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RESUMO

xii



A epilepsia acomete uma consideravel parcela da populacdo mundial (0,5 — 1%). Dentre
suas causas destacam-se as epilepsias idiopaticas e as malformacdes corticais, por
possuirem uma base genética bem definida. As epilepsias idiopaticas possuem uma
etiologia genética, mas na maioria das vezes nenhuma anormalidade estrutural é
identificavel. J& as malformacdes corticais sdo desordens conseqiientes de falhas no
desenvolvimento do coértex cerebral, por isso também denominadas de distirbios do
desenvolvimento cortical (DDC).

Analisando pacientes com Epilepsia de Lobo Temporal Lateral Autossomica Dominante
(ELTLAD), nosso grupo localizou uma alteracdo no sitio de splicing no gene LGI1. Nosso
grupo também descreveu uma mutacdo de sentido trocado no gene FLN1, em duas
pacientes (méde e filha) acometidas por Heterotopia Nodular Periventricular, um tipo de
DDC.

O objetivo principal desse projeto foi caracterizar, em nivel molecular, essas alteracdes
génicas, como um primeiro passo na elucidagdo dos mecanismos destas desordens
genéticas. Além disso, era nosso interesse observar se as alteracbes moleculares
encontradas poderiam explicar a variabilidade clinica observada em nossos pacientes
(Sheen et al., 2001; Parrini et al., 2004). Para tal, extraimos o RNAmM dos pacientes
portadores destas sindromes, convertendo-o em cDNA, que foi amplificado com primers
especificos, e posteriormente seqiienciados. O RNAm dos pacientes acometidos por
Heterotopia Nodular Periventricular foi extraido de sangue periférico. JA no caso de
pacientes com EPADSA, obtivemos amostras de epiderme para obtencdo do RNAmM.
Nossos experimentos indicam que o mecanismo molecular mais provavel envolvido na
mutacdo 1159G—C no gene FLN1 é destruicdo do sitio doador de splicing do intron 6,
levando a manutencdo do intron 6 durante o processamento do RNAmM e a consequente
aquisicdo de um codon de parada prematuro que resultaria na sintese de uma proteina
truncada. Quanto a analise da mutacdo IVS7(-2)A—G no gene LGI1, infelizmente nédo
fomos capazes de obter resultados conclusivos. O estudo in silico da proteina truncada que
seria formada em decorréncia da mutacdo no gene FLN1 prediz a perda de dominios
funcionais essenciais da proteina. Além disso, encontramos evidéncias experimentais de
que as diferengas clinicas encontradas nas duas pacientes que apresentam a mesma mutacao
em FLN1 (mée e filha), podem em parte, ser explicadas por alteracbes no mecanismo de
inativagdo randdmica do cromossomo X.

Resumo
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Epilepsy is a very frequent condition, been present in around 0.5 to 1% of human
population. Among the most frequent causes of epilepsy we can identify genetic
predisposition to seizures and cortical malformations. The idiopathic epilepsies are
regarded as caused by genetic mechanisms, most of them with no structural abnormalities
being detected. By the other hand, malformations of cortical development (MCD) are the
result of abnormalities during the normal developmental stages of the brain and will

generally result in identifiable brain structural abnormalities.

We studied patients with a form of temporal lobe named autosomal dominant partial
epilepsy with auditory features (ADPEAF) and identified a splicing site mutation in the
LGI1 gene. In addition, we identified a point mutation in the FLN1 gene in two patients

(mother and daughter) with a type of MCD, periventricular nodular heterotopia.

The main objective of this project was to characterize the molecular defect resulting from
both mutations, as well as to investigate if these mechanisms could explain the clinical
variability observed in our patients. We extracted mRNA from patients carrying both
mutations for subsequent synthesis of cDNA. In patients with FLN1 mutation mRNA was
obtained from peripheral blood and in patients with LGI1 mutation mRNA extractions were
attempted from skin fibroblasts. Our results indicate that the molecular mechanism
involved in the FLN1 1159G—C mutation is probably the destruction of the splicing donor
site at intron 6, leading to the its transcription during mRNA processing, which, in turn,
will add a premature stop codon resulting in a truncated protein. Unfortunately we were
unable to obtain conclusive results in the LGI1 experiments. In addition, in silico prediction
studies o the truncated FLNI1 protein shows that important functional domains are lost in
the resulting mutated form. Furthermore, we found experimental evidence that the clinical
variability observed in the two patients with FLN1 mutation could be explained, at least in

part, by abnormal skewed X chromosome inactivation.

Abstract
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O termo epilepsia refere-se a um conjunto de sindromes, ou seja, conjuntos de
sinais e sintomas de diferentes etiologias e prognosticos que, nesse caso, apresentam uma
caracteristica comum: a ocorréncia de crises epilépticas. Tais crises recorrem na auséncia
de condi¢do toxico-metabdlica ou febril, sendo sua taxa de prevaléncia estimada entre
0,5 a 1% da populacdo, o que faz das epilepsias um problema de satide publica mundial

(Borges et al., 2004).

A crise epiléptica ¢ causada por descargas elétricas excessivas e transitorias das
células nervosas, resultantes da movimentacdo idnica anormal através da membrana
neuronal. Existem varias causas para a ocorréncia de crises epilépticas, como distirbios
metabolicos, traumas cranio-encefalico, estados febris, defeitos genéticos, malformagdes

corticais, dentre outros.

As epilepsias de origem genética sdo normalmente agrupadas em trés grupos
principais de acordo com o mecanismo genético envolvido: desordens cromossdmicas,
desordens Mendelianas, nas quais ha um tnico gene (ou um gene principal) envolvido, e as
ndo-Mendelianas ou complexas, que estdo possivelmente envolvidas com varios loci e
fatores ambientais. Cerca de 120 doencas Mendelianas nas quais existe a ocorréncia de

epilepsia ja foram descritas (Robinson e Gardiner, 2004).

1.1- Epilepsia Parcial Autossomica Dominante com Sintomas Auditivos (EPADSA)

Dos varios tipos de epilepsias, a epilepsia do lobo temporal (ELT) ¢ a mais
freqliente e representa 40% de todas as sindromes epilépticas (Sutula, 1990). Dentre as
epilepsias de lobo temporal destaca-se um subtipo denominado de Epilepsia Parcial
Autossomica Dominante com Sintomas Auditivos (EPADSA) que ¢ caracterizada pela
ocorréncia de aura com componente auditivo precedendo as crises parciais complexas que
apresentam, em geral, evolucdo benigna. Esta sindrome possui padrio de heranca
autossomico dominante sendo que uma parte das familias possui ligagdo genética no

cromossomo 10g24 (Ottman et al., 1995; Poza et al., 1999; Winawer et al., 2000).

Introducéo
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Kalachikov et al. (2002) descreveram mutagdes no gene LGI1, localizado nesta
mesma regido, como responsdveis por esta sindrome. Esse gene foi primeiramente
identificado em pacientes com gliomas de alto grau no qual havia perda de ambos os alelos
por alteragdes citogenéticas como translocacdo balanceada e perda de heterozigose
(Chernova et al., 1998) e estudos posteriores confirmaram o envolvimento do gene LGI1
com a EPADSA (Morant-Redolat et al., 2002; Gu et al., 2002; Pizutti et al., 2003;
Michelucci et al., 2003; Kobayashi et al., 2003), cujas mutagdes tém sido identificadas em
cerca de 50% das familias portadoras de EPADSA (Michelucci et al, 2003;
Berkovic et al., 2004; Ottman et al., 2004).

