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resumo 
 

 

As Epilepsias Mioclónicas Progressivas (EMP) estão associadas a um grupo 
heterogéneo de doenças metabólicas raras. São caracterizadas clinicamente 
por mioclonias, crises tónico-clónicas e declínio neurológico progressivo com 
ataxia e demência. A doença de Unverricht-Lundborg (DUL), epilepsia 
mioclónica progressiva tipo 1 (EPM1, MIM 254800) e principal causa de EMP, 
é uma doença autossómica recessiva causada por mutações no gene da 
cistatina B (CSTB) que levam à perda de função desta proteína. Os primeiros 
sintomas surgem entre os 6 e os 10 anos de idade, e são caracterizados por 
convulsões. O diagnóstico da EPM1 é feito, inicialmente, a nível clínico e 
posteriormente confirmado a nível genético.  
O objectivo principal deste trabalho foi a implementação do estudo genético e 
investigação aplicada da EPM1. Sendo a EPM1 uma doença rara, sem 
diagnóstico laboratorial em Portugal, e da qual se desconhece o impacto real 
em termos de saúde pública, este trabalho permite proceder à 
confirmação/exclusão de suspeita clínica e à caracterização dos casos. 
Os resultados obtidos permitiram iniciar o estudo do gene CSTB em casos 
com suspeita de EPM1. Assim, foi possível a confirmação de um doente com 
suspeita de EPM1, e a avaliação preliminar de alguns polimorfismos existentes 
na nossa população. A mutação nova identificada e caracterizada neste 
trabalho é uma mutação pontual, aparentemente silenciosa (p.Q22Q), mas que 
altera o padrão normal de splicing resultando em inclusão de sequência 
intrónica, sendo de prever a perda de função da cistatina B.  
Estes resultados demonstram a necessidade de optar por uma abordagem não 
direccionada, complementando o estudo de gDNA com o de cDNA. O estudo 
molecular desta doença, poderá contribuir para a avaliação e caracterização 
desta patologia em termos mutacionais e, simultaneamente, contribuir para 
uma melhor compreensão da patofisiologia da doença. 
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abstract 

 
The Progressive Myoclonus Epilepsies (PME) are associated to an 
heterogeneous group of rare metabolic diseases. They are clinically marked by 
myoclonic, tonic-clonic episodes and progressive neurological decline, with 
ataxia and dementia.  
One of the major causes of PME is the Unverricht- Lundborg disease (EPM1, 
MIM 254800), an autosomal recessive disorder, caused by loss of function 
mutations in the cystatin B gene (CSTB). The onset of the symptoms is around 
the age of 10 yr. and is marked by convulsions. The EPM1 diagnostic is done 
through a differential diagnostic, first at a clinical level, and being confirmed at a 
genetic level.  
The main objective of this work is the implementation of the genetic study and 
applied research in EPM1.  Since EPM1 is a rare disease without laboratory 
diagnostic in Portugal its real impact at the level of public health is unknown, 
the methods developed in this thesis will give the possibility of 
confirming/excluding clinical suspicion of EPM1, and allow the characterization 
of the patients.  
The results obtained have permitted the initiation of the study of CSTB, in 
instances where there was a suspicion of EPM1. It became possible to confirm 
a case of a patient suspect of having the EPM1, as well as making the 
evaluation of some polymorphisms present in our population. The new 
mutation, found and characterized in this work, is a point mutation, apparently 
silent (p.Q22Q), which alters the normal splicing pattern resulting in partial 
retention of the intronic sequence and subsequently leading to loss of function.  
These results show the need for making a non directional approach, doing a 
comprehensive study of the CSTB gene and complementing the gDNA study 
with the cDNA one. The study of this disease at the molecular biology level, 
may contribute to the evaluation and characterization of this pathology as far as 
its mutations and, at same time, it may contribute for a better understanding of 
its pathophysiology. 
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1. Introdução 

1.1. Conceitos gerais sobre Epilepsia 

 
A International League Against Epilepsy (ILAE) define, em 2005, a epilepsia como 

“distúrbio cerebral causado por predisposição persistente do cérebro a gerar crises 

epilépticas e pelas consequências neurobiológicas, cognitivas, psicossociais e sociais da 

condição, caracterizada pela ocorrência de pelo menos uma crise epilética” (Fisher et al., 

2005). 

Epilepsia é um tipo de disfunção cerebral que se caracteriza clinicamente por alterações 

súbitas, “crises epiléticas”, que persistem ao longo da vida do doente. É considerada uma 

doença complexa, multifactorial, dependente de interacções entre os factores 

epileptogénicos e as características genéticas do indivíduo.  

As crises reflectem actividade eléctrica anormal, de início súbito, acometendo uma ou 

várias áreas do córtex cerebral e podem ser causadas por inúmeras patologias 

estruturais ou neuroquímicas, de causas genéticas ou decorrentes de lesões por 

traumatismos, infecções e distúrbios hemodinâmicos. Os síndromes epilépticos são 

definidos através de um conjunto de características baseadas numa avaliação global do 

doente. Em cerca de 40-50% das formas de epilepsia a causa é desconhecida (Figura 

1.1) e são designadas por epilepsias idiopáticas (Ceru et al., 2005).  

As epilepsias constituem um grupo de doenças neurológicas comuns com prevalência de 

1-3%, na população geral. Devido à sua alta prevalência, gravidade, morbilidade e 

impacto socioeconómico, são consideradas como um problema importante de saúde 

pública (Sundqvist et al., 2002). 

Estudos realizados em Portugal, estimaram a existência de cerca de 50000 doentes com 

epilepsia e a identificação de aproximadamente 50 novos doentes por ano (Lopes Lima, 

2005).  

O tratamento da epilepsia é, neste momento, apenas sintomático tendo como objectivo 

principal o controlo das crises. O uso de medicamentos antiepilépticos, em cerca de 30% 

dos casos, não possibilita um controlo completo das crises devido à ausência de resposta 

aos fármacos (Lopes Lima, 2005), podendo então recorrer-se a tratamentos alternativos 

como a intervenção cirúrgica, a estimulação do nervo vago ou a dieta cetogénica. 
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Figura 1.1 - Representação esquemática da subdivisão das epilepsias (adaptada de Ceru et al., 

2005). 

 

Existe uma grande heterogeneidade genética nas epilepsias, uma vez que diferentes 

genes actuam no aparecimento das crises epilépticas. A identificação dos diferentes tipos 

de genes envolvidos permitirá o esclarecimento das vias moleculares associadas à 

hiperexcitabilidade neuronal e ao processo epileptogénico e consequentemente levará ao 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas para esta doença crónica. 

Nas epilepsias de causa genética a hiperexcitabilidade neuronal está associada a 

mutações em vários genes envolvidos na comunicação neuronal ou na produção de 

energia (Napolioni, 2009).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              

Vários síndromes foram considerados, pela ILAE (Engel, 2001), nos quais a epilepsia é 

um dos sintomas mais ou menos grave do quadro clínico, compreendendo outros 

sintomas neurológicos como ataxia, demência e atraso mental. 

Um dos grupos de doenças considerado foi o de Epilepsia Mioclónica Progressiva (EMP) 

responsável por cerca de 1% de todos os casos de epilepsia. 

Uma vez que entre as epilepsias mioclónicas progressivas, de origem genética definida, 

se encontram várias doenças de disfunção do lisossoma, a importância da ligação entre a 

alteração da função da proteína (e do gene), a disfunção organelar e o aparecimento de 

epilepsia suscita um interesse acrescido por parte de grupos dedicados ao estudo de 

doenças relacionadas com este organelo. 

 

Epilepsias 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Mioclónicas progressivas 

 
 
 
 
 

Devido a lesões ou causas orgânicas 
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1.2. Epilepsias Mioclónicas Progressivas  

 
As Epilepsias Mioclónicas Progressivas (EMPs) formam um grupo heterogéneo de 

doenças raras, geneticamente determinadas. Clinicamente são caracterizadas por 

mioclonias, crises generalizadas tónico-clónicas e declínio neurológico progressivo como 

ataxia e demência. A mioclonia consiste num estímulo sensitivo que pode ser parcial ou 

segmentar, arrítmico ou assíncrono e muitas vezes é precipitado pela postura, acção, ou 

estímulos externos, como luz, som ou toque (Shahwan et al., 2005). 

As EMPs apresentam características diferentes tanto clínicas, etiológicas e patogénicas 

como também na sua progressão. As cinco formas de EMP mais representativas são 

(Tabela 1.1): Doença Unverricht-Lundborg (DUL) ou EPM1, Doença de Lafora (DL), 

Ceroide Lipofuscinoses (NCLs), Epilepsia Mioclónica com Fibras Vermelhas Rajadas 

(MERRF) e Sialidoses. Destas, apenas a MERRF não é autossómica recessiva e a DUL, 

as NCLs e as Sialidoses são doenças relacionadas com o lisossoma.  

Uma das características que distingue a  DUL (descrita em 1.3) é a ausência de corpos 

de inclusão, sendo esta a forma mais comum de EMP na população mundial. 

A DL manifesta-se entre os 6 e os 18 anos e caracteriza-se por ter uma deterioração 

cognitiva muito rápida e severa, com uma sobrevida de 10 anos após os primeiros 

sintomas. Tem uma transmissão autossómica recessiva e é causada por mutações nos 

genes EPM2A (80% dos casos) ou EPM2B que codificam, respectivamente, a laforina e a 

malina. A laforina é importante para o crescimento, desenvolvimento e sobrevivência dos 

neurónios, dendrites e sinapses. Estes doentes apresentam inclusões de Lafora, que são 

compostos de poliglicanos, que se acumulam em diferentes tipos de células no cérebro, 

músculo estriado, fígado, coração, retina e pele (revisto em Ramachandran et al., 2009).  

As NCLs fazem parte de um grupo de doenças que se caracterizam pela acumulação 

anormal de lipopigmento nos lisossomas. Os doentes apresentam, entre outros sintomas, 

regressão do desenvolvimento neuropsicomotor com perda de visão e mioclonia 

progressivas. O estudo histológico permite identificar diferentes tipos de inclusões 

patológicas, conforme o tipo de tecido examinado e a forma clínica. 

Epilepsia mioclónica com fibras vermelhas rajadas (MERRF), é uma encefalopatia 

mitocondrial causada por mutações no DNA mitocondrial no gene tRNALys (TRNK) e 

tRNAPhe (TRNF). Caracteriza-se clinicamente, para além da mioclonia, da epilepsia 

generalizada e de fibras rajadas no músculo, por ataxia, perda auditiva, demência, baixa 

estatura, atrofia óptica e miopatia. Os sintomas surgem habitualmente na infância, 
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podendo também aparecer na fase adulta e podendo variar dentro da mesma família 

(revisto em Shahwan et al., 2005). 

 

Tabela 1.1 - Principais formas de EMP (baseado em Kälviäinen et al., 2008 e Shahwan et al., 
2005). 

 Doença Locus/ 
Cromossoma 

Aparecimento 
dos Sintomas  

Transmissão Demência 
/Declínio 
Cognitivo 

Características 
patológicas 
principais 

Unverricht-

Lundborg  

 

    EPM1/21q22.3 6-16 anos Autossómica  

recessiva 

Progressão 
lenta ou 
ausente 

 

Não se verifica 

Doença de Lafora 

 

EPM2/6q24 8-18 anos Autossómica  
recessiva 

Progressão 
rápida 

Inclusões de “corpos 
de Lafora”  

Ceroide 

Lipofuscinoses 

 

TPP1/11p15 
CLN2/11p/15.5 

CLN3/16p12 
CLN5/13q22 
CLN6/15q21 

 

Variável Autossómica  
recessiva 

Progressão 
rápida 

Depósitos de 
lipopigmentos no 

lisossoma 

Epilepsia 
mioclónica com 
fibras vermelhas 

rajadas 
 

MTTK/mRNA Variável Mitocondrial Variável Fibras vermelhas 
rajadas no músculo  

Sialidoses NEU1/6p21 Variável Autossómica  
recessiva 

Ausente Mancha vermelho-
cereja no fundo do 

olho 

  

 

As Sialidoses são doenças lisossomais autossómicas recessivas que se caracterizam 

clinicamente pela presença de mancha vermelho-cereja no fundo do olho. Na Sialidose 

Tipo I, associada à deficiente actividade da alfa-N-acetilneuraminidase, os primeiros 

sintomas (mioclonias de acção, ataxia) podem aparecer no início da adolescência ou na 

fase adulta. Várias alterações do gene da neuraminidase (NEU1) foram descritas, 

verificando-se alguma heterogeneidade molecular, o que se reflecte na diversidade de 

fenótipos clínicos desta patologia (revisto em Shahwan et al., 2005). 

