgdes

relevantes, realiza >10s
4 Incapaz de completar 10 ciclos

Pontuacdo direito: Pontuacado esquerdo:

Média dos dois lados (D + E /2):



8) Manobra calcanhar-joelho
Cada lado avaliado isoladamente

O paciente deita na cama de exame, sem conseguir visualizar suas pernas. E
solicitado que

levante uma perna, aponte com o calcanhar no outro joelho ,deslize pela tibia até o
tornozelo e retorne a perna em repouso na cama. A tarefa é realizada 3 vezes. O
movimento de deslizamento devera ser feito em 1 s. Se o paciente deslizar sem o

contato com a tibia em todas as trés tentativas, gradue como 4.

0 Normal

1 Discretamente anormal, contato com a tibia mantido

2 Claramente anormal, saida da tibia mais do que 3 vezes durante 3 ciclos
3 Gravemente anormal, saida da tibia 4 ou mais vezes durante 3 ciclos

4 Incapaz de realizar a tarefa

Pontuacdo direito: Pontuacado esquerdo:

Média dos dois lados (D + E /2):

TOTAL:



9.2 Termos de Consentimento Livre e Esclarecido:

| I S S pUniversidade de Séo Paulo

3N Instituto
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(maiores de 18 anos)

Investigagédo Clinica e Genética da Ataxia por Deficiéncia de Vitamina E (AVED), uma
Forma Tratdvel de Doengca Neuromuscular

Vocé estd sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa acima citado. O
documento abaixo contém todas as informagdes necessdrias sobre a pesquisa que
estamos fazendo. Sua colaboragdo neste estudo serd de muita importdncia para nos.

Eu, ,

(inserir nome e profissdo), residente e domiciliado(a) em
, portador(a) da Cédula de Identidade, RG
, inscrito(a) no CPF/MF ,
nascido(a) em ___ / /____, abaixo assinado, concordo de livre e esponténea
vontade em participar do estudo “Investigacdo Clinica e Genética da Ataxia por

Deficiéncia de Vitamina E (AVED), uma Forma Tratdvel de Doenga Neuromuscular”, e
esclarego que obtive todas as informagdes.

Estou ciente que:

1) Este estudo tem como objetivo tragar um perfil clinico e genético de pacientes
com Ataxia por Deficiéncia de Vitamina E (AVED) em acompanhamento no
Hospital das Clinicas de Sdo Paulo, identificando as caracteristicas mais
prevalentes nessa populagdo, ampliando, assim, o conhecimento de todos os
profissionais da saude sobre essa condigdo.

1)) Sera colhido material genético de mim através de esfregaco oral, método que
ndo me submete a nenhum risco ou desconforto;

1) Essa coleta sera feita apenas para este estudo e em nada influenciara o meu
tratamento; ndo vai me curar e ndo vai me causar nenhuma dor;

V) Tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaboragdo neste estudo no
momento em que desejar, sem necessidade de qualquer explicagdo;

Participante Pesquisador
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V) A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a minha saide ou bem estar fisico.

N3o vira interferir no atendimento ou tratamento médico;

Vi) Os resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em sigilo, mas
concordo que sejam divulgados em publicagdes cientificas, desde que meus
dados pessoais ndo sejam mencionados;

VII)  Caso eu desejar, poderei tomar conhecimento dos resultados, ao final desta
pesquisa
() Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

() N&o desejo conhecer os resultados desta pesquisa.
VIII)  Caso tenham sido tiradas fotografias,
() concordo que sejam incluidas em publicagées cientificas, se necessario
() concordo que sejam apresentadas em aulas para profissionais da satde
() ndo concordo que sejam incluidas em nenhum tipo de publicagdo ou
apresentacao.

1X) O material colhido serd armazenado sob a responsabilidade do Instituto de
Biociéncias da USP, sob a guarda do Prof. Dr. Fernando Kok, pelo tempo
necessario para a identificacdo e caracterizagdo do gene e de sua mutagdo e/ou
mecanismo genético responsavel pela doenca observada na minha familia.