O gene LGI1 ocupa cerca de 36.9kb e ¢ constituido de 8 exons que variam entre
72 e 1197pb. Seu RNAm, de 2.254pb (por¢do codificante de 1674pb), € expresso
principalmente no sistema nervoso. A proteina LGI1 apresenta uma seqiiéncia peptideo
sinal na regidao N-terminal e trés repeti¢des funcionais ricas em leucina (LRR — leucine rich
repeat) flanqueadas por clusters de seqiiéncias ricas em cisteina. A regidao carboxi-terminal
¢ composta de sete repetigdes em tandem de cerca de 45 aminoacidos, denominadas
epitempinas ou regides associadas a epilepsia (EPTP/EAR), que seriam remanescentes do
dominio estrutural de folha B-pregueada (Furlan et al., 2006), o que inclui a proteina LGI1
na superfamilia de proteinas EPTP (Staub et al., 2002). E interessante citar que as proteinas
contendo dominios LRR estdo envolvidas em processos de ligagdo, interagdes
proteina-proteina e vias bioquimicas de transducdo de sinal (Kobe et al., 1994; 1995),
portanto, a presenca de quatro residuos de cisteina flanqueando as repeticdes LRR pode
indicar que o gene LGI1 pertence ao maior grupo da superfamilia das proteinas LRR: a dos
receptores e proteinas de adesdo (Kobe et al., 1994). Mas a exata fungfo da proteina LGI1
ainda é desconhecida e muito se tem pesquisado nesse sentido. Senechal et al. (2005)
apresentaram evidéncias que a apontam como uma proteina secretada, ou seja, ndo seria
uma proteina transmembrana e nao estaria confinada a um compartimento intracelular. Em
um trabalho publicado em margo de 2006 por Schulte et al., a proteina LGII estaria
relacionada ao canal de potassio Kv1, formando um complexo com sua sub-unidade Kv1.1,
que atua na transmissdo sindptica no sistema nervoso central, antagonizando a rapida
inativacao causada pela sub-unidade Kvf1, atividade que seria prejudicada por mutagdes na

regido C-terminal da proteina. Fukata et al., em artigo publicado em setembro de 2006,
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descreveram a interacao especifica mediada pelos dominios EPTP/EAR da proteina LGI1
com a ADAM?22, essa ultima também relacionada a epilepsia. Ambas proteinas seriam
co-expressas em hipocampo e esse complexo atuaria na transmissdo sinaptica, mais
especificamente a transmissdo glutamérgica, j& que o complexo seria ancorado pela
proteina PSD-95, que atua na organizacao de receptores de glutamato do tipo AMPA e
NMDA. Ja em um trabalho publicado em outubro de 2006, Sirerol-Piquer et al. confirmam
a secrecao celular da proteina LGI1, além de demonstrar que tal secre¢do apenas ocorre se a

mesma estiver glicosilada e se seus dominios EPTP/EAR estiverem intactos.

Recentemente nosso grupo detectou através de seqlienciamento automatico do
gene LGI1 a alteragdo IVS7(-2)A—G, que provavelmente leva a formagdo de um RNAm
aberrante resultando em uma proteina truncada (Kobayashi et al., 2003). No entanto este ¢
apenas um possivel efeito da mutagdo, ja que a mesma poderia levar a sintese de um
RNAm instavel e de facil degradagdo. Desta forma, as crises poderiam ser causadas pela

produgdo de um polipeptideo anormal ou pela haploinsuficiéncia da proteina LGI1.

1.2- O desenvolvimento do cértex cerebral

Distarbios no desenvolvimento cortical (DDC) constituem uma das principais
causas de doenga mental e epilepsia (Kuzniecky, 1993). Cerca de 8% dos pacientes com
epilepsia que procuram tratamento em centros especializados sao portadores de alguma
forma de DDC, correspondendo a segunda etiologia mais freqiiente de epilepsia refrataria,
atrds apenas da epilepsia de lobo temporal associadas a esclerose hipocampal
(Semah, 1998). Avangos na elucidagdo de mecanismos basicos de formacdo do cortex e
exames de ressonancia magnética (RM) t€ém demonstrado que os DDC também podem ser

conseqiiéncia de fatores genéticos, e ndo apenas de insultos pré-natais.

O desenvolvimento do cortex cerebral humano pode ser divido em trés grandes
estagios: proliferacdo, migragdo e diferenciagdo. A proliferacdo ¢ caracterizada por uma
extensa divisdo dos precursores neuronais na zona ventricular, com inicio entre a

4* ¢ 6* semana de vida do embrido. Depois de cerca de duas semanas inicia-se a fase de
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migracao, na qual os primeiros neurénios pos-mitdticos migram para formar a pré-placa e
as demais ondas migratérias irdo entdo formar a placa cortical, que ird dividir a pré-placa
em duas camadas, uma mais externa que dara origem a camada I do cortex maduro e uma
camada mais interna chamada de sub-placa. O movimento dos neurdnios se da através da
ligacdo com as fibras gliais radiais, que dessa forma, agem direcionando a migracao desde a
matriz germinativa até os limites do cortex. Os neurdnios recém-chegados a placa cortical
organizam-se em camadas para desenvolver o cortex adulto, e ultrapassam os neuronios
mais antigos, acumulando-se progressivamente em camadas mais superficiais num padrao
denominado de inside-out (Angevine, 1961). Uma vez que os neurdnios imaturos chegam
as suas localizacdes definitivas, estes estabelecem uma série especifica de conexdes pela
extensdo de seus axonios e dendritos, caracterizando a fase de organizagdo cortical. Uma
falha dos mecanismos genéticos em qualquer destes trés estagios do desenvolvimento

cortical pode levar ao desenvolvimento de DDC.

As anormalidades de proliferagdo e diferenciagao interferem precocemente com
a formacao cortical, afetando diretamente os precursores neurogliais, o que resulta em uma
arquitetura cortical anormal com um excesso de neuronios piramidais de orientacdo
anormal, células em baldo e neurdnios gigantes displasicos. Os distirbios relacionados a
migracao neuronal raramente apresentam estes tipos celulares, sendo caracterizados pela
presenca de neurdnios imaturos organizados em nddulos ou bandas heterotopicas que
interferem difusamente com o padrao giral (Hannan et al., 1999; Spreafico et al., 1998). Por
fim, as anormalidades referentes a organizagdo cortical sdo aquelas nas quais se acredita

que o defeito ocorreu apos ter se realizado a migracao neuronal, a0 menos parcialmente.