Para além das doenças referidas existem outras formas ainda mais raras que causam 

EMP, como por exemplo, a doença Gaucher tipo III (DG) e a Atrofia Dentato-Rubro-

Palido-Luisiana (ADRPL) (Shahwan et al., 2005).  

A DG Tipo III, que se pode manifestar inicialmente como uma EMP, acompanhada de 

esplenomagalia e paralisia supranuclear, é provocada por alterações no gene da β-

glucosidase. É uma doença lisossomal, neurodegenerativa e de transmissão autossómica 

recessiva.  
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Outro exemplo, é a ADRPL, igualmente uma doença neurodegenerativa. É mais 

frequente no Japão, sendo causada por uma expansão instável de tripletos (CAG) no 

gene da ADRPL. Manifesta-se por ataxia, epilepsia, mioclonia, demência, convulsões e 

deterioração intelectual progressiva e tem transmissão autossómica dominante (revisto 

em Shahwan et al., 2005)  

Embora o recurso ao diagnóstico diferencial seja frequente, os avanços tecnológicos na 

área da biologia molecular e celular, tornou possível a identificação das diferentes causas 

e, consequentemente, o diagnóstico definitivo das EMPs. Nos casos de Unverricht-

Lundborg, MERRF, ADRPL e na maioria dos doentes com DL é actualmente possível o 

recurso ao diagnóstico molecular. O diagnóstico definitivo tem implicações significativas 

no tratamento e no aconselhamento genético destes doentes e famílias. 

 

1.3. Doença de Unverricht-Lundborg ou EPM1 

 

A forma mais comum de EMP é a doença de Unverricht-Lundborg (DUL), de transmissão 

autossómica recessiva. Foi descrita em 1891 por Unverricht e posteriormente por 

Lundborg, em 1903 (EPM1, OMIM#254800). A EPM1 foi inicialmente designada como 

epilepsia mioclónica Báltica. Na área do Mediterrâneo foi descrita uma patologia idêntica 

que, mais tarde, se comprovou ser a mesma doença (Virtaneva et al., 1997).  

A EPM1 é mais frequente na Finlândia onde a incidência é de 1:20.000 nados vivos 

(Norio & Koskiniemi, 1979). Estima-se que a prevalência da EPM1 seja também elevada 

no Mediterrâneo (Itália, França, Tunísia, Algéria e Marrocos) e na América do Norte 

embora se desconheça a prevalência exacta em cada uma destas regiões. Ao longo das 

últimas décadas, têm sido descritos casos esporádicos por todo o mundo, mas 

provavelmente os doentes com EPM1 continuam subestimados em muitos países (Haan, 

et al., 2004; Kalviainen et al., 2008).  

Alterações no gene da Cistatina B (CSTB) parecem ser a causa primária da EPM1  

(Pennachio et al., 1996). 
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1.3.1 Características clínicas 

 

O início dos sintomas ocorre inesperadamente entre os 6 e os 18 anos. Os sintomas 

iniciais podem ser abalos mióclonicos e/ou crises tónico-clónicas generalizadas.  

Cerca de metade dos pacientes apresentam, como primeira manifestação, abalos 

mioclónicos provocados por estímulos externos como luz intermitente, barulho, exercício 

físico e stress (Norio & Koskiniemi, 1979). A mioclonia torna-se mais frequente e severa 5 

a 10 anos após o início dos sintomas e cerca de um terço dos doentes ficam 

incapacitados (cadeira de rodas, incapazes de comer ou beber sem ajuda) (Kalviainen et 

al., 2008). 

As crises tónico-clónicas generalizadas são, também comuns, em cerca de metade dos 

doentes. As crises são raras no início da doença mas, normalmente, tornam-se comuns 

nos 3 a 7 anos após o início dos sintomas. Em geral, estas crises são proeminentes na 

adolescência e melhoram na idade adulta (Lehesjoki, 2002). 

A nível neurológico, inicialmente os doentes com EPM1 não apresentam alterações 

evidentes mas, com a evolução da doença, manifestam ataxia, descoordenação, tremor 

de acção e disartria. Em geral, a inteligência destes doentes é normal durante muitos 

anos, notando-se um declínio lento e progressivo, sendo comum o aparecimento de 

depressão e de labilidade emocional (revisto em Kalviainen et al., 2008).  

Apesar das alterações serem consideradas inespecíficas, no caso dos doentes com 

EPM1, o electroencefalograma (EEG) é sempre caracterizado pela presença de padrões 

anormais, apresentando paroxismos de poliespículas e espícula onda lenta 

generalizados, simétricos e de alta voltagem e também uma resposta à fotossensibilidade 

(Koskiniemi, 1974). As características anormais parecem ser mais proeminentes durante 

a fase inicial da doença, estando associadas aos abalos mioclónicos e às crises tónico-

clónicas generalizadas que tendem a diminuir ao longo da doença, reflectindo uma 

estabilização no EEG (Kalviainen et al., 2008). 

O fenótipo da EPM1 é mais heterogéneo do que inicialmente se supunha, existindo 

divergências quanto ao grau de gravidade do quadro clínico mesmo em indivíduos da 

mesma família. Parecem existir diversos factores, tanto de ordem exógena como de 

ordem endógena, com efeitos agravantes e portanto, influenciando a severidade da 

doença (Kalviainen et al., 2008).  

No passado, a esperança de vida destes doentes era curta, muitos indivíduos morriam 

após 8 a 15 anos do aparecimento dos primeiros sintomas, normalmente antes dos 30 
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anos. A heterogeneidade na evolução dos doentes com EPM1, considerada benigna para 

a maioria dos doentes, ainda está associada a um elevado risco de mortalidade, 

nomeadamente devido a morte súbita com epilepsia (SUDEP), que se verifica em cerca 

de 31% dos doentes estudados (Khiari et al., 2009). 

Hoje em dia, a sobrevida de doentes com EPM1 consegue ser praticamente normal 

através do recurso a tratamentos farmacológicos, à reabilitação motora e ao apoio 

psicológico (Kalviainen et al., 2008). 

1.3.2. Diagnóstico 

 

O diagnóstico da EPM1 é feito através da avaliação clínica do doente, que deve incluir a 

avaliação da marcha, da coordenação, da escrita, do desempenho escolar e do seu 

estado emocional. Adicionalmente deve ser realizado o EEG antes do início da terapia. A 

confirmação do diagnóstico é efectuada através da análise molecular do gene da cistatina 

B (Kalviainen et al., 2008). O estudo do gene é um passo fundamental pois permite 

confirmar o diagnóstico, excluindo a hipótese de outro tipo de epilepsia, e permite 

também o aconselhamento genético e a indicação para a melhor abordagem terapêutica. 

1.3.3. Fisiopatologia da EPM1 

 

A EPM1 está associada à alteração do gene que codifica a cistatina B (CSTB). Este gene 

está localizado no cromossoma 21, banda q22.3 (Lehesjoki et al., 1991,1993).  

A perda de função do gene ou do seu produto, a Cistatina B, um inibidor intracelular 

reversível de proteases cisteínicas (Järvinen e Rinne, 1982; Ritonja et al., 1985), está na 

origem do desenvolvimento desta patologia.  

1.3.3.1 Cistatinas 

 

Os inibidores das proteases cisteínicas foram agrupados numa superfamília denominada 

de cistatinas. Atendendo ao grau de homologia entre as proteínas e o número de 

domínios inibidores, foram consideradas três grandes famílias: cistatinas tipo 1 

(estefinas), cistatinas tipo 2 e tipo 3 os quininógeneos (Barrett, 1986a). As famílias 1 e 2 

são constituídas por proteínas de baixo peso molecular e só com um domínio inibidor, as 

primeiras não são glicosiladas e são fundamentalmente citoplasmáticas, enquanto que as 

segundas são maioritariamente não glicosiladas, mas contêm pontes dissulfureto e 

sequência de sinal. Os quininogénios são proteínas mais complexas, apresentam três 

cadeias polipeptidicas, são glicosilados e apresentam pontes de enxofre. 
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O estudo da papaína e das catepsinas foi fundamental para a descoberta dos seus 

inibidores. Originalmente, foi atribuído o nome de cistatina a um inibidor de proteases 

cisteínicas do tipo papaína, isolado na clara de ovo. Tem sido usada, desde então, esta 

nomenclatura para as proteínas relacionadas com este inibidor (Barret, 1987).  

As cistatinas fazem parte de um grupo grande de proteínas que têm como função a 

inibição das cisteína-proteases, incluindo as catepsinas. A actividade inibidora das 

cistatinas é vital para a regulação dos processos fisiológicos limitando a actividade 

extremamente destrutiva das proteases alvo. A quebra dos mecanismos biológicos do 

controlo da actividade das proteases resulta em diversos tipos de patologias, tais como, 

doenças neurodegenerativas, cardiovasculares, osteoporose, artrite e cancro (Turk et al., 

2008).  

O fenómeno de permeabilização da membrana lisossomal, ou seja, o processo pelo qual 

as catepsinas são libertadas do lisossoma para o citosol, tem um papel importante na 

morte celular. Vários tipos de estímulos estão envolvidos na activação de morte celular 

(Figura 1.2), podendo existir, ou não, envolvimento mitocondrial (Johansson et al., 2010).   

 

                                            
 
 
 
 

 

 

 

 
              Figura 1.2 - Origem e consequências da libertação de catepsinas do lisossoma 
              (modificada de Johansson et al., 2010). 

 

1.3.3.2. Cistatina B  

 
A Cistatina B (CSTB) faz parte da família dos inibidores de proteases da cisteína do tipo 

1, com aproximadamente 12KDa. A sua estrutura secundária consiste numa estrutura 

composta por uma hélice-alfa envolta por cinco folhas-beta.  

Face à estrutura 3D determinada, em 1990, por Stubbs e seus colaboradores, foi 

demonstrada a existência de três elementos estruturais e importantes de interacção com 
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catepsinas: uma glicina na posição N-terminal, o primeiro hairpin loop QVVAG, sequência 

altamente conservada no meio do polipeptídeo e o segundo hairpin loop com menor 

contribuição na interacção (Leu-Pro). A sequência C-terminal da cistatina B confere uma 

região adicional de ligação hidrofóbica. A prolina 74 é um aminoácido altamente 

conservado e particularmente importante para os fenómenos de dimerização e 

tetramerização, e pensa-se que esta envolvido nos processos de amiloidogénese (Jenko 

Kokalj et al., 2007). 

A descrição de estruturas 3D (Figura 1.3) permite a modulação de alterações a nível de 

aminoácidos e facilita a previsão do seu impacto em termos funcionais.  

 

.  

Figura 1.3 - Representação esquemática da estrutura tetramérica da cistatina B, a laranja estão 
representadas as hélices alfa e a rosa as folhas beta. Imagem retirada de Protein Data Base, 
(10.2210/pdb2oct/pdb) onde se pode ver o tetramero resultante do processo de interacção de 
transformação de estruturas diméricas de cistatina B.  

 

A CSTB é uma proteína intracelular e encontra-se largamente distribuída pelos diferentes 

tipos de células e tecidos. Descrita, inicialmente, como uma proteína citoplasmática com 

aparente concentração membranar (Calkins et al., 1998), posteriormente foi referida 

como tendo localização nuclear nas células em proliferação e nuclear e citoplasmática no 

caso das células em diferenciação (Riccio et al., 2001). Estudos mais recentes (Alakurtti 

et al., 2005) referem uma localização da CSTB no núcleo, no lisossoma e/ou citosol, 

estando esta localização dependente da fase de diferenciação da célula. 

A presença da CSTB no núcleo sugere que a sua função está para além da sua 

actividade no processo proteolítico. Cada vez mais são evidenciadas múltiplas funções 

adicionais da CSTB, nomeadamente, no envolvimento em processos inflamatórios, no 

cancro e na imunidade e também estão presentes nas placas amilóides de Alzheimer, 

Parkinson e encefalopatias (Cipollini et al., 2008). 