Sao Paulo, de de 201

Assinatura do(a) Participante

Assinatura do(a) Pesquisador(a) Responsavel

Participante Pesquisador



| | E S pUniversidade de S&do Paulo

3N Instituto
dde Biociencias WwWw.ib.usp.br

No caso de haver duvidas sobre aspectos éticos desse estudo, vocé podera consultar:

Devem ser informados endereco, email e telefone profissionais

Pesquisador(a) Responsavel: Caroline Flores de Oliveira
Endereco: Av. Professor Mello Moraes, 1382
e-mail: carolflores@usp.br

Telefone para contato: (11) INEGcNczczGN

Orientador(a): Prof. Dr. Fernando Kok

Enderego: Rua Cubatdo, 86, ¢j. 410 | Sdo Paulo, Brasil - 04013-000
e-mail: fernando.kok@mendelics.com.br

Telefone para contato: (11) 5096-6001

Para contato com o CEP-IB:

Comité de Etica em Pesquisa — Seres Humanos (CEP) do Instituto de Biociéncias da
Universidade de Sdo Paulo

Rua do Mat3do —travessa 14, 321 — Cidade Universitaria, CEP: 05508-090 — Sdo Paulo —
SP

Telefone (11) 3091-8761 - e-mail: cepibusp@ib.usp.br

Participante Pesquisador
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(menores de 18 anos)

Investigagdo Clinica e Genética da Ataxia por Deficiéncia de Vitamina E (AVED), uma
Forma Tratdvel de Doen¢a Neuromuscular

Seu (Sua) filho(a) estd sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa acima
citado. O documento abaixo contém todas as informagdes necessdrias sobre a pesquisa
que estamos fazendo. Sua colaboragéio neste estudo serd de muita importdncia para

nos.
Eu, , RG )
abaixo assinado, concordo de livre e espontdanea vontade que meu(minha) filho(a)-

, nascido(a) em / / ,

participe do estudo “Investigagdo Clinica e Genética da Ataxia por Deficiéncia de Vitamina
E (AVED), uma Forma Tratdvel de Doen¢a Neuromuscular”, e esclareco que obtive todas
as informagdes necessdrias.

Estou ciente que:

1) Este estudo tem como objetivo tragar um perfil clinico e genético de pacientes
com Ataxia por Deficiéncia de Vitamina E (AVED) em acompanhamento no
Hospital das Clinicas de Sdo Paulo, identificando as caracteristicas mais
prevalentes nessa populagdo, ampliando, assim, o conhecimento dos
profissionais da satde sobre essa condigdo.

1)) Sera colhido material genético do(a) meu filho(a) através de esfregacgo oral,
método que ndo submete meu filho(a) a nenhum risco ou desconforto;

1) Essa coleta serd feita apenas para este estudo e em nada influenciard o
tratamento do(a) meu(minha) filho(a); ndo vai cura-lo(a) e ndo vai causar
nenhuma dor a ele(a);

V) Tenho a liberdade de desistir ou de interromper a colaboragdo neste estudo no
momento em que desejar, sem necessidade de qualquer explicagao;

Participante Pesquisador
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V) A desisténcia ndo causara nenhum prejuizo a mim, nem ao(a) meu(minha)
filho(a), e sem que venha interferir no atendimento ou tratamento médico;

Vi) Os resultados obtidos durante este ensaio serdo mantidos em sigilo, mas
concordo que sejam divulgados em publica¢des cientificas, desde que nem o
meu nome nem o de meu(minha) filho(a) sejam mencionados;

Vi) Caso eu desejar, poderei tomar conhecimento dos resultados, ao final desta
pesquisa

() Desejo conhecer os resultados desta pesquisa.
() N&o desejo conhecer os resultados desta pesquisa.

VIll)  Caso tenham sido tiradas fotografias,

() concordo que sejam incluidas em publicagées cientificas, se necessario

() concordo que sejam apresentadas em aulas para profissionais da satde

() ndo concordo que sejam incluidas em nenhum tipo de publicagdo ou
apresentacgao.

IX) O material colhido serd armazenado sob a responsabilidade do Instituto de
Biociéncias da USP, sob a guarda do Prof. Dr. Fernando Kok, pelo tempo
necessario para a identificacdo e caracterizacdo do gene e de sua mutagio e/ou
mecanismo genético responsavel pela doencga observada na minha familia.

Sdo Paulo, de de 201

Assinatura do(a) Participante

Assinatura da Pesquisadora Responsavel

Participante Pesquisador
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No caso de haver duvidas sobre aspectos éticos desse estudo, vocé podera consultar:

Devem ser informados endereco, email e telefone profissionais

Pesquisador(a) Responsavel: Caroline Flores de Oliveira
Endereco: Av. Professor Mello Moraes, 1382
e-mail: carolflores@usp.br

Telefone para contato: (11) INEGcNczGN

Orientador(a): Prof. Dr. Fernando Kok

Endereco: Rua Cubatdo, 86, cj. 410 | Sdo Paulo, Brasil - 04013-000
e-mail: fernando.kok@mendelics.com.br