1.2.1- Heterotopia Nodular Periventricular (HNP)

A heterotopia nodular periventricular (HNP) ¢ um distirbio da fase de
migracao, no qual uma fragdo dos neurdnios pos-mitdticos parece ser incapaz de deixar a
zona ventricular, resultando, no adulto, em nodulos de neurdnios diferenciados proximo a
zona ventricular, enquanto outros neurdnios migram normalmente formando o cortex

maduro (Barkovich e Kjos, 1992; Fox et al., 1998, Eksioglu et al., 1996).
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Quando a HNP ocorre em familias, o padrdo de heranga ¢ dominante ligado ao
cromossomo X, afetando principalmente mulheres, j4 que os homens em sua grande
maioria ndo sobrevivem a gestacdo (Kuzniecky, 1993, Huttenlocher et al., 1994). A
principal manifestagdo neurolégica da HNP ¢ a epilepsia (Eksioglu et al., 1996,
Dubeau et al., 1993), provavel conseqiiéncia da localiza¢do heterotopica dos nddulos
neuronais, enquanto a ocorréncia de deficiéncia grave nas fung¢des cognitivas ndo ¢ comum.
Os homens afetados, quando sobrevivem, falecem precocemente devido a problemas de

coagulagdo sanguinea (Fox et al., 1998).

O gene responsavel pela HNP foi clonado na regido gendmica Xq28
(Fox et al., 1998), possui 48 exons e codifica um RNAm de 8.368pb (porgdo codificante de
7944pb), de expressao em todos os tecidos. O seu produto foi identificado como a filamina
1 (Garcia-Higuera et al., 1996), uma proteina de 280kD que realiza ligagdo cruzada com a
actina, sugerindo que sua fun¢do na migracdo neuronal esteja ligada a estrutura do
citoesqueleto. A grande maioria das mutagdes descritas se encontram localizadas nos seis
primeiros éxons codificantes (Garcia-Higuera et al., 1996; Walsh e Cepko, 1992), sendo
essa a regido do gene que codifica um importante dominio funcional envolvido na ligacao
com a actina (Fox et al.,, 1998; Poussaint et al., 2000). Nosso grupo identificou
recentemente uma mutacao localizada na terceira base do ultimo cédon do exon 6, uma
substitui¢do (1159G>C). Esta mutacdo tem dois possiveis efeitos: 1) levar a troca de um
glutamato por um aspartato, dois aminodcidos de propriedades semelhantes na posi¢ao 329

da proteina ou 2) levar a destrui¢do do sitio doador de splicing do intron 6.

Mutagdes de sentido trocado no gene FLN1 tém sido relacionadas a sindromes
que afetam multiplos 6rgdos, como a sindromes otopalatodigital (OPD) tipos 1 e 2,
displasia frontometafiseal e a sindrome de Melnick-Needles (Robertson et al., 2003),
enquanto mutagoes de sitio de splicing ¢ sem sentido estdo envolvidas com heterotopia
nodular periventricular. Ainda ndo foi definida a razdo de tamanha discrepancia entre
doencas decorrentes de mutagdes no mesmo gene e estabelecer as conseqiiéncias

moleculares da mutagdo identificada seria um primeiro passo na elucidagdo dessa questdo.
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2- OBJETIVOS
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2.1- Analisar, do ponto de vista molecular, 0 mecanismo patogénico das mutagdes:

2.1.1- IVS7(-2) A—G no gene LGI1, em 4 pacientes pertencentes a mesma familia e

com diagnostico de epilepsia parcial autossdmica dominante com sintomas
auditivos.

2.1.2- 1159G—C no gene FLN1, em 2 pacientes, mde e filha, com diagnéstico de

heterotopia nodular periventricular.

2.2- Procurar estabelecer correlacBes entre os achados moleculares e fenotipicos dos
pacientes.

Objetivos
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3- MATERIAIS E
METODOS

24



3.1- Aspectos éticos

Os pacientes participaram desse projeto apoOs assinatura de um formulério de
consentimento livre e esclarecido (anexo 2). Um codigo foi designado para cada paciente,
identificando suas amostras de sangue ¢ DNA, assim como os dados clinicos coletados por
questionario, com o intuito de assegurar sua privacidade. Esse estudo obteve aprovacao do

Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp (anexo 1).

3.2- Mutacgéo no gene LGI1:
e Pacientes:

Foram utilizadas amostras de pele de 4 pacientes portadores da mutagdo
IVS7(-2)A—G no gene LGI1. Os pacientes sio membros de uma mesma familia (Figura 1)
e foram diagnosticados para Epilepsia Parcial Autossomica Dominante com Sintomas
Auditivos no ambulatorio de Neurologia do Hospital das Clinicas da Unicamp, seguindo
critérios determinados pelas recomendacdes da ILAE (International League Against
Epilepsy). Esses pacientes foram submetidos a exames de ressondncia magnética de alta

resolugdo e avaliacdo clinica detalhada.
e Extracdo de RNAm de tecido epitelial:

O tecido extraido (cerca de 2cm?) foi macerado com o auxilio do aparelho
Polytron, ja em Trizol na propor¢do de ImL para cada 50mg de tecido macerado. Essa
mistura foi homogeneizada e recebeu 200uL de cloroférmio. Apds nova homogeneizagao
por 15s, incubou-se a mistura por 3 minutos a temperatura ambiente e, em seguida,
centrifugou-se a mesma a 12000g por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi removida e
adicionou-se 0,5mL de isopropanol, incubando a temperatura ambiente por 15 minutos. A
amostra foi novamente centrifugada nas mesmas condi¢cdes. Removeu-se o sobrenadante e
o RNA foi lavado 2 vezes com 1mL de etanol 75% e centrifugado a 7500g por 3 minutos a
4°C. Apés a retirada do etanol do tubo, ele foi deixado para secar a temperatura ambiente

por 10 minutos e o RNA foi ressuspendido em 50uL. de agua RNase-free. Primeiramente, a
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extracdo de RNA foi testada com tecido de camundongo Balb C nude, seguindo para
amostras de pele humana cedidas pelo Ambulatorio de Cirurgia Plastica do Hospital das

Clinicas da Unicamp, e, depois disso, para amostras de pacientes portadores de mutagao.
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Figura 1- Heredograma da familia estudada para o gene LGI1. Em destaque, os pacientes

que aceitaram participar desse estudo.

e Transformacdo do RNAm em cDNA:

A obtencdo da 1* fita de cDNA a partir do RNA extraido de epiderme foi
realizada utilizando-se o kit de RT-PCR Improm Il Reverse Transcriptase System

(Promega).

A amplificagdo do cDNA de LGI1 foi realizada pela técnica da PCR,
utilizado-se para tal seqiiéncias de primers especificas que abrangessem todo o produto
transcricional. As reagdes foram preparadas para um volume final de 15uL, contendo 40ng
de cDNA, 100ng de cada seqiiéncia de primer, sense ¢ antisense, 10mM de dNTP, 1
unidade de Taq DNA polimerase e 2mM MgCl,. Tais reagdes foram submetidas a seguinte

ciclagem:
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Figura 2- Ciclagem de PCR LGI1, com temperaturas e tempo de imersao.