O envolvimento da catepsina B no cancro tem sido amplamente estudado. O 

desequilíbrio entre catepsinas e cistatinas parece estar envolvido no processo de 

http://dx.doi.org/10.2210/pdb2oct/pdb
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metastização e a CSTB pode ser utilizada com um novo biomarcador (Feldman et al., 

2009). 

 

 

1.3.3.3. Função biológica da CSTB  

 

Apesar de, in vitro, a função da CSTB se encontrar bem caracterizada, a sua função 

fisiológica ainda não se encontra completamente esclarecida. Vários estudos 

demonstraram que, in vitro, a CSTB se liga fortemente às catepsinas B, H, L e S 

(Joensuu et al., 2008). Estas têm a principal função de degradação não selectiva de 

proteínas intracelulares e também estão envolvidas em processos antigénicos e na 

apoptose (Rinne et al., 2002). Foi também demonstrado que CSTB inibe a catepsina K 

nos osteoclastos (Laitala-Leinomen et al., 2005). Nos doentes com EPM1 a CSTB está 

diminuída, e a actividade das catepsinas B, L e S aumentada (Rinne et al., 2002), 

sugerindo a regulação in vivo das catepsinas pela CSTB (Joensuu et al., 2008). 

A interacção com estas proteases, que escapam do lisossoma, é fundamental e a 

perturbação deste mecanismo inibidor estará na base da EPM1. Alakurtti e seus 

colaboradores demonstraram que a CSTB tem uma importante função fisiológica de 

associação com o lisossoma, podendo a perda desta associação resultar da alteração do 

local de ligação com as catepsinas (Alakurtti et al., 2005).  

A CSTB participa na formação de um complexo multiproteico com função cerebelar 

específica, participando provavelmente no crescimento e diferenciação celular. Estas 

proteínas estão envolvidas em funções do citoesqueleto e algumas delas são expressas 

exclusivamente nos neurónios. Este estudo sugere uma correlação entre a disfunção 

deste complexo proteico e a patogénese da EPM1 (Di Giaimo et al., 2002).  

1.3.3.4. Patogénese da EPM1 

 

Vários estudos têm sido realizados com o objectivo de esclarecer quais os mecanismos 

envolvidos na patogénese da EPM1, isto é, tentar saber como o défice da CSTB resulta 

em EPM1 (ver também ponto 1.6).  

Em 2007, Franceschetti e seus colaboradores, recorrendo a estudos imunohistoquímicos 

em cérebros de ratinhos knockout, sugeriram que a CSTB actua como um protector 

fisiológico. A perda da sua actividade provoca neurodegeneração, tornando os neurónios 

mais susceptíveis, originando convulsões prolongadas, que levam à morte celular 

contribuindo para a progressão da doença. A deficiência da CSTB aumenta a 
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susceptibilidade para as convulsões tónico - clónico generalizadas e, consequentemente, 

leva à morte celular (Franceschetti et al., 2007).  

A regulação da expressão e da dimerização da CSTB foram consideradas como factores 

críticos para as células e a sua desregulação poderá induzir a degeneração neuronal 

(Zerovnik, 2008). Foi demonstrado, através de estudos proteicos, que algumas das 

mutações da CSTB levam à formação de agregados e consequentemente à formação de 

fibrilas amilóides, podendo a formação destes agregados contribuir também, para a 

patogénese da EPM1 (Rabzelj et al., 2005, Ceru et al., 2005, Cipollini et al., 2008). A 

agregação proteica parece ocorrer na EPM1, como acontece com outras doenças 

neurodegenerativas como, por exemplo, Alzheimer ou Parkinson, o que leva a propor que 

estratégias terapêuticas semelhantes possam ser consideradas nestas patologias 

(Zerovnik, 2008).  

Estudos recentes, utilizando cérebro de rato, demonstraram que o desequilíbrio da 

homeostase redox é o mecanismo pelo qual a deficiência da CSTB promove a 

degeneração neuronal  (Figura 1.4). O stress oxidativo pode contribuir para EPM1 

induzindo hiperexcitabilidade dos neurónios, por deficiência de CSTB. Este trabalho 

reforça a possibilidade interessante de que as proteases lisossomais e as oxiredutases 

derivadas da mitocôndria convergem para um mecanismo comum de controlo da 

homeostase redox e da sobrevivência neuronal (Lehtinen et al., 2009). 

 

 
 
Figura 1.4 - O stress oxidativo induz a CSTB protegendo os neurónios da morte cerebral, por 
inibição da actividade da catepsina B. Em contraste, nos neurónios com deficiência em CSTB, o 
stress oxidativo leva ao aumento da actividade da catepsina B, ao dano oxidativo e à morte 
neuronal (baseado em Lehtinen et al., 2009).  
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Exão 2 Exão 3 Exão 1 

Intrão 1 Intrão 2 

5’UTR    3’UTR 

     (ccccgccccgcg)n 

AG GT AG GT AG GT 

 
    B 

 

 
 

1                                           23                                                               57                                                                       98 
MMCGAPSATQPATAETQHIADQVRSQLEEKENKKFPVFKAVSFKSQVVAGTNYFIKVHVGDEDFVHLRVFQSLPHENKPLTLSNYQTNKAKLTYF 

 

 
 

Diferentes linhas de investigação têm sido desenvolvidas e apesar de comprovada a 

alteração de CSTB na EPM1, a ligação funcional ao aparecimento da epilepsia 

permanece por esclarecer. A investigação nesta área continua a ser essencial para a 

melhor compreensão dos mecanismos patológicos desta doença. 

 

1.4. Gene CSTB 

 

O gene CSTB (CSTB; 601145) codifica uma proteína de 98 (Figura 1.5 B) aminoácidos 

que se estende ao logo de 11KDa e se localiza no cromossoma 21 no locus 21q22.3. O 

CSTB é expresso ubiquitariamente com um transcrito de aproximadamente 0.8kb. É 

composto por três exões (1- 66pb; 2 -102pb; 3 -129pb) e dois potenciais locais de inicio 

de transcrição localizados a 67 e 78 nucleótidos abaixo da sequência de repetição 

polimórfica (5’-CCCCGCCCCGCG-3’) (Figura 1.5 - A). A sequência 3’ não codificante 

(UTR) é aproximadamente de 250pb e os intrões 1422pb e 326pb (revisto em Joensuu et 

al., 2008). O promotor caracteriza-se por uma sequência típica de “housekeeping”, rico 

em conteúdo GC (75%), um elevado nível de dinucleótidos CpG e vários locais de ligação 

Sp1 CCGCCC (Alakurtti et al., 2000).  

 

    A  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
  
 

Figura 1.5 - (A) Esquema da estrutura do gene CSTB (baseado em Joensuu et al., 2008) e (B) 
da sequência da proteina CSTB.  
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1.4.1. Mutações associadas à EPM1 

 

Cerca de 12 mutações foram descritas como causais de EPM1 (Tabela 1.2).  

A perda geral da função da proteína da CSTB, devido à sua expressão reduzida, parece 

ser a consequência patológica primária na maioria das mutações da EPM1 (Joensuu et 

al., 2008).  

 

 

Tabela 1.2 - Mutações descritas no gene CSTB (revisto em Joensuu et al., 2008 e Erdinç et al., 2010). 

Mutação Localização Tipo de 

Mutação 

Alteração da proteína População 

 

Expansão do 
dodecâmero 
(ccccgccccgcg) 

5ÚTR Expansão Redução da expressão CSTB Geral 

c.10G>C Exão 1 Missence p.G4R Marrocos 

c.67-1G>C Intrão 1 Splicing p.delV23_K56 Geral 

c.149G>A Exão 2 Missense p.G50E Finlândia 

c.168G>A Exão 2 Splicing Splicing aberrante  Japão 

c.125C>A 

c.121G>A 

Exão 2 Nonsense 

Missense 

p.S42X 

p.V41M 

Turquia 

c.168+1_18 del Intrão 2 Delecção p.delV23_k56 p.V57EfsX28 Itália 

c.169-2A>G Intrão 2 Splicing Splicing aberrante França 

c.202C>T Exão 3 Nonsense p.R68X Finlândia, Suécia e 

Alemanha 

c.212A>C Exão 3 Missense p.Q71P Alemanha 

c.218_219delTC Exão 3 Delecção p.L73fsX3 França e América 

 

 

 

1.4.1.2. Expansão do dodecâmero (CCCCGCCCCGCG)n 

 

Na maioria dos doentes a patologia está associada à expansão do dodecâmero 

(CCCCGCCCCGCG), estando presente em cerca de 90% dos alelos conhecidos. Esta 

alteração está localizada na porção 5’ não transcrita do gene (Figura 1.6), a 175pb do 

codão de iniciação (Joensuu et al., 2008).  
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Esta expansão instável de pelo menos 30 cópias do dodecâmero polimórfico normal (2-3 

cópias) é detectada na maioria dos doentes em homozigotia, apresentando penetrância 

completa quando em número superior a 30. Até ao momento, apenas um doente EPM1 

apresentou homozigotia para uma mutação pontual, p.G4R (Lalioti et al., 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.6 - Representação do gene da CSTB e da região do promotor com a localização e 
sequência da repetição polimórfica do dodecâmero (3) (modificado de Nokelainen et al., 2000). 
 
 
 

A expansão do dodecâmero altera o gene CSTB reduzindo a expressão do mRNA, 

quando em homozigotia verifica-se a redução da expressão para valores inferiores a 10% 

(Joensuu et al., 2007) e, consequentemente, a actividade inibidora da proteína CSTB 

diminui (Rinne et al., 2002). Lalioti e seus colaboradores demonstraram que esta redução 

se devia essencialmente à alteração do espaçamento introduzido pela expansão (Figura 

1.7) entre os elementos do promotor, impossibilitando a ligação entre o factor de 

transcrição e a região do promotor (Lalioti et al., 1999).  
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Figura 1.7 - Representação simplificada do modelo de repressão do gene da CSTB causado pela 
expansão. O dodecâmero está representado pelas caixas roxas. (A) Interacção do activador com 
todo o complexo de transcrição associado a 2-3 repetições do dodecâmero. (B) Incapacidade do 
activador interagir com o complexo de transcrição devido à expansão do dodecâmero, que altera a 
distância do local  de interacção (adaptado de Lalioti et al., 1999). 
 
 
  

Uma outra explicação para a redução da expressão resultante da expansão é a formação 

de estruturas tetraplexas (Saha e Usdin, 2001), possivelmente, afectando a transcrição 

e/ou a tradução.  

O número de repetições da expansão nos doentes EPM1 pode variar entre 30-125 

cópias, o que resulta numa inserção de 360 a 1500pb, não havendo correlação do 

número de repetições com a severidade ou com a idade de aparecimento dos sintomas 

(Virtaneva et al., 1997; Lalioti et al., 1998). As diferentes manifestações clínicas 

verificadas na mesma família devem-se, provavelmente, a factores ambientais e/ou 

outros genes envolvidos (Lalioti et al., 1998). 

No entanto, a expansão do dodecâmero apresenta instabilidade durante a transmissão e 

uma elevada variação mutacional (Larson et al., 1999). Ainda não se encontra 

esclarecido o impacto das pré-mutações, tendo sido descrita uma pré-mutação com 12 a 

17 dodecâmeros numa família venezuelana com doença de Huntington (Lalioti et al., 

1997).  

Devido à natureza da expansão do dodecâmero e à formação de estruturas secundárias 

complexas, a sua análise é extremamente difícil, o que pode dificultar a detecção de 

pequenas instabilidades no dodecâmero.  

 

  
 

complexo basal  
de transcrição 

(ccccgccccgcg)2-3 

complexo basal  
de transcrição 

expansão 

 activador 

     activador 

-207pb 

1kb 

  
 

inicio da 
transcrição 

inicio da 
transcrição 

A 

B 
 
 

 ∕∕ 
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O método de detecção mais utilizado tem por base a análise de DNA por Southern blot, 

no entanto, este método não permite distinguir pequenas variações no tamanho da 

expansão (Lalioti et al., 1997). Todos os outros métodos desenvolvidos são baseados na 

amplificação por PCR: PCR seguido de hibridização com sondas que contêm a repetição, 

contudo, para distinguir os heterozigóticos, é necessário a realização de um PCR 

radioactivo (Lalioti, et al., 1998); PCR fluorescente analisado utilizando um sequenciador 

automático (Larson et al., 1999); PCR com amostras de DNA deaminado (Horiuchi et al., 

2005); mais recentemente foi descrito um outro método de PCR com condições 

específicas para detecção da expansão (Joensuu et al., 2007). Este último método pela 

aparente simplicidade, não recorrendo à utilização de fluorescência, radioactividade ou 

tratamentos adicionais, foi escolhido para adaptação/optimização neste trabalho. 