Telefone para contato: (11) 5096-6001

Para contato com o CEP-IB:

Comité de Etica em Pesquisa — Seres Humanos (CEP) do Instituto de Biociéncias da
Universidade de Sdo Paulo

Rua do Matdo — travessa 14, 321 — Cidade Universitaria, CEP: 05508-090 — Sdo Paulo —
SP

Telefone (11) 3091-8761 - e-mail: cepibusp@ib.usp.br

Participante Pesquisador
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TERMO DE ASSENTIMENTO

(Menor entre 12 e 18 anos)

Vocé estd convidado(a) para participar, como voluntério(a), do Projeto de Pesquisa
“Investigagdo Clinica e Genética da Ataxia por Deficiéncia de Vitamina E (AVED), uma Forma

Tratdvel de Doenga Neuromuscular”

| — Este estudo tem como objetivo tragar um perfil clinico e genético de pacientes com Ataxia
por Deficiéncia de Vitamina E (AVED) em acompanhamento no Hospital das Clinicas de Sdo
Paulo, identificando as caracteristicas mais prevalentes nessa populagao, ampliando, assim, o
conhecimento de todos os profissionais da saude sobre essa condigao.

Il - Para que participe desse estudo, a pessoa responsavel por vocé devera autorizar e assinar
Termo de Consentimento.

Il - Vocé recebera esclarecimento sobre qualquer aspecto da pesquisa que desejar e estara
livre para participar ou ndo. A pessoa responsdavel por vocé podera retirar o consentimento e
interromper sua participacdo a qualquer momento.

IV- Sua participagdo é voluntaria e a recusa em participar ndo trara qualquer prejuizo
pedagdgico, educacional ou para sua saude.

V - Vocé ndo tera custos, nem recebera qualquer vantagem financeira.

VI - O material coletado se destina apenas a esse estudo; sua identidade sera tratada
conforme padrdes profissionais de sigilo, e vocé ndo sera identificado(a) em qualquer
publicagdo gerada pela pesquisa.

VIl — Esta pesquisa ndo implicard nenhum risco a saude, integridade fisica, psiquica e moral
ao participante.

VIIl - Os resultados estardo a sua disposi¢do, quando finalizada a pesquisa, e os dados
referentes a vocé poderdo ser liberados, com a permissdo da pessoa responsavel por vocé.

IX - O material coletado e os dados gerados ficardo arquivados no Hospital das Clinicas de Sdo
Paulo, sob a guarda do Prof. Dr. Fernando Kok.

X - Este termo de assentimento estd impresso em duas vias, uma das quais fica com o(a)
Pesquisador(a) Responsavel e a outra, com vocé.

Participante Pesquisador



l I ( ) pUniversidade de Sao Paulo

°=m Instituto

A de Biociéncias www.ib.usp.br
Eu, , portador(a) do
documento de Identidade fui informado(a)

sobre os objetivos do Projeto “Investigagéo Clinica e Genética da Ataxia por Deficiéncia de
Vitamina E (AVED), uma Forma Tratdvel de Doenga Neuromuscular”, de maneira clara e
detalhada, e minhas duvidas foram devidamente esclarecidas. Tendo o meu responsavel
assinado o Termo de Consentimento, declaro que concordo em participar desse estudo.
Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e que eu e a pessoa
responsavel por mim poderemos modificar a decisdo sobre minha participagdo.

Recebi uma via deste Termo de Assentimento e me foi dada a oportunidade de |1é-lo e ter

minhas duvidas esclarecidas.

Sdo Paulo, de de 201

Assinatura do(a) menor

Assinatura da pesquisadora responsavel
No caso de haver duvidas sobre aspectos éticos desse estudo, vocé podera consultar:

Pesquisador(a) Responsavel: Caroline Flores de Oliveira
Endereco: Av. Professor Mello Moraes, 1382
e-mail: carolflores@usp.br

Telefone para contato: (11) | EGzNNEG

Orientador(a): Prof. Dr. Fernando Kok

Endereco: Rua Cubatdo, 86, cj. 410 | Sdo Paulo, Brasil - 04013-000
e-mail: fernando.kok@mendelics.com.br

Telefone para contato: (11) 5096-6001

Para contato com o CEP-IB:

Comité de Etica em Pesquisa — Seres Humanos (CEP) do Instituto de Biociéncias da
Universidade de Sao Paulo

Rua do Matdo — travessa 14, 321 — Cidade Universitaria, CEP: 05508-090 — S3o Paulo — SP
Telefone (11) 3091-8761 - e-mail: cepibusp@ib.usp.br

Participante Pesquisador