e Analise dos produtos de PCR

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%, em

tampao TBE 1x, para a possivel detec¢ao de bandas andmalas.
e PCR em Tempo Real

Como a auséncia de bandas andmalas, o mecanismo da mutacdo poderia estar
relacionado a producdo de RNAm instaveis. Para refutar ou confirmar esta hipodtese,
decidimos fazer uso da técnica de PCR em Tempo Real (real time PCR) com objetivo de
analisar uma possivel expressdo diferenciada do gene nos pacientes portadores de mutagao.
Essa técnica monitora a fluorescéncia emitida como um indicador da produgdo do
amplificado durante cada ciclo do PCR. Portanto, essa técnica ¢ baseada na detecgdo e
quantificagdo de um reporter fluorescente, sendo o aumento do sinal proporcional ao
acumulo de produto de PCR. Quantificando a emissdo em cada ciclo é possivel analisar a
reacdo de PCR durante a fase exponencial onde o primeiro aumento significativo na
quantidade de produto de PCR se correlaciona diretamente com a quantidade inicial de
DNA molde. Essa fluorescéncia pode ser obtida através de dois métodos principais de
marcagdo: pelo uso de SYBR Green, que para fluorescer liga-se a acidos nucléicos
dupla-fita; ou pelo método TaqMan®™, que atua através de sondas especificas para a
seqiiéncia estudada que contenham fluéroforo. Ambos métodos podem ser aplicados
fazendo uso do equipamento ABI 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems).
Nesse estudo foi adotado o método TagMan®, com primers e sondas fornecidos pela

empresa Applied Biosystems (assay-1D Mm00522315_m1).
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Tabela 1- primers desenhados para analise do gene LGI1

Primers Sequiéncia
LGI1 sense 5' TTCGTCGACGCATGGAATCAGAA 3'
LGI1 antisense 5' ATTTGTCGACTCATGCGCTTAAGT 3'

3.3- Mutacéo no gene da FLN1
e Pacientes:

Nesse estudo foram analisadas duas pacientes portadoras de HNP, filha
(paciente 1) e mae (paciente 2). A confirmacdo do quadro clinico foi feita através de
exames de neuroimagem, realizados por profissionais do Laboratério de Neuroimagem do
Departamento de Neurologia da FCM — UNICAMP. Ambas pacientes sdo portadoras da
mutagdo 1159G>C no gene FLN1 e concordaram participar do estudo através da assinatura
de um formulério de consentimento livre e esclarecido, aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da FCM — UNICAMP (protocolo 383/2000) e pela Comissdo Nacional de Etica
em Pesquisa — CONEP (protocolo 516/2001).

e Extracdo de RNA de sangue periférico e obtengdo da 1* fita de cDNA:

Foram coletados em tubos de EDTA cerca de 20mL de sangue venoso de um
individuo ndo portador de HNP e das pacientes. As amostras foram diluidas em solucdo de
NaCl 0,9% na proporcao de 1:1 (1 sangue: 1 solugdo NaCl 0,9%). A um tubo estéril de
15mL contendo 6,0mL de Ficoll-Paque® Plus (Amersham Bioscience) foram adicionados
os 8,0mL da mistura anterior. O Ficoll-Paque® ¢ um polimero que separa o sangue por
meio de uma mistura de quatro fases: 1-heméacias, 2-FICOLL, 3- leucocitos, 4-Plasma,
sendo a ultima fase de menor densidade. No processo de transferéncia do sangue diluido
para o tubo contendo Ficoll-Paque® tomou-se o cuidado para que ambos nio se
misturassem. Os tubos foram entao centrifugados a 400xg, por 30 minutos a 18°C, em rotor
tipo swinging bucket. A camada de leucécitos formada pelo gradiente foi coletada com

auxilio de pipeta Pasteur e as células transferidas para um novo tudo estéril de 15mL. A
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seguir completou-se o volume para 14mL com solu¢cdo NaCl 0,9%, e nova centrifugacdo
foi realizada a 100xg por 10 minutos a 18°C. Em seguida o sobrenadante foi descartado e as
c¢lulas foram ressuspendidas em 1mL de reagente Trizol (GibcoBRL) e homogeneizadas
por agitacdo. O conteudo foi entdo transferido para tubo estéril de 1,5mL, onde foram
adicionados a cada tubo 200uL de cloroféormio seguindo com agitagdo por 15 segundos, os
tubos foram entdo incubados por 3 minutos em temperatura ambiente ¢ centrifugados a
12000xg por 15 minutos a 4°C. A fase superior foi coletada e transferida para um novo
tubo, onde foram adicionados 500uL de alcool isopropilico a cada tubo, seguindo agitagao
e incubacdo por 10 minutos a temperatura ambiente. Nova centrifugacdo a 12000xg por
10 minutos a 4°C foi realizada, e o sobrenadante descartado. O RNA total foi lavado em
ImL de etanol 75% e foi feita nova centrifugacdo por 5 minutos a 7500xg a 4 °C. Apoés a
completa secagem a temperatura ambiente, esse precipitado foi ressuspendido em 30uL de

agua pepc 0,01% (4gua tratada com 0,01% dietilpirocarbonato).

As amostras foram, entdo, submetidas a eletroforese para a constatacao da

integridade das bandas de RNA ribossomico 18S e 28S.

A partir desse RNA foi realizada uma transcricdo reversa para obtencdo da
primeira fita de cDNA, utilizando-se o kit Improm Il Reverse Transcriptase System

(Promega)
e Amplificagdo da seqiiéncia de interesse a partir do cDNA:

A amplificacdo do cDNA de FLN1 foi realizada por PCR. Para tal, foi
construido um par de seqiiéncias de primers especificas (tabela 1 — seqiiéncias FLN1 6-7),
utilizando o programa Gene Runner®, que abrangesse a regido com a mutagdo, do inicio do
éxon 6 ao final do éxon 7. As reagdes de PCR foram preparadas para um volume final de
15ul, contendo 40ng de cDNA, 100ng de cada seqiiéncia de primer, sense e antisense,
10mM de dNTP, 1 unidade de Taqg DNA polimerase, 2mM MgCl, e DMSO, na propor¢do

de 10% do volume da reagao.
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Os ciclos de reagdo se deram da seguinte forma:

94°C 94°C
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Figura 3- Ciclagem de PCR de FLN1, com as temperaturas € o tempo de imerséo.

e Analise dos produtos de PCR

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%, em
tampao TBE 1x, fazendo uso de marcador molecular de 100pb. As bandas de controles
normais e dos pacientes com a mutagdo foram excisadas e purificadas com o kit Wizard SV

Gel and PCR Clean-Up System (Promega).
e Clonagem do produto de amplificagdo através do RNAm de FLN1

Como os primers FLN1 6-7 precisam da adi¢do de DMSO para seu melhor
desempenho, devido a alta quantidade de CGs resultando em temperaturas de anelamento
muito altas, os produtos de PCR s3ao clonados em pGEM, possibilitando seu

seqlienciamento automatico.

O vetor pGEM, um vetor de alta copia e facil manuseio, foi empregado para
obtencdo de grande quantidade do inserto. Foi utilizado o kit pPGEM-T Easy Vector System
(Promega), que permite a clonagem direta de produtos de PCR sem a necessidade de

digestdo e purificagdo.
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Seguindo o protocolo do kit, a rea¢do de ligagdo ocorre overnight (12 a 16h), a
4°C, em solugdo contendo tampdo de reagdo 1x, 5 unidades de enzima T4 DNA Ligase,
inserto e plasmidio na propor¢ao 5:1 (respectivamente) e agua nuclease-free para volume

final de 50puL.