 

1.4.1.3. Outras mutações associadas à EPM1 

 

As restantes mutações associadas à EPM1 representam menos de 10% dos alelos e  

incluem: três mutações missense, p.G4R (c.10G>C), p.G50E (c.149G>A) e p.Q71P 

(c.212A>C); três de splicing, c.67-1G>C, c.168G>A e c.169-2A>G; uma nonsense 

p.R68X (c.202C>T) e duas delecções c.218_219delTC e c.168+1_18 del, (Tabela 1.2). 

Com excepção da p.G4R, que foi descrita em homozigotia, todas outras mutações foram 

encontradas em heterozigotia composta com a expansão.  

A alteração p.G4R (c.10G<C) resulta na substituição do aminoácido de glicina altamente 

conservado na posição 4 na parte N-terminal da proteína, alterando um local de 

interacção importante com as catepsinas (Lalioti et al., 1997).  

A alteração de splicing c.67-1G>C (p.delV23_K56) resulta no skiping do exão 2 com 

consequente  delecção de 34 aminoácidos (Bespalova et al., 1997). Esta é a mais 

frequente das mutações encontradas, para além da expansão e está presente em 

diferentes populações (Lehesjoki e Koskiniemi, 1999). 

A mutação missense p.G50E (149G>A), encontrada num doente Finlandês, afecta o local 

QVVAG, sequência altamente conservada, importante ponto de interacção com as 

catepsinas, impedindo a correcta associação lisossoma-CSTB (Joensuu et al., 2007). 

Detectada num doente Japonês, a alteração c.168G>A, não altera o aminoácido mas 

afecta a sequência do local de splicing, prevendo-se alteração do splicing embora não 

tenha sido confirmada esta hipótese (Kagitani-Shimono et al., 2002).  

A alteração, c.169-2A>G, provavelmente resulta num splicing anormal e foi encontrada 

num doente Francês (Lalioti et al., 1997). 
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A delecção de 18pb no intrão 2 (c.168+1_18 del) afecta o splicing e foi detectada num 

doente Italiano (Joensuu et al., 2007). 

A alteração nonsense, c.202C>T, dá origem a um codão stop prematuro e, 

consequentemente, a uma proteína truncada, p.R68X, e foi detectada em diferentes 

populações (Haan et al., 2004). 

Foi identificada a mutação missense p.Q71P (c.212A>C) num doente Alemão (Hann et 

al., 2004), e como se pode ver na Figura 1.6 a sua proximidade do segundo hairpin loop, 

envolvido na ligação com as proteases (Stubbs et al., 1990) altera a afinidade entre a 

CSTB e as catepsinas (Alakurtti et al., 2005). 

A mutação c.218_219delTC causa uma delecção de TC numa repetição dinucleotídica 

AATCTCTCCC. Esta alteração, p.L73fsX3, origina uma proteína truncada de apenas 74 

aminoácidos, com menos 24 aminoácidos do que a normal, e foi detectada em dois 

doentes um Francês e outro Americano (Lalioti et al., 1997).  

Recentemente, na Turquia, foram identificadas duas alterações novas, a nonsense 

p.Ser42X (c.125C>A) e a alteração missense p.Val41Met (c.121G>A), em heterozigotia  

composta com a expansão. Esta mutação composta origina o skiping do exão 2, com 

delecção de 34 aminoácidos na proteína CSTB (Erdinç et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.8 - Estrutura 3D da proteína CSTB (PDB 2 OCT). A marcação a amarelo indica a 
localização do aminoácido alterado de algumas mutações descritas (Tabela 1.2).  
  

1.4.5. EPM1B  

 

Existem vários casos descritos de doentes que apresentam um fenótipo idêntico a EPM1 

mas não manifestam alterações do gene da cistatina B. 

G4R 

V41M 

S42X 

G50E 

Q71X 

R68X 
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Num estudo realizado em 2005, verificou-se ausência de mutações no gene CSTB em 

doentes com um fenótipo idêntico a EPM1. A caracterização desta família Árabe permitiu 

a identificação de um novo locus associado a DUL, localizado numa região de 15-Mb no 

cromossoma 12p11-q13 (Berkovic et al., 2005). Posteriormente foi identificada a mutação 

R104Q no gene PRICKLE1 (MIM 608500) nesta e em mais duas famílias (Bassuk et al., 

2008). O fenótipo desta forma é muito idêntico à EPM1, variando na idade média de 

aparecimento dos sintomas, 7.3 anos para EPM1B e 11 anos para EPM1 (Berkovic et al., 

2005).  

 

1.5. Catepsinas 

 

Os lisossomas são organelos celulares que estão presentes nas células nucleadas e que 

têm como função a digestão intracelular de macromoléculas (proteínas, ácidos nucleicos, 

polissacarídeos e lípidos) sendo esta função assegurada por mais de 70 enzimas 

hidrolíticas que incluem proteases, nucleases, glicosidases, lipases, fosfatases e 

sulfatases. Estas hidrolases são solúveis ou membranares e são activas a pH ácido. 

Estes organelos (Figura 1.9) caracterizam-se também por estarem delimitados por uma 

membrana lipoproteica (Vellodi, 2004).  

 

               Figura 1.9 - Organização do lisossoma (adaptado de Alberts et al., 2001). 

 

Das hidrolases lisossomais, as proteases são as que se encontram melhor 

caracterizadas. Distinguem-se em relação à sua estrutura e ao substrato e incluem as 

proteases cisteínas (catepsinas B, C, F, H, K, L, O, S, V, W e X) e as proteases 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/608500
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aspárticas (catepsinas D e E). A actividade anormal das catepsinas é controlada pelas 

cistatinas, seus inibidores proteicos endógenos (revisto Guha et al., 2008). 

Como se verifica na Tabela 1.3, a distribuição das catepsinas B, C, D, F, H, L, O e X  é 

ubiquitária, enquanto a catepsina K está presente maioritariamente nos osteoclastos, a 

catepsina S nos macrófagos, monócitos, células dendríticas e células da microglia, a V 

presente no timo, testículos e córnea e a W nos linfócitos T (revisto Guha et al., 2008). 

As catepsinas lisossomais têm funções específicas e individuais que são importantes 

para o normal funcionamento do organismo. Várias patologias foram já associadas à 

actividade anormal destas enzimas, tais como artrite reumatóide, osteoporose, cancro, 

doenças lisossomais de sobrecarga e doenças neurológicas (Turk et al., 2001). As 

catepsinas B, L e D têm também um papel importante na regulação do processo de 

apoptose (Chwieralski et al., 2006). 

 

     Tabela 1.3 - Resumo das catepsinas melhor caracterizadas (baseado em Guha et al., 2008) 

Catepsina Distribuição Função 
 

Patologias 
associadas 

Catepsina 
B 

Ubiquitária 
 

Turnover proteico 
Manutenção do metabolismo 

celular 
Maturação e integridade do SNC 

Apoptose 
 

Doença cardíaca 
Osteoartite 

Cancro 

Catepsina 
H 

Ubiquitária 
 

Actua como neuropeptidase no 
cérebro 

Artrite juvenil idiopática 
Tumor da próstata 

Cancro pulmão 
 

Catepsina 
L 

Ubiquitária 
 

Turnover proteico 
Maturação e integridade do SNC 

Fagocitose 
Processos antigénicos 

Regulação do ciclo do cabelo 
Homeostase da epiderme 

Apoptose 
 

Doenças inflamatórias 
da pele 

Diabetes autoimune 

Catepsina 
D 

Ubiquitária 
 

Processos antigénicos e 
hormonais 

Remodelação tecidular 
Apoptose 

 

Necrose 
Tromboembolias 

Linfopnia 

Catepsina 
S 

Macrófagos, 
Monócitos 

Células dendríticas 
Células da microglia 

 

Processos antigénicos Ateroscleroses 
Doenças auto imunes 

Catepsina 
K 

Osteoclastos 
Condroblastos 

Reabsorção do tecido ósseo Aterosclerose 
Osteoartite 

Osteoporose 
Artrite reumatóide 

Picnodisostose 
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1.6. Tratamento da EPM1 

 

O tratamento da EPM1 passa pela necessidade de evitar factores que possam 

desencadear as crises, pela utilização da medicação adequada à sintomatologia e 

compreende também um suporte psicossocial para uma melhor integração destes 

doentes na sociedade. 

Os factores desencadeantes como a privação do sono, o uso exagerado de álcool e/ou 

café, os estímulos luminosos intensos nos indivíduos fotossensíveis e o stress físico, 

devem ser evitados, sendo esta a parte fundamental da terapêutica. No entanto, na 

maioria dos doentes, estas medidas não são suficientes para um controlo completo ou 

satisfatório das crises. 

Não há ainda nenhum tratamento específico para EPM1. A terapia farmacológica é 

apenas sintomática, havendo, no entanto, melhorias significativas na maioria dos 

doentes. 

O Valproato de Sódio é tido como o medicamento de primeira escolha no tratamento de 

pacientes com EPM1 pela sua acção na diminuição das crises mioclónicas e da 

frequência das crises tónico-clónicas generalizadas (Shahwan et al., 2005). Existem 

vários fármacos de utilização corrente no controlo das mioclonias e/ou das crises tónico-

clónicas que são usados nestes doentes, como Clonazepam, usado em associação com 

o Valproato de Sódio, o Piracetam, o Levetiracetam, o Topiramato e o Zonizamide 

(Kalviainen et al., 2008). O Levetiracetam, quando administrado no inicio da doença, 

demonstrou ser mais eficaz no controlo das mioclonias (Shahwan et al., 2005).  

A Fenitoina deve ser evitada por agravar os sintomas neurológicos e a degeneração 

cerebelar, assim como, os bloqueadores dos canais de sódio, em geral, e as drogas 

GABAérgicas porque podem agravar as crises mioclónicas (Kalviainen et al., 2008). 

Outros tipos de terapia têm sido descritos como complementares aos já referidos. A 

estimulação do nervo vago que reduz as crises e melhora a função cerebelar (Smith et 

al., 2000). O tratamento com o antioxidante, N-acetilcisteína, foi experimentado, e embora 

com resultados variáveis, melhorou significativamente as crises, os tremores e a fala 

(Edwards et al., 2002). 

Para os doentes com EPM1 é importante o acompanhamento clínico e o apoio 

psicossocial, incluindo a avaliação do tratamento com os fármacos e uma adequada 

reabilitação social (Kalviainen et al., 2008).  
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1.7. Modelo animal 

 

Diversos estudos foram realizados no sentido de estudar a fisiopatologia da doença 

EPM1, usando para isso modelos animais. 

O primeiro ratinho knockout para a EPM1 foi produzido, em 1998, por Pennachio e seus 

colaboradores, através da introdução de alterações no gene CSTB (Pennachio, et al., 

1998). O modelo foi produzido tendo em conta dois backgrounds genéticos, um isógénico 

129SV e uma mistura C57BL16/129SV. O ratinho knockout desenvolveu sintomatologia 

idêntica aos humanos e, de uma maneira geral, trata-se de um bom modelo de EPM1. 

Foi demonstrado nesse trabalho que as características genéticas têm um impacto 

importante no aparecimento dos sintomas e na severidade do fenótipo (Pennachio et al., 

1998). 

Várias experiências têm sido efectuadas em ratinhos, permitindo concluir que: a CSTB 

tem uma função endógena neuroprotectora (D’ Amato et al., 2000); a CSTB tem um papel 

importante na manutenção da arquitectura neuronal normal (Shannon et al., 2002); 

provavelmente, a catepsina B é um dos intervenientes no fenótipo apoptótico como 

consequência da deficiência da CSTB (Houseweart et al., 2003) e uma perda parcial da 

função da CSTB, nos ratinhos heterozigóticos origina um fenótipo suave da EPM1 

(Kaasik et al., 2007), demonstrando que a atrofia neuronal é uma importante 

consequência da perda de função da CSTB (Shannon et al., 2002). 

Estes e outros trabalhos contribuem, com a ajuda dos modelos animais, para o 

esclarecimento dos mecanismos moleculares e fisiopatogénicos da EPM1. 
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1.8. Objectivo 

 
Este trabalho teve como objectivo principal a implementação do estudo molecular da 

doença de Unverricht-Lundborg (EPM1) em Portugal.  