Apos a ligagdo, o plasmidio contendo o fragmento de interesse foi inserido em
células competentes da linhagem DHS5a de Eschereria coli seguindo protocolo de
transformagdo por choque térmico. Nessa técnica, apos adicionado 1,5uL de produto da
reacdo de ligagdo as células competentes, estas sdo mantidas em gelo por 30 minutos e
levadas a banho de 42° por 1,5 minuto, e entdo, trazidas ao gelo por mais 1 minuto. Em
seguida, ImL de meio LB ¢ adicionado e as células permanecem sob agitagao (240rpm) por
1 hora, a 37°C. Apds a incubacdo, as células e o meio sdo centrifugados a 1000g por
10 minutos para que as células sejam concentradas, e em seguida retira-se o excesso de
meio (900 ul) sendo o restante utilizado para ressuspender e plaquear as bactérias em
placas de Petri estéreis contendo meio LB-agar com B-galactosidade e ampicilina, onde sao

deixadas para crescer e formar colonias, overnight a 37°C.

As colonias recombinantes foram selecionadas através da resisténcia ao
antibiotico ampicilina e perda de atividade do gene P-galactosidase. Estas coldonias sdo,
entdo, transferidas para meio LB liquido com ampicilina, no qual se multiplicam overnight

a 37°C sob agitacdo constante de 220rpm.

Os plasmidios contendo o inserto foram extraidos através de protocolo de
minipreparacao, no qual o meio LB com as bactérias ¢ transferido para um tubo ependorfe e
centrifugado a 14000rpm, durante 30-60s. Em seguida, o sobrenadante ¢ descartado e
adiciona-se 300puL de solugdo contendo Tris HCI (pH 8.0) e EDTA (pH 8.0), na propor¢ao
5:1 e RNase A. O conteudo ¢ vortexisado, recebendo 300uL de solugdo NaOH e SDS 1%.
Agita-se o tubo por inversdo suave e incuba-se a solu¢do a temperatura ambiente durante
Smin, para a adi¢do de 300uL de acetato de potassio 3M (pH 5,5). Agita-se por inversao
novamente, formando-se um precipitado branco, que sdo os restos celulares. Centrifuga-se
novamente a 14000rpm durante 10min a 14°C, para, em seguida, coletar de 700 a 800 pL
do sobrenadante para um novo tubo, evitando o precipitado. O sobrenadante coletado

recebe 400ul. de isopropanol, que ¢ homogeneizado por inversdo e centrifugado a
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14000rpm durante 10min, a 4°C. Descarta-se o sobrenadante e adiciona-se 500 a 700uL de
etanol 70%, invertendo o tubo, o qual é submetido a centrifugacdo a 14°C durante 4 a Smin
para precipitacdo do DNA. Descarta-se o etanol, centrifugando rapidamente de novo para
retirar o restante possivel de etanol com uma pipeta. Seca-se completamente o0 DNA a 37°C
(por cerca de Smin) para ressuspende-lo em 20 a 50uL de TE ou agua milliQ autoclavada

para armazenamento a -20°C.
e Seqiienciamento dos fragmentos

O seqilienciamento automatico dos fragmentos de interesse foi realizado
utilizando o aparelho ABI 377 e o kit Big Dye Terminator v3.1 Cyle Sequencing kit
(Applied Biosystems). As reagdes foram realizadas com os primers SP6 e T7 do vetor

pGEM na reagao, para uma melhor performance.
e Teste de contaminagao de amostras de cDNA:

Devido a alguns resultados encontrados no seqiienciamento automadtico dos
fragmentos amplificados, foi efetuada uma nova PCR com primers especificos
(tabela 1 — seqiiéncia intronica) para regides de intron, no intuito de detectar uma possivel
contaminagdo com DNA gendmico nas amostras de ¢cDNA seqiienciadas. As condigdes
utilizadas foram as mesmas ja descritas para a reagao de PCR, com excecao da temperatura

de anelamento utilizada nos ciclos, que foi de 59°C.

3.2.1- Mosaicismo: detec¢do de inativagao preferencial do cromossomo X

A inativacdo preferencial do cromossomo X poderia explicar a diferenga no
quadro clinico dos pacientes estudados. Para tal, decidimos empregar a técnica do gene
HUMARA (human androgen receptor), que possui uma regido RFLP do tipo VNTR, que
devido ao seu numero altamente varidvel de seqiiéncias repetidas de DNA, pode ser
utilizado como identificador de cada alelo. Baseando-se no principio de que a metilacao de
sitios desse gene, que situa-se no cromossomo X, estd relacionada a inativacdo desse

cromossomo (Allen et al, 1992), as amostras de DNA genomico dos pacientes sao
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submetidas a digestdo com a enzima de restrigao Hpall, cujo sitio de restricao pode sofrer
metilagdo, o que inibe sua ac¢do. O produto da digestdao ¢ amplificado através de uma PCR
com primers especificos para esse gene marcados com fluor6foro FAM, cujo anelamento
ao DNA template pode ser comprometido pela agdo da enzima Hpall. A reagao de PCR ¢
preparada para um volume final de 14ul, com 100ng de cada seqiiéncia de primer, sense e
antisense, ANTP a 10mM, 1 unidade de Taq DNA polimerase ¢ 2mM MgCl,. A reagdo foi

submetida a seguinte ciclagem:
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Figura 4- Ciclagem de PCR do gene HUMARA para testar mosaicismo, com as

temperaturas e o tempo de imersao.

O produto dessa PCR ¢ analisado em gel de poliacrilamida 6%, que permite a
visualizacdo dos alelos através de migragdo diferenciada por tamanho e a diferenga na
intensidade da fluorescéncia emitida por cada banda ¢ detectada através da andlise da
imagem pelo aparelho Typhoon®. Se um cromossomo estiver inativado preferencialmente,
serd possivel detectar uma diferenga na intensidade das bandas, devido a digestdao

diferenciada do DNA template.
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Tabela 2- primers desenhados para analise do gene FLN1

Primers Seqiiéncia
FLN1 6-7 sense 5 GCATCGAGCCCACAGGCAACATG 3’
FLN1 6-7 antisense 5° CTCGAGAGTCCCCGTCACCTCGG 3’
Intrénica sense 5> CCGCATTTAAAGGGCTCGCT 3’
Intronica antisense 5 GCGTGAAAGTGTTCTGCTGGA 3°
HUMARA sense 5’- TCCAGAATCTGTTCCAGAGCGTGC - 3’
HUMARA antisense 5’- GCTGTGAAGGTTGCTGTTCCTCAT - 3°

3.2.2- Mosaicismo: comparagao de expressao entre pacientes

No intuito de complementar os dados obtidos com a técnica do gene HUMARA
e confirmar o mecanismo da mutacdo, foi realizada a analise do cDNA dos pacientes

através da técnica de PCR em Tempo Real (Real Time PCR),

Para esse estudo utilizamos o método TaqMan®, sintetizando primers
especificos, através da Assays on Demand choice, da empresa Apllied Biosystems. Tais

seqiiéncias apresentam a sonda fluorescente localizada na regido do intron 6.
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4- RESULTADOS
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4.1- Gene LGI1
e Extracdo de RNA e obten¢ao da primeira fita de cDNA:

Inicialmente, o protocolo de extragdo de RNA foi testado a partir de pele de
camundongo Balb C nude. Devido a composi¢do da epiderme, um tecido queratinizado, a
macera¢do com nitrogénio liquido foi altamente trabalhosa, dai o emprego do Polytron,

facilitando o trabalho (figura 5).

O RNA obtido da pele de camundongo foi, entdo, submetido a uma RT-PCR e
o cDNA produto dessa reacdo foi utilizado em uma PCR com primers especificos, tanto
para a-tubulina, atestando o sucesso da RT-PCR, quanto para o gene LGI1 em

camundongo, confirmando sua expressao no tecido (figura 6).