Os objectivos específicos foram:  

1. Implementação de técnicas para o diagnóstico molecular desta patologia.  

2. Análise do genótipo e caracterização molecular de doentes com suspeita de 

EPM1. 

3. Caracterização da/s mutações encontrada/s e contribuição para a compreensão 

do perfil mutacional de doentes com EPM1. 
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2. Material e Métodos 

 
Este trabalho compreendeu numa fase inicial a implementação do diagnóstico molecular 

da EPM1, com a optimização das condições de PCR para gDNA e cDNA e numa 

segunda fase a análise de dois casos com suspeita de EPM1. 

  

2.1. Amostra analisada 

 
Para a optimização das condições de amplificação do gene da CSTB foi usado um 

controlo normal. No caso da expansão do dodecâmero para além do controlo normal (3/3 

repetições) foram utilizados controlos positivos, um homozigótico (60/63 repetições) e um 

heterozigótico (2/61 repetições) para esta alteração, cedidos por Tarja Joensuu e Anna-

Elina Lehesjoki do Neuroscience Center da Universidade de Helsínquia, Finlândia. 

O presente trabalho incidiu sobre o estudo de uma família com um doente que 

apresentava forte suspeita clínica de Unverricht-Lundborg e um segundo doente com 

Epilepsia Mioclónica Progressiva (EMP) com suspeita clínica de Doença de Gaucher Tipo 

III (Tabela 2.1). 

O Doente A tem 26 anos, é do sexo masculino e manifestou o início dos sintomas aos 13 

anos, não apresenta deterioração cognitiva e completou a sua formação no ensino 

superior. Neste momento, encontra-se já com alguma incapacidade motora necessitando 

de cadeira de rodas. O estudo familiar foi realizado com a confirmação dos resultados 

nos pais. Não há indicação de consanguinidade nesta família e desconhece-se história 

familiar relevante. A família é oriunda da zona Norte. 

O Doente B tem 17 anos de idade e é também do sexo masculino, apresenta EMP e foi 

referido para estudo por suspeita de Doença de Gaucher. Após estudo bioquímico 

negativo para esta patologia procedeu-se ao estudo molecular da EPM1. 

 

            Tabela 2.1 - Características clínicas dos doentes estudados com EMP. 

Doente Idade 
anos 

Suspeita clínica Idade de 
aparecimento dos 

sintomas 

Sintomatologia 

A 
 

26  Doença de 
Unverricht-Lundborg 

13 EMP, sem 
deterioração cognitiva 

B 
 

17  Doença de  
Gaucher  

Sem informação EMP 
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Para o rastreio populacional foram utilizadas amostras de DNA anónimas, provenientes 

de  150 indivíduos controlo da população normal. 

2.2. Material biológico 

 

A declaração de consentimento informado foi obtida pelos médicos que referenciaram os 

doentes.  

Para a realização da análise molecular foi utilizado inicialmente sangue total colhido com 

o anticoagulante heparina de lítio e, posteriormente, apenas para o doente A, foi obtida 

biopsia de pele, para cultura de fibroblastos.  

 
 

2.2.1. Extracção de DNA genómico  

 

A extracção de DNA genómico (gDNA) foi realizada a partir do sangue total, por 

extracção automática no aparelho Bio Robot EZ1 (Quiagen), utilizando um Kit comercial 

específico de extracção EZ1 DNA Blood (Quiagen) e seguindo o protocolo indicado pelo 

fabricante. 

A determinação da concentração (ng/μl) e da pureza do DNA total foi determinada por 

quantificação no espectofotómetro UV-Vis NanoDrop ND-1000.  

 

2.2.2. Estabelecimento de cultura e obtenção de pellet celular de 

fibroblastos 

A biopsia de pele foi colocada numa placa de Petri pequena com 1 ml de meio completo 

enriquecido com SVF (MEM, Dullbecco´s, Gibco), suplementado com 20% de soro vitelo fetal 

(SVF, Lonza) e antibióticos (10000 U/ml de estreptomicina e penicilina, Gibco; 125 mg/ml de 

kanamicina, Biological Industries e 1250 µg/ml de fungizona, Gibco), e de seguida foi cortada 

em vários fragmentos com bisturi estéril e pinça. Foram divididos e colocados em duas caixas 

de 50 ml, com a derme colada à parede da caixa. Adicionou-se 1 ml de meio completo 

enriquecido com SVF (20%) de forma a não descolar a pele. De seguida foram colocadas na 

estufa de incubação a 37ºC em atmosfera humidificada com 5% de CO2 e após 48 horas 

foram observadas ao microscópio. Adicionou-se 1 ml de meio completo enriquecido com SVF 

(20%) e o meio de cultura foi renovado, 2 vezes por semana, com a quantidade de 5ml, até 

obter uma cultura confluente. Após crescimento dos fibroblastos as células foram 

tripsinizadas, com cerca de 1ml de tripsina durante 3-5 minutos a 37ºC, para outra caixa de 

50 ml, a reacção foi parada com 2 ml de meio completo enriquecido com SVF (5%). 
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As células foram mantidas em cultura em meio completo com SVF (10%), numa estufa a  

e em atmosfera humidificada com 5% de CO2. O meio de cultura foi renovado de quatro 

em quatro dias e sempre que necessário procedeu-se à expansão da cultura por 

tripsinização.  

As células foram lavadas com PBS 1x (137 mM cloreto de sódio, 1,1 mM 

dihidrogenofosfato de sódio, 6,4 mM monohidrogenofosfato de potássio, 2,7mM cloreto 

de potássio, pH 7,4), tripsinizadas com 2 ml de tripsina (Gibco) durante 3 minutos a 37 ºC 

e de seguida centrifugadas 1083xg durante 10 minutos (Centrífuga Megafuge 1.0R, 

Heraeus Instruments). Após uma segunda lavagem, o pellet de células foi ressuspendido 

em 1 ml de PBS 1x, centrifugado a 8400xg durante 10 minutos (Centrifuga refrigerada 

5417R, Eppendorf) e congelado a -20 ºC ou processado de imediato.  

 

2.2.3. Extracção de RNA  

 

O RNA foi obtido a partir de um pellet de fibroblastos e foi utilizado o kit High Pure RNA 

Isolation (Roche), aplicando o protocolo fornecido pelo fabricante.  

A determinação da concentração (ng/μl) e da pureza do RNA obtido foi realizado por 

quantificação no espectrofotómetro UV-Vis NanoDrop ND-1000. 

 

2.2.4. Síntese de cDNA 

 

A partir do RNA total foi sintetizada a cadeia complementar do mRNA utilizando Kit First-

Strand cDNA Synthesis (Amersham Biosciences). Procedeu-se à destruição das 

estruturas secundárias do RNA, colocando 20 μl de RNA a 65ºC durante 10 minutos num 

termobloco. De seguida, adicionou-se a mistura de reacção, que contem bulk first-strand 

reaction mix, primer Not I-(dT)18 diluído (1/25) e uma solução de DTT e foi a incubar, 

durante 1 hora, num banho a 37ºC, por fim efectuou-se nova incubação a 95ºC durante 

10 minutos para inactivação da enzima. Após a análise do cDNA a amostra guardou-se a 

-20ºC. 
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2.3.  Implementação do diagnóstico molecular de EPM1 

 

2.3.1. Optimização das condições de amplificação da região 5’ UTR que 
contem a expansão do dodecâmero 

 
A amplificação da região do promotor para pesquisa da expansão do dodecâmero 

(CCCCGCCCCGCG) foi inicialmente testada segundo as condições descritas em 

Joensuu et al., 2007 e na Tabela 2.2 e posteriormente, testada com as condições da 

Tabela 2.3  

 

Tabela 2.2 - Descrição dos primers e condições para amplificação da expansão do 
dodecâmero (Joensuu et al., 2007). 

Região Sequência do primer (5’>3’) 
 

Fragmento 
(pb) 

Ta 
(ºC) 

5’ UTR 2F    CCCGGAAAGACGATACCAG * 
1R    GAGGAGGCACTTTGGCTTC * 

193 
193+ (≥360) 57 

                           pb - pares de bases; F - Forward; R - Reverse; Ta - temperatura de annealing;  

 
 
 

Para além da Expand Long Template PCR System (Roche Applied Science), usada no 

referido artigo, foram testadas outras Misturas de PCR, disponíveis no laboratório 

nomeadamente, ImmoMIX (Bioline), Diamond (Bioline), FailSafe PCR PreMix Selection 

Kit (Epicentre) e GC_Rich PCR System (Roche Applied Science) (Tabela 2.3). Com 

excepção da ImmoMix, que foi usada por ser uma enzima de alto rendimento e de 

elevada especificidade, todas estas misturas de PCR são indicadas para amplificação de 

sequências ricas em GC e sequências repetitivas. Adicionalmente, foram usados com 

algumas das misturas de PCR testadas, aditivos que permitem diminuir estruturas 

secundárias e aumentar o rendimento do PCR, como a Betaína (Sigma) (Tabela 2.3 - B) 

e DMSO (Sigma) (Tabela 2.3 - B e F). 

Nas experiências efectuadas para a amplificação da expansão, constituída 

exclusivamente por GC, foram testadas as condições indicadas na Tabela 2.3, seguindo 

as indicações dos fabricantes com pequenas adaptações. 
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Tabela 2.3 - Condições testadas na optimização da amplificação da expansão do dodecâmero do 
gene CSTB. 

Misturas de 
PCR testados 

Ta 
(ºC) 

Programa de 
amplificação 

Componentes da reacção 
[Final ] 

Experiência 

Expand Long 

Template PCR 

System 

(Roche Applied 
Science) 

 

52 e 57 

 
 
94ºC  2 min 

94ºC 10 seg 
57ºC 45 seg        40x 
68ºC  8  min       

68ºC  7 min 
 
 

H2O p/ volume final  20 μl,          

10XTampão (1/2/3), 1x BSA, 

5mM dNTPs, 1M Betaina,                               

5%DMSO,  20ng DNA, 

0.5μM Primers (F+R), 

0.12U Enzima  Expand Long 

          A 

ImmoMix 

(Bioline) 

 

55 e 57 

94ºC  2 min 

94ºC 10 seg 
taºC  45 seg         40x 
68ºC  8  min       

68ºC  7 mi 

H2O p/ volume final  25 μl,                        

0.5M Betaina, 5%DMSO, 

0.2μM Primers (F+R), 20ng DNA, 

2x Immomix 

B 

57 

97ºC  5 min 

94ºC  45  seg 
taºC   45  seg        40x 
72ºC  90  seg       

72ºC  7 min 

Mesmas condições de  B mas 
sem aditivos 

C 

Diamond (Bioline) 

 57 

96ºC  5 min 

95ºC  45 seg 
taºC   45 seg         38x 
72ºC  3  min       

72ºC  7 min 

H2O p/ volume final  25 μl, 

0.2μM Primers (F+R), 20ng DNA, 

2x Diamond 
D 

FailSafe PCR 

PreMix 

Selection Kit 

(Epicentre) 

 

 

 

52 

 
 
 
 
 
98ºC  90 seg 

95ºC  45 seg 
taºC   45 seg       40x 
72ºC  1  min       

72ºC  7 min 

H2O p/ volume final  50 μl, 

FailSafe PCR 2X PreMix (K/L), 

0.2μM Primers (F+R), 

20ng DNA, 

1.25U FailSafe Enzyme Mix 

E 

H2O p/ volume final  50 μl, 

FailSafe PCR 2X PreMix (L), 

0.2μM Primers (F+R), 

10%DMSO, 20ng DNA, 

1.25U FailSafe Enzyme Mix 

F 

GC_Rich PCR 

System 

(Roche Applied 
Science) 

 

 

 

**62→57 
(-1ºC por 
c/ ciclo) 

 

    ‘’ 57 

 

 

95ºC   3 min 

95ºC   1 min 
taºC** 1 min          6x 
72ºC   1 min       

95ºC   1 min 
taºC’’  1 min          34x 
72ºC   1 min #  
  # + 5 seg por c/ ciclo  

72ºC  7 min 

 

H2O p/ volume final  25 μl, 

5XTampão GC-Rich, 

200μM dNTPs, 20ng DNA, 

0.2μM Primers (F+R), 

2M GC-Rich Solution 

1U Enzima GC-Rich 

 

G 
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Os programas utilizados para a amplificação tiveram como base o que foi descrito 

(Joensuu et al., 2007) e também as recomendações dos fabricantes, com excepção, do 

programa utilizado na experiência G (Tabela 2.3), no qual foi aplicado um programa de 

PCR Touchdown, que consiste na diminuição da temperatura de annealing em cada ciclo. 

Os termocicladores utilizados para a execução destas experiências foram o T Gradient 

(Biometra), T Pernonal (Biometra) e Uno II (Biometra). 

Os fragmentos amplificados foram visualizados conforme descrito em 2.4.1. 

 

2.3.2. Optimização das condições de amplificação dos exões, intrões e das 

junções exão-intrão do gene da CSTB 

 

A análise dos fragmentos do gDNA inclui também, como já foi referido, as regiões 

exónicas, intrónicas e as junções exão-intrão (Figura 2.1). Os primers usados para 

amplificação das diferentes regiões do gene CSTB estão descritos na Tabela 2.4.  

Foi utilizada para todas as reacções de amplificação a mistura comercial ImmoMix Red 

2x (Bioline). Esta mistura contem DNA polimerase Immolase™, (NH4)2SO4, TWeen 20, 

MgCl2, dNTPs e tampão Tris-HCL. A 12.5 μl desta mistura adicionou-se 1 μl de cada 

primer (Forward e Reverse) a uma concentração de 10pmol/μl, 1μl de gDNA (50ng/μl) e 9 

μl de água para um volume final de 25 μl.  

 

          Tabela 2.4 - Descrição dos primers usados para amplificação do gDNA do gene CSTB. 

Região  Sequência dos primers (5’>3’) 
 

Fragmento 
(pb) 

Ta 
(ºC) 

5’ UTR 1F   AAACGCAAATTCCACCAGAG * 
1R   GAGGAGGCACTTTGGCTTC * 

568 62 

Exão 1 2F   CCCGGAAAGACGATACCAG * 
2R   CGGCTTCTTTCGCTCCAG * 

457 62 

Parte do 
exão1+Int 1 

3F   GCCGAGACCCAGCACATC * 
3R   CCTGTGGACCTTTTATGCAG * 

675 62 

Intrão 1+ parte 
do exão2 

4F   GCAAGAGGTCCCCAGTGATA * 
4R   TGACACGGCCTTAAACACAG * 

925 62 

Exão 2 2s   AGGGAATCCAAGAAGCCACT 
6R   AAGCCTCTGATCCCAAGTCA*   

457 62 

Exão 3 7F   ATTGTCTTCAGCTGGCTGCTAAT * 
7R   AAGATCACCTATTGGGAAGGAAAGA * 

421 62 

  pb - pares de bases; s - sense; F - Forward; R - Reverse; Ta - temperatura de annealing, * - primers 
descritos em    Joensuu et al., 2007 
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                  1F_____1R 

                               2F_________2R 

                                       3F________3R 

   4F_______4R    

                2s__________6R 

                                                                                           7F_______________7R 

  

Figura 2.1. Esquema do gene da CSTB e dos fragmentos utilizados para amplificação do gene.  

 
 
 
O programa usado consistiu numa desnaturação inicial de 5 minutos a 95ºC, seguido de 

30 ciclos de 45 segundos a 95ºC, 45 segundos à temperatura de annealing específica de 

cada fragmento (ver Tabela 2.4) e 45 segundos a 72ºC e uma extensão final de 5 

minutos a 72ºC, no termociclador TPersonal (Biometra).  

 
 

2.3.3. Amplificação por PCR do cDNA da CSTB 

 

Para o estudo do cDNA da CSTB foram usadas as condições de amplificação dos 

fragmentos descritos na Tabela 2.5. (Figura 2.2) 

Foi utilizada para a reacção de amplificação a mistura comercial ImmoMix Red 2x  

(Bioline), esta mistura contem DNA polimerase Immolase™, (NH4)2SO4, TWeen 20, 

MgCl2, dNTPs e tampão Tris-HCL. A 12.5 μl desta mistura adicionou-se 1 μl de cada 

primer (Forward e Reverse) a uma concentração de 10pmol/μl, 2μl de cDNA e 8 μl de 

água para um volume final de 25 μl. O programa de amplificação usado consistiu numa 

desnaturação inicial de 5 minutos a 95ºC, seguido de 35 ciclos de 45 segundos a 95ºC, 

45 segundos a 60ºC e 45 segundos a 72ºC, e uma extensão final de 5 minutos a 72ºC, 

no termociclador TPersonal (Biometra). 

Para além do controlo negativo (branco do ensaio), foi também usado um cDNA de um 

indivíduo saudável, como controlo normal. 

 

 

 

1 2 3    5’UTR 3’ UTR 
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     Tabela 2.5 - Descrição dos primers para amplificação do cDNA do gene CSTB. 

Região Sequência dos primers (5’>3’) 
 

Fragmento 
(pb) 

Ta 
(ºC) 

Exões 1, 2 e 3 
Total 

1s   AGCGCCTACTTGGGCTGA 
7R   AAGATCACCTATTGGGAAGGAAAGA * 

577 62 

Parte do exão 1 e 
2 

3F   GCCGAGACCCAGCACATC * 
4R   TGACACGGCCTTAAACACAG * 

87 62 

Parte do exão 1, 
exão 2 e exão3 

3F   GCCGAGACCCAGCACATC * 
7R   AAGATCACCTATTGGGAAGGAAAGA * 

462 62 

                  pb - pares de bases; s - sense; F - Forward; R - Reverse; Ta - temperatura de annealing 
                  * - primers descritos em Joensuu et al., 2007. 
 
 

 

 

                                                      1s_________________________  7R 

                                                           3F_____4R 

                                                        3F____________________   7R 

 

      Figura 2.2 - Esquema do cDNA da CSTB e dos fragmentos possíveis para  
      a sua amplificação. 

 

2.4. Análise mutacional do gene CSTB 

 
O estudo do gene da CSTB iniciou-se com a análise do gDNA através da amplificação de 

regiões exónicas, regiões intrónicas flanqueadoras e regiões 5’ e 3’ UTR, para os doentes 

A e B. Posteriormente foi feita a análise do cDNA para o Doente A. Foram utilizados 

primers previamente descritos (Joensuu et al., 2007) e alguns primers específicos 

(Tabelas 2.4 e 2.5). 

 

2.4.1 Verificação dos produtos de PCR 

A validação dos fragmentos de PCR amplificados foi efectuada por electroforese em gel 

de agarose a 2%, em tampão TAE 1X (Invitrogen), onde se aplicou 4μl de produto 

amplificado e se comparou com um marcador de peso molecular de 100pb (Fermentas). 

A visualização destes fragmentos foi feita através de um transiluminador de luz ultra-

violeta. 

 

 

1 2 3    5’UTR 3’ UTR 

 
 
 
 
 

 
 
 

 



Material e Métodos 

 

35 

2.4.2. Purificação dos produtos de PCR 

2.4.2.1. Purificação do produto de PCR por método enzimático 

 

Os produtos de PCR obtidos foram purificados através de um método enzimático usando 

o Kit Exosap-IT®, de forma a eliminar os primers e nucleótidos não incorporados. O 

procedimento consiste em adicionar 2 μl de ExoSap-IT® a cada 5 μl de produto de PCR, 

e incubar a 37ºC durante 15 minutos, seguida de uma incubação de 15 minutos a 80ºC 

para inactivação das enzimas. 

 

2.4.2.2. Purificação do produto de PCR por excisão da banda 

 

Após verificação da amplificação do cDNA, como descrito em 2.4.1., onde se aplicou a 

totalidade do produto amplificado, cada banda obtida foi excisada com um bisturi e 

transferida para um tubo eppendorf. De seguida procedeu-se à sua purificação com o Kit 

Perfectprep Gel Cleanup (Eppendorff) seguindo as instruções do fabricante.   

 

 

2.4.3. Reacção de sequenciação 

Para a preparação da reacção de sequenciação automática utilizou-se uma mistura 

comercial BigDye® Terminator Cycle Sequencing kit2.0 (ABI PRISM, PE Applied 

Biosystems), que contem MgCL2, dNTPs, ddNTPs marcados com 4 fluorocromos 

distintos, tampão e uma AmpliTaq DNA Polimerase. A 2μl desta mistura adicionou-se 

0.65 μl de primer (F ou R) a 1.6 pmol/μl, 2 μl de produto de PCR purificado e água para 

um volume final de 10 μl. 

A amplificação foi efectuada com o programa que inclui uma desnaturação inicial de 3 

minutos a 96ºC, seguido de 25 ciclos de 10 segundos a 96ºC, 5 segundos a 50ºC e 4 

minuto a 60ºC, no termociclador TPersonal (Biometra).  

 

2.4.4. Purificação dos produtos de sequenciação 

Os produtos obtidos após PCR de sequenciação foram purificados em colunas com 

resina Sephadex 7% (GE Healthcare) de forma a eliminar os dNTPs e ddNTPs não 

incorporados e também sais que pudessem interferir com a electroforese capilar. O 

procedimento inicia-se com uma centrifugação de 3520xg durante 4 minutos (Centrifuga 
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Biofuge Pico, Heraeus) para retirar o excesso de água da resina, de seguida adiciona-se 

a amostra à resina e centrifuga-se novamente a 3520xg durante 4 minutos (Centrifuga 

Biofuge Pico, Heraeus). Deixa-se secar durante 15 minutos a 80ºC e ressuspende-se 

com 20 μl de Hi-Di Formamida Desionizada (Applied Biosystems) por agitação no vortex 

e dissolução completa à temperatura ambiente durante 10 minutos. 

 
 

2.4.5. Sequenciação dos fragmentos 

 

A análise dos fragmentos foi realizada por electroforese capilar no sequenciador 

automático ABI PRIS3130xl (Applied Biosystems) e os resultados foram analisados no 

programa Chromas. 

 

2.5. Imunofluorescência 

2.5.1.Imunofluorescência indirecta 

 

As células foram cultivadas em lamelas de vidro (Roth) colocadas em caixas de petri de 

8,8 cm2 (Nunc) e após atingirem 80% de confluência foram lavadas três vezes durante 2 

minutos com PBS 1x. A fixação das células foi efectuada com metanol durante 5 minutos 

a -20 ºC seguida de três lavagens com PBS 1x (três vezes durante 2 minutos). As células 

foram bloqueadas com PBS 1x/ 1% BSA/ 0,01% Triton X-100 durante 30 minutos à 

temperatura ambiente. De seguida, procedeu-se à incubação com o anticorpo primário 

(Monoclonal Anti-Lamp1, IgG1 de ratinho, Santa Cruz Biotechnology, Inc) diluído na 

solução de bloqueamento (1:200), durante a noite a 4 ºC e posteriormente procedeu-se à 

incubação com o anticorpo secundário (Anti-mouse-FITC, IgG de galinha, Santa Cruz 

Biotechnology, Inc) diluído na solução de bloqueamento (1:200) durante 2 horas à 

temperatura ambiente. As células foram lavadas com PBS 1x (três vezes durante 2 

minutos). As lâminas foram montadas com meio de montagem Antifade Slow Fade 

(Invitrogen).  

As lâminas foram observadas no microscópio de fluorescência (Nikon Eclipse E400), 

usando os filtros adequados para os fluoróforos do anticorpo secundário usado. As 

imagens das células foram captadas com a objectiva de 100x utilizando a câmara Nikon 

Colpix 950. As imagens foram processadas recorrendo ao programa bioinformático 

ImageJ (versão 1.38). 



Material e Métodos 

 

37 

 

2.5.2. Estudos com LysoTracker 

 

As células foram cultivadas em lamelas de vidro (Roth) colocadas em caixas de petri de 

8,8 cm2 (Nunc) com meio completo e após atingirem 80% de confluência foram lavadas 

com meio completo. Posteriormente foram incubadas com 60nM de LysoTraker 

BlueDND-22 em meio completo durante 2 horas a temperatura ambiente. Após lavagem 

com meio completo as células foram montadas sobre uma lâmina de vidro côncava 

(Roth). As lâminas foram observadas no microscópico de fluorescência (Nikon Eclipse 

E400). As imagens das células foram captadas com a objectiva de 100x utilizando a 

câmara Nikon Colpix 950. As imagens foram processadas recorrendo ao programa 

bioinformático ImageJ (versão 1.38). 