Com a aprovagio do Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Unicamp, amostras de pele humana foram obtidas no Ambulatorio de Cirurgia Plastica do
Hospital das Clinicas da Unicamp. O mesmo protocolo de extracdo de RNA foi seguido e o
produto da extragdo foi submetido a uma RT-PCR, cujo produto foi testado com primers de
B-actina (figura 7).
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Figura 5- Foto de gel de agarose com amostras de RNA de camundongo obtidas da

extracdo diretamente de tecido.

Resultados
36



. <+— ~700pb

Figura 6- Foto de gel de agarose: resultado de PCR feita a partir de cDNA de camundongo
com primers de LGI1 (700 pb). M: marcador de peso molecular 100pb.

<+— ~700pb

Figura 7- Gel de agarose: PCR a partir de cDNA de pele humana utilizando primers de

B-actina. M: marcador de peso molecular 100pb.

Comprovado o funcionamento da RT-PCR, o cDNA obtido de pele humana foi
submetido a uma PCR utilizando primers especificos que abrangessem toda a seqiiéncia do
gene LGI1. Como controle de reacdo, foi utilizado cDNA de hipocampo, no qual a

expressdo de LGI1 é comprovada. A reacdo apresentou resultado positivo (figura 8).
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Figura 8- Gel de agarose: PCR a partir de cDNA de pele humana com primers para LGI1,
utilizando cDNA de hipocampo humano como controle. M: marcador de peso

molecular 1 kb plus

O RNA dessas amostras foi extraido, por protocolo estabelecido por esse
projeto, e submetido a RT-PCR, sendo o cDNA resultante amplificado com os mesmos
primers especificos para o gene, assim como o cDNA de pele do controle. A analise em gel

de agarose dessa reacdo (figura 9) ndo apontou bandas andmalas em nenhum dos pacientes

estudados.
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Figura 9- Gel de agarose: PCR a partir de ¢cDNA de pele de pacientes (1,2,3 e 4)

portadores de mutagdo e controle (C), com primers para LGI1. Marcador

molecular 1kb plus.
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Dado esse resultado, primers foram construidos inicialmente para testar a

expressao desse gene através da técnica do PCR em Tempo Real, pelo método TagMan.

Os graficos obtidos com a PCR em Tempo Real apontaram uma expressao
muito baixa do gene LGI1 em tecido epitelial, de tal forma que ndo foi possivel analisar
diferencas de expressdo entre os pacientes e o controle. As reacdes foram realizadas
utilizando primers para o gene 18S como controle endogeno, que atestaram a qualidade da
rea¢do. Uma amostra de cDNA de hipocampo humano foi analisada juntamente com as

amostras de tecido epitelial, comprovando a funcionalidade dos primers (figura 10).
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Figura 10- Graficos de amplificagdo — PCR em Tempo Real. Onde A corresponde a reagdo
com controle enddgeno e B corresponde a reagdo com primers especificos para

LGI1. A curva observada em B ¢ a reagdo com material de hipocampo humano.
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4.2- Gene FLN1
e Obtencao da 1? fita de cDNA e amplificacdo do gene FLN1:

A partir de sangue coletado de pacientes portadores de mutacdo foi extraido

RNA, o qual foi submetido a uma RT-PCR.

Para testar o sucesso da reagdo de RT-PCR, foi realizada uma PCR com

primers para o gene da B-actina, comprovando a qualidade da mesma (figura 11).

~700ph <

Figura 11- Gel de agarose com produto de PCR usando cDNA de paciente com mutagdo e

primers para [-actina. M: marcador de peso molecular 100pb.

Esse ¢cDNA, em seguida, serviu de template para uma PCR utilizando os
primers especificos para a regido da mutagdo. O produto da PCR foi analisado em gel de
agarose 1% em tampao TBE 1x, atestando a expressdo do gene FLN1 em sangue periférico,
tanto no paciente controle quanto naqueles com mutagdo. A andlise em gel de agarose
também evidenciou bandas andmalas para pacientes com mutacdo, além da presenca das

bandas esperadas.

As seqiiéncias de interesse foram purificadas e clonadas em vetor pGEM, sendo
o vetor inserido em células de E. coli.. O produto da minipreparagdo foi, em seguida,
amplificado com primers SP6 e T7, especificos para o vetor pPGEM e os produtos da PCR

(figura 12), entdo, submetido ao protocolo de seqiienciamento automatico.
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Figura 12- Gel de agarose — amplificag@o resultante de minipreparagdo com primers SP6 e

T7 de pacientes controle e mutados. Marcador molecular 1kb plus.

e Seqiienciamento dos fragmentos:

O seqiienciamento automatico dos fragmentos apontou a manutengdo do intron
6 nos individuos portadores de mutacdo. O programa MultAlign, depositado no site
Expasy"”, foi utilizado para a comparagio dos fragmentos obtidos com a seqiiéncia do DNA
genomico do gene (figura 13). A seqiiéncia do paciente 1, apesar de apresentar a
manutengdo do intron 6, ndo apresentou a mutacdo, levantando duas hipdteses:
contaminagdo das amostras com DNA gendmico ou artefato de técnica do proprio

seqiienciamento.

Para testar a hipotese de contaminagdo por DNA gendmico, as amostras de
cDNA foram submetidas a uma PCR com primers especificos para regides intronicas,
utilizando DNA gendmico como controle. Como resultado, ndo obtivemos amplificacdo nas

amostras de cDNA (figura 14).
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Figura 13- Alinhamento das seqiiéncias dos pacientes controle, 1 e 2, respectivamente,

com seqiiéncia de DNA gendmico do gene FLN1. No destaque, a mutagcao em

estudo.
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Figura 14- Gel de agarose: PCR com primers intronicos para cDNA de pacientes controle,
1 e 2, utilizando DNA gendmico como controle da reacdo. Marcador de peso

molecular 100pb.

Como os resultados sugerem a manuten¢do do intron 6 como mecanismo da

mutagdo, sua seqiiéncia foi traduzida, com ajuda da ferramenta Translate Tool disponivel

no site www.expasy.org. A andlise indicou a presenc¢a de um codon de parada no intron 6.

Para a hipotese de inativagdo preferencial do cromossomo X, a PCR com
primers especificos para o gene HUMARA foi realizada e seu produto digerido com
enzimas de restri¢ao para os sitios de possivel metilagdao. A andlise do gel de poliacrilamida
pelo Typhoon® (figura 15) apontou diferengas no padriio de bandas da paciente 1, o que nio
ocorreu com o padrao de bandas da paciente 2, que seria resultado de uma inativagao

preferencial de um dos cromossomos X da paciente 1.

Seguimos para a andlise através do PCR em Tempo Real, que mostrou uma
maior expressao de alelos possuidores da seqiiéncia intronica no paciente 1, em relagdo ao
paciente 2 (figura 16). Os dados foram analisados estatisticamente através do teste qui
quadrado, que apontou diferenga significativa entre ambas pacientes, com p de 0,0015, ou

seja, significativo, ja que consideramos p<0,01 para nossas analises.
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Figura 15- Gel de poliacrilamida: DNA de pacientes 1 e 2 nao-digeridos (A) e
amplificados apos digestdo (B). Note que apenas o paciente 1 apresentou

diferenca no padrao de bandas.