 

2.6. Rastreio populacional 

 
A alteração detectada no doente em estudo, foi uma mutação silenciosa e ainda não 

descrita e, como tal, foi efectuado um rastreio populacional em 150 indivíduos controlo 

para esclarecer se era, ou não, uma variação polimórfica. O fragmento usado para o 

rastreio populacional foi o 2F/2R (Tabela 2.4) que engloba parte da sequência 5’UTR que 

contem o dodecâmero, o exão 1 e parte do intrão 1. Com a amplificação deste fragmento, 

também, foi possível analisar o número de repetições do dodecâmero 

(CCCCGCCCCGCG) nestes controlos. 

As condições de PCR (Tabela 2.4), a verificação da amplificação e a purificação dos 

produtos PCR foram efectuados conforme já descrito nos pontos 2.4.1 e 2.4.2.1, 

respectivamente.  

O PCR de sequenciação e a purificação dos produtos de sequenciação foram elaborados 

como descritos em 2.4.3. e 2.4.4., a análise foi elaborada apenas no sentido reverse (2R) 

de forma a evitar possíveis artefactos resultantes de eventuais heterozigotias do 

dodecâmero existente nessa região. 

 

2.7. Análise Bioinformática 

 
Os primers foram desenhados com a ajuda do programa NCBI Primer-Blast, recurso 

informático que permite desenhar e confirmar a qualidade dos primers em relação à sua 
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especificidade e compatibilidade. A análise das sequências foi feita através do programa 

Chromas.  

A consulta da sequência de referência do gene CSTB (ENSG00000160213) e a pesquisa 

de SNPs foi efectuada na base de dados Ensembl Genome Browser.  

Para fazer a previsão de splicing foi usado o programa informático Splice Site Prediction 

by Neural Network at BDGP (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html). 

 

2.8. Inquérito 

 

No sentido de divulgar a possibilidade da realização do estudo molecular da EPM1 e de 

se tentar fazer a caracterização da população portuguesa foi elaborado um inquérito 

(Anexo1). Pretende-se saber quais os doentes já diagnosticados, clinicamente e 

molecularmente, compilar as mutações já identificadas e analisar casos com suspeita 

clínica de EPM1. 

O envio deste inquérito será feito para os principais centros de estudo de Epilepsia em 

Portugal, para que nos sejam enviadas as amostras e/ou os dados de doentes ou casos 

com suspeita de EPM1. 
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3. Resultados e Discussão 

 
Foram optimizadas as condições para análise do gene da CSTB, gDNA e cDNA, com 

excepção da análise da expansão do dodecâmero. 

A análise do Doente A com suspeita de EPM1 permitiu identificar uma nova mutação de 

splicing (c.66G>A), no exão 1, e confirmar a homozigotia com a realização do estudo dos 

pais.  

No Doente B com epilepsia mioclónica progressiva não foi detectada nenhuma alteração 

causal, podendo-se concluir que esta epilepsia não é relacionada com a cistatina B. 

 

3.1. Implementação do estudo molecular da EPM1 

3.1.1. Optimização das condições para detecção da expansão do 
dodecâmero (CCCCGCCCCGC) 
 

A sequência da expansão do dodecâmero é constituída exclusivamente por guanina (G) 

e citosina (C), o que dificulta a sua análise através da técnica de PCR devido à formação 

de estruturas secundárias complexas que tornam as condições de PCR muito específicas 

e exigentes. Dos protocolos já existentes para amplificar sequências ricas em GC, como 

os descritos para X-Frágil, por exemplo, nenhum foi possível adaptar para a expansão do 

dodecâmero da EPM1 (Lalioti et al.,1998). 

Para todas as experiências realizadas foram usados um controlo normal (3/3 -193pb) e 

um controlo homozigótico para a expansão e nalgumas experiências foi usado também 

um controlo heterozigótico. O controlo homozigótico apresenta 60/63 repetições e o 

controlo heterozigótico apresenta 2/61 repetições o que corresponde, respectivamente, a 

fragmentos com tamanhos de 877/912 pb e 181/889 pb.  

Na análise da expansão começamos por usar as condições experimentais descritas por 

Joensuu et al., 2007 (Tabela 2.2) com algumas modificações (Tabela 2.3 - A). Um dos 

constituintes da mistura de reacção GC-melt Mix (Clontech) foi substituído por Betaína e 

foram experimentados os três tampões do kit, pois no artigo não vinha especificado qual 

o utilizado. Várias experiências foram elaboradas mas não foi possível a reprodução dos 

resultados com as condições descritas, isto é, nenhum fragmento foi amplificado 

incluindo o do alelo normal (Figura 3.1- A). 

Das várias experiências realizadas com estas condições, os resultados obtidos foram 

sempre semelhantes, ou seja, na técnica descrita nenhum dos fragmentos amplificou, o 
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que pode significar que o aditivo usado GC–melt Mix (Clontech) poderá ser essencial 

para amplificação deste PCR com estas condições, ou também ser um factor crítico o 

termociclador usado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Com as condições descritas em B e E da Tabela 2.3, apenas a banda correspondente ao 

alelo normal amplificou (Figura 3.1- B). Nos resultados obtidos não se notam diferenças 

significativas, nem em relação às diferentes experiências (B e E) nem à variação de 

temperatura de annealing, de 55 e 57ºc, na experiência B. Verificando-se, no entanto, 

menor especificidade para o fragmento correspondente ao alelo normal com as 

condições da experiência B. 

       

  

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 

 

 
 
Figura 3.2 - Resultado da amplificação da expansão com as condições descritas na Tabela 2.3 - C; 1 
– controlo homozigótico para a expansão; 2 - controlo heterozigótico para a expansão; 3 - controlo 
normal; M - marcador de peso molecular 100pb. 

 

    1        2        3       M     

                                             
  

 

 
Figura 3.1 - Resultado da amplificação da expansão com as condições descritas na Tabela 2.3 - 
A, B (55ºC), B’ (57ºC) e E; 1, 3, 5 e 7 – controlo homozigótico para a expansão; 2, 4, 6 e 8 - 
controlo normal; M - marcador de peso molecular 100pb.  

 

 

       1     2     3    4     5   6      7     8    M 

         A           B            B’           E 

193 pb 

±850 pb 

193 pb 

181 pb 

 

   1        2       3        M 
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Com a experiência C (Figura 3.2), obteve-se a amplificação de uma banda de alto peso 

molecular, no entanto este não é o resultado esperado, pois no caso 1 previa-se a 

amplificação de duas bandas 877/912 pb e no caso 2, uma banda de 889 pb e outra de 

181pb. Com estas condições apenas amplifica o alelo normal e não é possível a distinção 

dos casos homozigóticos para a expansão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Com as condições descritas na Tabela 2.3 - D, obteve-se o resultado visualizado na 

Figura 3.3. Amplificou um fragmento de cerca de 910 pb provavelmente um dos 

fragmentos de interesse, mas apenas um foi amplificado, como tal não é possível a 

distinção entre o diferente número de repetições nos homozigóticos. 

De todas as experiências realizadas em nenhuma se obteve o resultado esperado. Parte 

das experiências teriam que ter sido realizadas variando em paralelo várias condições do 

PCR, como por exemplo, para a mesma temperatura de annealing fazer diferentes 

concentrações tanto dos aditivos, como também variando a concentração de MgCl2. 

Seria, igualmente, desejável experimentar programas de PCR descritos recentemente 

como sendo mais indicados para sequências ricas em GC, como por exemplo o 

Slowdown PCR que se baseia no uso de diferentes temperaturas de annealing (Frey et 

al., 2009). Uma outra possibilidade é o desenho de novos primers para amplificar este 

fragmento ou a utilização técnicas alternativas ao PCR.  

O principal factor limitante das experiências foi a quantidade de amostra. As amostras de 

gDNA cedidas pelo laboratório finlandês foram insuficientes, para a realização de todas 

Figura 3.3 - Resultado da amplificação da expansão com as condições descritas na Tabela 2.3 - D; 
M - marcador de peso molecular 100pb; 1 - controlo homozigótico para a expansão; 2 - controlo 
normal 

 

 

   M      1       2 

±910 pb 

 193 pb 
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568 pb 

as experiências que seriam necessárias de forma a testar variações adicionais nas 

condições experimentadas. 

A optimização das condições de amplificação da expansão do dodecâmero não foi 

possível devido à dificuldade inerente ao tipo de sequência a amplificar, muito repetitiva e 

com um alto teor de GC, cerca de 75%, mas também pela quantidade insuficiente da 

amostra que tínhamos disponível. Outras experiências terão que ser realizadas no 

sentido de implementar a metodologia necessária para a análise desta alteração.  

 
 

3.1.2. Optimização das condições de amplificação para o gene da CSTB 

(gDNA e cDNA) 

 

Com as condições de amplificação dos exões, intrões e das junções exão-intrão, 

descritas na Tabela 2.4 no Capitulo 2,  foi possível a optimização da amplificação do 

gDNA da CSTB. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
Com as condições descritas no ponto 2.7.3 foi possível a optimização da amplificação do 

cDNA.   

3.2. Estudo dos doentes com suspeita de EPM1 

 

3.2.1 Doente A - Identificação e caracterização da mutação c.66G>A (Q22Q)  

 
No Doente A foi identificada a alteração c.66G>A (Q22Q) em homozigotia sendo 

posteriormente confirmada a segregação familiar através do estudo dos pais. 

675 pb 

 457 pb 

pb 

 

 
 

 M    1    2    3    4   5    6 

    

925 pb 

pb 

 421 pb 

 

Figura 3.4 - Fragmentos amplificados para a análise do gDNA do gene da CSTB (exões, intrões 
e junções exão-intrão); 1 - 6 corresponde aos fragmentos amplificados; M - marcador de peso 
molecular 100pb. 
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A utilização dos métodos de análise do gene da CSTB descritos previamente (Capitulo 2) 

permitiu a identificação da mutação c.66G>A (Figura - 3.5). Esta alteração localiza-se no 

último nucleótido do exão 1, na junção exão-intrão. Esta mutação pontual não causa 

alteração do aminoácido glutamina na posição 22 mas perturba um local de splicing 

(AG/gt). A análise deste fragmento (2F/2R) permitiu também identificar o número de 

repetições do dodecâmero para esta família. O doente e a mãe são ambos homozigóticos 

para a forma com 3 repetições do dodecâmero (3/3) e o pai é composto heterozigótico 

com 3 repetições num alelo e 2 no outro (3/2).   

Nesta família foram ainda detectados, no intrão 1, três SNPs já descritos: c.67-479 t>g (rs 

13046612), c.67-471 t>g (rs 13046607) e c.67-456 t>g (rs 35006428). O doente  

apresenta homozigotia (t/t) e a mãe e o pai  heterozigotia para estas alterações. 

A mutação identificada c.66G>A está, portanto, associada à sequência polimórfica de 3 

repetições do dodecâmero e à variante t dos SNPs descritos anteriormente.  

 

Cromatograma da 
sequência 

com a mutação 
Q22Q 

Resultados 
Mutação/nº 
repetições 

Cromatograma da sequência com o 
número de repetições do dodecâmero 

 

 

 

 

 

Doente 

c.66G>A:    
A/A 

 

        3/3 

 

 

        Mãe 

c.66G>A:    
G/A 

 

        3/3 

                                  

      

 Pai 

c.66G>A:    
G/A 

 

        3/2  

 
Figura 3.5 - Resultados da análise por sequenciação do fragmento 2F/2R do gDNA do doente 
com EPM1 e dos seus pais. 

 

A maioria das mutações de localização exónica é apenas considerada como causal 

quando a capacidade codificante está comprometida. No entanto, existem mutações 

exónicas silenciosas que alteram o splicing e são responsáveis por alterações 
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patológicas graves sem apresentarem qualquer efeito directamente previsível na função 

ou estrutura da proteína em causa (revisto em Faustino e Cooper, 2003). 

Recorreu-se ao programa informático Splice Site Prediction by Neural Network at BDGP 

para se efectuar a previsão de splicing causado pela alteração c.66G>A. Verificou-se que 

com a presença desta mutação era alterada uma região crítica da sequência, dando 

origem a perda do local dador de splicing (5’ss), com o valor normal de score de 0.78, 

originando um novo local dador de splicing com um score de 0.98. Aparentemente, o 

local aceitador (3’ss) manteve-se inalterado.  