PCR em Tempo Real: expressao do alelo
mutado
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3,500 -
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Quantificacéo relativa

1,000 -

0,500 -

0,000 -

Pacientes

Figura 16- Grafico de comparagao da expressdo detectada através de PCR em Tempo Real
da seqliéncia mutada no paciente 1, quando comparada a expressao no

paciente 2.
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O processamento do RNAmM € uma etapa essencial na sintese protéica,
definindo exatamente o quanto do material genético sera expresso pelo refinamento da
transcrigdo. Sendo assim, as sequéncias de introns sdo reconhecidas e removidas com
grande preciséo e, em seguida, os exons sdo ligados entre si, em um processo denominado

splicing.

O splicing € realizado pelo spliceossomo, um complexo ribonucleoprotéico de
alto peso molecular (60S) cujas pecas formadoras reinem-se ja proximas ao pré-RNAm.
Suas subunidades sdo os snRNPs (small nuclear ribonucleoproteins), moléculas que
apresentam 1 dos 5 snRNAs (small nuclear RNA components), U1, U2, U4, U5 e UG,
associado a uma grande variedade de proteinas (Thanaraj e Clark, 2001; Newman, 1997).
Tais subunidades sofrem rearranjo durante todo o processo de splicing, tanto através de
mudangas na sua composi¢cdo, quanto na sua conformacdo dentro do complexo,
possibilitando a acdo catalitica especifica do spliceossomo (Konarska e Query, 2005). E
importante citar que a especificidade dessa reacdo € essencial para seu sucesso. Os sitios de
ligacdo do spliceossomo no RNAmM sdo seqiiéncias altamente conservadas, do ponto de

vista evolutivo, e a existéncia de mutacfes nesses sitios pode prejudicar todo o processo.

O processo de splicing envolve dois passos cataliticos, com uma reacdo de
transesterificacgdo em cada um. Primeiramente ocorre a quebra da ligacdo entre a
extremidade 5’ do intron e o respectivo exon e, em seguida, é quebrada a ligacdo entre a
extremidade 3’ do intron e o exon consecutivo, ligando ambos exons e descartando a
seqliéncia intronica. Durante essas quebras, uma adenina € designada para efetuar o ataque

a ligacao fosfodiéster entre bases especificas da juncdo exon-intron.

Para a iniciar a separacdo da sequéncia intrdnica, a subunidade Ul do
spliceossomo liga-se ao pré-RNAm, no sitio de splicing 5°, através da identificagdo do
dinucleotideo GT, e utilizando na ligacdo os 3 nucleotideos anteriores a esse dinucleotideo,
além dos 8 nucleotideos seguintes a ele. O dinucleotideo GT, que apresenta a variante GC,
é o primeiro par de nucleotideos da sequéncia intrébnica. Em seguida, a interacdo do pré-
RNAmM com a subunidade U1 substituida por interagdes com as subunidades U5 e U6. A
subunidade U2 reconhece o chamado branchpoint através do dinucleotideo AG, encontrado

no final da maioria das seqléncias intrbnicas, ou através de uma extensdo de
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polipirimidina, que situa-se nas posic¢des -5 a -10 de nucleotideos do intron, dependendo da
sequéncia em questdo. O branchpoint é importante, pois determina a base adenina que ira
executar a primeira quebra de ligacdo no sitio de splicing 5’. O sitio de ligacdo da U2 é
especifico, compreendendo além do dinucleotideo AG, os dois nucleotideos seguintes. As
subunidades U2 e U6 pareiam-se, formando uma hélice descontinua no centro do
spliceossomo cataliticamente ativo, enquanto suas seqiiéncias adjacentes ligam-se, entdo,
ao branchpoint do intron e ao sitio de splicing 5°. Essa série de ligacGes de ambas
subunidades molda uma estrutura que auxilia a acdo da adenina, cujo grupo OH ataca uma
ligacdo fosfodiéster no sitio de splicing 5°, resultando na primeira transesterificacdo e na
liberacdo tanto do exon 5’, quanto da estrutura intermediaria formada pelo intron e pelo
exon 3’, chamada de lariat. JA a subunidade U5, que apresenta uma sequiéncia de 9
nucleotideos conservados em um loop de 11 nucleotideos, interage com as sequéncias de
exon nos sitios de splicing 5° e 3’, auxiliado pela subunidade Ul. Sua fungdo esta
relacionada ao ancoramento da estrutura intermediaria lariat e ao alinhamento de ambos

exons para que possam ser ligados apds o 2° passo catalitico.
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Figura 17- Esquema detalhado de acdo das subunidades do spliceossomo durante o

processo de splicing. Figura retirada de www.uic.edu

No 2° passo catalitico, 0 grupo OH do exon 5 que perdeu o grupo fosfato na
primeira transesterificacdo ataca a ligacdo fosfodiéster entre o intron e o exon 3’, liberando
a sequéncia intrénica, que sera degradada. Em seguida, a subunidade U5 age através da

interagdo com as posicOes aceptoras de ambos exons, promovendo sua uniao.

5.1- Gene LGI1

A andlise de pacientes com mutacdo no gene LGI1 ndo obteve o sucesso
esperado. As analises em gel de agarose ndo apontaram a producdo de RNAm aberrante,
mas essa hipdtese ndo pode ser totalmente excluida, ja que a mutacdo descrita,

IVS7(-2)A—G, encontra-se no intron 7, dois nucleotideos antes do inicio do exon 8, o
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ultimo do gene. Essa analise foi feita no intuito de verificar, como mecanismo de agédo

dessa mutacdo, a destruicdo do sitio de splicing 3’ do intron 7.

Como ja discutido, os dois ultimos nucleotideos da sequiéncia intrdnica sdo de
extrema importancia para o processo de splicing, atuando como sitio de reconhecimento
para o spliceossomo. Nesse caso de dano ao sitio de splicing 3’ do intron 7, existe a
possibilidade de manutencdo desse intron na seqiiéncia, ja que o local de mutacdo afeta
exatamente o sitio de reconhecimento da subunidade U2 do spliceossomo, prejudicando a
primeira transesterificagdo e , conseqiientemente, todo o resto do processo. 1sso resultaria

num RNAm de tamanho acima do normal, o qual ndo foi detectado por esse estudo.

Seguimos para analise de expressdo do gene através da técnica de PCR em
Tempo Real, sem sucesso. Para a analise foi utilizado RNA extraido de tecido epitelial dos
pacientes, e ndo de tecido nervoso, onde a expressdo desse gene é comprovadamente
significativa. Essa pode ser a explicacdo para 0 insucesso de nossos experimentos, a
expressao baixa do gene em tecido epitelial, a ponto que a técnica utilizada seja incapaz de
detectar. Seria ideal realizar os testes com material extraido de tecido de sistema nervoso
central, 0 que, no caso de pacientes com uma forma tdo benigna de epilepsia, é quase

impossivel.