Para além do estudo do gDNA, foi realizado o estudo do mRNA, para se esclarecer o 

efeito desta alteração a nível de splicing da proteína, através da análise do cDNA.  

Os resultados obtidos através da análise de cDNA (Figura 3.6) permitiram verificar a 

existência de um transcrito normal (87pb), semelhante ao controlo normal, e de um 

transcrito alternativo (451pb). O transcrito alterado é resultante da perda do local normal 

de splicing com a inclusão parcial de região intrónica e com activação de um novo local 

localizado a 364 pb do início do intrão 1, posteriormente confirmado por sequenciação 

(Figura 3.7).  

Na Figura 3.8 encontram-se esquematizados os resultados confirmados da previsão 

efectuada anteriormente. 

             

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Consequentemente esta alteração, que poderia ser silenciosa, origina uma alteração a 

nível da transcrição e, caso o transcrito anormal seja estável, origina também um péptido 

alterado devido à inclusão de 14 aminoácidos e aparecimento de um codão de stop a 14 

aminoácidos do resíduo Q22. No doente em causa, homozigótico para c.66G>A (p.Q22Q) 

Figura 3.6 - Análise do fragmento 3F/4R (Tabela 2.2) do cDNA do doente com a alteração c.66G>A 
no gene da CSTB. 1 - cDNA do doente EPM1; 2 - cDNA do controlo normal; M - Marcador de peso 
molecular 100bp. 

  

1      2      M 

451pb 

87pb 
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obtiveram-se dois transcritos principais e a mutação poderia denominar-se por r.[66g>a, 

65_66ins66+364pb] uma vez que há um deslocamento do local dador de splicing para o 

intrão 1, com inserção de 364 nucleótidos pertencentes à sequência intrónica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 3.7 - Representação parcial da sequência do cDNA e da grelha de leitura da proteína de 
um controlo normal (a)) e do Doente A (b)) com a mutação c.66G>A, no qual se verifica a inclusão 
de parte do intrão 1 (364pb). 
 

 

A obtenção de duas bandas, uma de tamanho normal e outra de tamanho alterado, indica 

a existência de duas isoformas do mesmo transcrito. A utilização de um local de splicing 

alternativo, tal como noutros casos, resulta na retenção parcial do intrão e na introdução 

de um codão de stop prematuro. O aparecimento de um codão de stop prematuro pode 

levar à degradação do transcrito através de NMD (nonsense mediated decay) e à 

subsequente perda de função. 

Assim, a identificação e estudo desta mutação contribui para um aumento da 

heterogeneidade molecular das alterações no gene CSTB.  

 
 
 

Exão 1  Exão2  

Exão 1  Intrão 1  

 

a) 

b) 
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Figura 3.8 - Representação esquemática do transcrito normal e dos transcritos obtidos na 
presença da mutação c.66G>A. Representação dos diferentes valores de score para o 5’ splice-
site (ss), 3’ splice-site (ss) e 5’ splice-site (ss) alternativo. 
 
 
 

Relativamente ao perfil mutacional conhecido nos doentes com EPM1, é de referir que a 

alteração c.66G>A é, apenas, a segunda mutação detectada em homozigotia, sendo a 

mutação c.10G>C (G4R) a primeira a ser descrita como tal. 

O splicing alternativo normal é um processo utilizado de forma a permitir gerar transcritos 

distintos em tipos de células, tecidos ou fases de desenvolvimento diferentes. Este 

mecanismo permite aumentar a diversidade de funções a partir de uma mesma 

informação genética. No entanto, tal como neste caso, a alteração do processo normal de 

splicing pode resultar numa deficiência patológica. 

 

3.2.2 Análise do Doente B _ Estudo do gDNA 

 

No Doente B foi analisado o gDNA e não foi detectada alguma mutação causal. Foram 

apenas identificados alguns SNP já descritos (Tabela 3.1) e homozigotia para 3 

repetições do dodecâmero.  

 

 

exão1 exão2

intrão 1

exão1 exão2

intrão 1

364pb

exão1 exão2

intrão 1
AG gt

AA gt

AG gtAA

x

3’ ss
5’ ss

5’ ss

alternativo

3’ ss5’ ss

3’ ss

Transcrito normal

Transcrito 1

Transcrito 2

0.78 0.98

0.78 0.98

0.98 0.98
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                         Tabela 3.1 - Resultados obtidos na análise do gDNA do Doente B. 

Alterações detectadas 

 

Resultado 

Repetição do dodecâmero 

(CCCCGCCCCGCG) 

3/3 

c.67-479 t>g 

(rs 13046612) 

t/g 

c.67-471 t>g 

(rs 13046607) 

t/g 

c.67-456 t>g 

(rs 35006428) 

t/g 

                          

Para se prosseguir com a análise do cDNA seriam necessárias mais informações clínicas 

no sentido de se averiguar se o diagnóstico clínico continua a ser sugestivo de EPM1. 

 

3.3. Rastreio populacional 

 
Na análise dos 150 indivíduos controlo (300 alelos) não foi detectada a mutação c.66G>A 

(Q22Q) em algum dos casos estudados, o que corrobora a hipótese de que se trata de 

uma mutação causal.  

Paralelamente, foi analisada a variação polimórfica do dodecâmero (CCCCGCCCCGCG) 

nestes indivíduos, tendo sido detectados 50% de indivíduos com a variação de 3 

dodecâmeros em cada alelo (3/3), 40.7% com 3 num alelo e 2 no outro (3/2) e 9.3% de 

casos homozigóticos para 2 dodecâmeros (2/2) (Tabela 3.2). Relativamente à variante 

com 3 repetições está descrita a sua frequência como sendo de 66% para a população 

Caucasiana normal (Lalioti et al., 1998). No nosso estudo foi obtido um resultado de 70%, 

um valor semelhante ao descrito. 
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                                 Tabela 3.2 - Resultados obtidos no rastreio populacional. 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
Foram detectados dois SNPs já descritos, embora sem dados de frequência, o 

c.15G>T_G/T num indivíduo e c.-54C>T_C/T em dois dos casos estudados.  

Com este rastreio em indivíduos controlo foi possível iniciar a caracterização do gene 

CSTB na população portuguesa. 

 

3.4. Microscopia de imunofluorescência 

 

Com o objectivo de estabelecer a localização celular da cistatina B previu-se proceder a 

estudos de co-localização, utilizando células controlo e células do doente, com anticorpos 

específicos contra proteínas marcadoras do lisossoma, designadamente a anti-LAMP1 

(Lysosomal-associated membrane protein 1), proteína lisossomal membranar 

fundamental para garantir as funções normais do lisossoma, e o marcador lisossomal 

LysoTracker® Blue DND-22 (composto fluorescente organelo-sensível com 

excitação/emissão máxima de 373/422 nm) que permite visualizar de forma específica os 

lisossomas em células vivas. Uma vez que o anticorpo anti-Cistatina B ainda não está 

disponível no nosso laboratório, procedeu-se a estudos preliminares apenas com o 

anticorpo anti-LAMP1 e o LysoTracker®.  

Este estudo foi iniciado apenas com o doente A. 

Alterações 
detectadas 

Indivíduos 

 

c.66G>A 
 

0 % 

nº de repetições  

3/3 

50% 

 

nº de repetições  

3/2 

40,7% 

 

nº de repetições  

2/2 
9,3% 

c.15G>T_G/T 

(rs4533) 
0,66 % 

c.-54C>T_C/T 

(rs59649299) 
1,33 % 
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Imunofluorescência indirecta 
 

Para a experiência de imunofluorescência com o anti-Lamp1, foram utilizadas culturas em 

monocamada de fibroblastos humanos do doente A e de um controlo normal segundo as 

condições descritas em 2.5.1. O resultados obtidos (Figura 3.9), quer para as células 

controlo, quer para as células do doente, evidenciam uma marcação punctata, vesicular e 

perinuclear, característica da marcação lisossomal normal.  

 

 
 

              
 
 

 

 
 
 
Estudos com LysoTracker 
 

A experiência foi realizada com o intuito de estabelecer as condições experimentais deste 

marcador lisossomal e para a confirmação da integridade lisossomal, através da 

marcação fluorescente de fibroblastos em cultura, com as condições descritas em 2.5.2. 

Esta experiência também foi realizada utilizando os fibroblastos do Doente A e de um 

controlo normal (Figura 3.10). Com este estudo é possível avaliar a qualidade e 

quantidade de lisossomas.  

 

CN DA 

Figura 3.9 – Distribuição citoplasmática dos lisossomas por imunofluorescência indirecta em 
fibroblastos humanos cultivados. CN – células do controlo normal; DA – células do Doente A. 
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Com esta experiência preliminar, os resultados obtidos para as duas linhas celulares são 

semelhantes, apresentando uma marcação vesicular e perinuclear característica da 

marcação lisossomal. A utilização futura deste marcador com o anticorpo anti-cistatina-B 

poderá permitir avaliar uma possível alteração da cistatina B.  

 
 
 
 
 
 

 
 

CN DA 

 
Figura 3.10 – Marcação lisossomal com o corante LysoTracker em fibroblastos humanos 
cultivados. CN – células do controlo normal; DA – células do Doente A. 

 
 CN – células do controlo normal; DA – células do Doente A. 
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4.Conclusão 
 
Sendo a doença de Unverricht-Lundborg (EPM1) uma doença autossómica recessiva 

sem diagnóstico laboratorial em Portugal, e da qual se desconhece o impacto real em 

termos de saúde pública, é importante a implementação do estudo genético e 

investigação aplicada desta doença. 

 

Com este trabalho foi possível atingir os objectivos propostos:  

procedeu-se à optimização das condições técnicas para a amplificação do gene CSTB, 

com excepção da pesquisa da expansão do dodecâmero; efectuou-se a caracterização 

mutacional e a confirmação do diagnóstico clínico de um doente; demonstrou-se, mais 

uma vez, a importância do processo correcto de splicing; contribuiu-se para o 

conhecimento da existência de heterogeneidade mutacional em EPM1; iniciou-se a 

caracterização do gene CSTB em Portugal. 

 

Com a implementação da restante metodologia foi possível a caracterização molecular de 

um doente com EPM1, que apresenta uma mutação de splicing não descrita c.66G>A 

(Q22Q). A identificação desta mutação não-clássica pode sugerir a existência de um 

perfil mutacional diferente em doentes portugueses.  

O outro doente estudado, com suspeita de Gaucher Tipo III, não apresenta alterações no 

gene da CSTB. Neste momento, os dados clínicos que possuímos são insuficientes para 

considerar este caso como tendo uma forte suspeita clínica de EPM1 e justificar a 

continuidade do estudo deste gene, sendo de esperar que o despiste de outras doenças 

metabólicas venha a ser conclusivo. 

No estudo de doentes com suspeita de EPM1 é, assim, fundamental para o diagnóstico 

diferencial uma caracterização clínica detalhada e o exame histopatológico para 

determinação da existência (ou ausência) de corpos de inclusão. 

 

A detecção de uma alteração de splicing nova contribui para a demonstração da 

importância da avaliação do RNA, em termos de diagnóstico e investigação, mesmo em 

casos com alterações aparentemente silenciosas. No gene da cistatina B a causa mais 

frequente de deficiência, relacionada com EPM1, resulta de alterações a nível do 

processamento de RNA.  
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     5. Perspectivas futuras 

 
Os métodos implementados, neste trabalho, têm aplicação imediata a nível da 

caracterização mutacional de doentes com EPM1 permitindo uma identificação mais 

precisa destes doentes.  

Através da divulgação do inquérito concebido ao longo deste trabalho é previsível que 

a recolha de dados e de amostras permita um levantamento dos casos com quadro 

clínico compatível, a divulgação da doença, um aumento do conhecimento sobre a 

EPM1 e permitirá também efectuar a sua caracterização e avaliação do impacto na 

nossa população. 

Uma vez que não se conseguiu a optimização da detecção da expansão do 

dodecâmero, de forma reprodutível, será desejável prosseguir com outro tipo de 

abordagem.  

A avaliação de alterações a nível de RNA por qRT-PCR poderá facultar uma forma 

alternativa/complementar na caracterização desta patologia. Dado não ter sido 

possível concluir atempadamente as experiências de imunofluorescência, será 

interessante prosseguir com estes estudos de forma a avaliar e verificar a localização 

celular da cistatina B. A análise da proteína, por Western blotting, poderá também 

complementar a avaliação do defeito causal de EPM1.  
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