Como ja descrito anteriormente, a proteina LGI1 apresenta sete dominios
EPTP/EAR na regido carboxi-terminal, o que a inclui na superfamilia de proteinas
epitempinas. A mutacdo estudada nesse projeto localiza-se no final do intron 7,
prejudicando, em nivel proteico, o 2° dominio EPTP e um sitio de glicosilagdo. Segundo
estudos de Sirerol-Piquer et al. (2006), a secrecdo da proteina LGI1 sO ocorre se 0S
dominios EPTP estiverem intactos e se a proteina estiver glicosilada. Ja no trabalho de
Fukata et al. foi descrito a acdo dos dominios EPTP na ligacdo da proteina LGI1 com a
proteina ADAM22, que atuariam como um complexo regulando a transmissao sinaptica

entre neurénios.
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7.2- Gene FLN1

Quando a mutacdo 1159G>C foi descrita por nosso grupo, na tese de mestrado
intitulada “Estudo de mutacfes em genes responsaveis por diferentes formas de disturbios
do desenvolvimento cortical”, foram levantadas duas hipdteses para seu mecanismo de
acao: troca de aminoacidos, um glutamato por um aspartato, ou destruicdo do sitio doador
de splicing do intron 6, sendo, desde entdo, a segunda alternativa mais considerada, devido
a localizacdo da mutacdo e ao fato de que o mecanismo de splicing é altamente conservado

entre espécies.

A mutacdo 1159G>C encontra-se na Gltima base do exon 6 do gene FLN1, local
que seria sitio de reconhecimento e ligacdo da subunidade Ul do spliceossomo ainda no
inicio do processo de splicing, e da subunidade U5, cuja funcdo se estende a ambos passos
cataliticos do processo e cuja atuagdo é submetida a acdo da subunidade U1. A interacéo da
subunidade Ul se d& através do pareamento de bases com o pré-RNAm
(Thanaraj e Clark, 2001), esclarecendo e refor¢cando nossos resultados que descrevem o
mecanismo dessa mutacdo como a destruicdo do sitio doador de splicing do intron 6, ja que

ele prejudicaria o splicing ainda no seu inicio, com o0 mismatch da subunidade U1.

Com a manutencdo do intron 6 durante o processamento do RNAm, essa
sequéncia adquire um codon de parada. O intron 6 foi analisado através do programa

Translate Tool, depositado no site www.expasy.org. Sendo assim, a traducdo desse RNAmM

seria interrompida no inicio de sua extensdo, ja que o gene FLN1 possui 48 exons,
perdendo os outros 42 exons, ou seja, a maior parte de sua estrutura. Isso implica,
principalmente, na perda do sitio de dimerizacdo. Para desempenhar sua principal funcéo,
que é a ligacdo cruzada com actina, a proteina FLN1 atua em dimeros, que ganham
flexibilidade devido a presenca dos dominios hinge, os quais também deixam de ser
traduzidos.

A localizacdo do codon de parada descrito também resulta na perda de 23 das
24 repeticbes de filamina. E importante citar que as repeticdes de filamina
14 a 24 apresentam sitios de interacdo com 45 proteinas de fungbes diversas
(Robertson, 2005 - tabela 3), como transducéo de sinal celular, receptores de membrana,
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receptores de hormdnios, proteases, coagulacdo sanglinea e migracdo celular, essas duas

ultimas intimamente ligadas ao fenotipo de heterotopia nodular periventricular.

Tabela 3- Proteinas que interagem com as repeti¢des de filamina. Robertson, 2005.

Table 1

Proteins reported to interact with filamin A.

Function Interacting protein
Coagulstion Tizsus factor, gycoprotein 1ba
lan channels kw4 2 potassium channel, K21 potassium channel, HCM1 pacemaker channsl

Call-cell and cel-matrix adhesion
Immun= regulation
Signal transduction

Proteases
Meambrane recaptors

Hommons receptors
Extracaliular matrix
Muclear functions

Call polarity/Migration
Cytoskelstal companants
Unknown functions

Integrins B2, B1A, 10, B3, B7

FcyR1, SEK-1, TRAFZ, FAPS2, Toc-mip

Rals, RhoA, Racl, Cdod2, Trio, ROCKRho-kinass, Caveolin, SHIP-2, SMADs,
Ca™ sensing receptor, protein kinass C

Furin, granzyms B, preseniin 1 and 2

Dopamine D203 recaptors, metabotropic ghutamate recaptor Th,
acetdcholine receptor, p-opioid receptor

Thyroid-stimulating homnone receptor, insulin recaptor, androgen receptor
Decorin

BRCAZ, cv heat shock protein

FILIP, Kigfilin

F-actin, Filamin B

Prostate specific antigen, PDZ/LIM-domain containing protein

Proteins reported to interact with filamin A. Intssactants are groupsd into broad categories according to cument understanding of their owesall
function. The evidence for each interaction with filamin A is indicated.

www. Sciencadirect. com

Current Opinion in Genetics & Development 2005, 15:301-307

A mesma tese de mestrado “Estudo de mutacfes em genes responsaveis por

diferentes formas de distdrbios do desenvolvimento cortical” descreve o quadro clinico das

pacientes aqui analisadas. Nessa descri¢do consta que ambas pacientes pertencem a mesma

familia, sendo filha (paciente 1) e mée (paciente 2). A paciente 1 apresenta deficiéncia

mental moderada e crises intrataveis desde os 4 anos de idade. Os achados de neuroimagem

(figura 18a) demonstram a presencga de heterotopia nodular periventricular, com nddulos

ectdpicos bilaterais de substancia cinzenta cortical. Ja a paciente 2 ndo apresenta retardo

mental e tem crises parciais facilmente controladas com medicacdo. Seus exames de

neuroimagem (figura 18b) mostram a presenca de heterotopia nodular periventricular

classica, semelhante ao quadro encontrado na paciente 1. Aqui fica clara a disparidade no

quadro fenotipico das pacientes.
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A andlise comparativa realizada através de PCR em Tempo Real apontou uma
maior expressdo do alelo mutado na paciente 1, quando comparada a paciente 2 e,
complementar a esse dado, os testes de inativagdo preferencial do cromossomo X
apontaram um resultado positivo na paciente 1. Portanto, nossos dados sugerem uma
explicacdo molecular para tal diferenca nos quadros fenotipicos, sendo esses o resultado de
um mosaicismo nas pacientes, causado pela metilacdo desigual do cromossomo X. E
importante citar que todas as analises foram feitas com material genético extraido de tecido
sanguineo, e ndo de tecido do sistema nervoso central dos pacientes. A obtencdo desse

tecido, no momento, é impraticavel e seria a forma ideal de prosseguir com os estudos

dessa tese.

Figura 18- Imagens obtidas atraves de ressonancia magnética das pacientes 1 (a) e 2 (b).

O mosaicismo geralmente estd ligado a casos cuja mutagdo € nova, e ndo foi
geneticamente herdada. Casos de mosaicismo tém sido descritos em pacientes portadores
de mutacdo nos genes DCX e LIS1, que estdo intimamente ligados a desordens de migracao
neuronal (Kato et al., 2001; Sicca et al., 2003). No caso da HNP, o mosaicismo tem surgido
como uma explicacdo para a descricdo de casos dessa desordem em pacientes do sexo
masculino (Guerrini et al., 2004; Parrini et al., 2004). Além disso, no mesmo estudo,
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Parrini et al. descreveram um caso de mosaicismo em uma paciente do sexo feminino com
um fenotipo mais brando que o esperado, ja que a mutacdo que ela portava
(c.568 569insG) também resulta em um cddon de parada prematuro, assim como na
paciente 1. Mas ainda néo foi notificado um caso em que haja excessiva expresséo do alelo
mutado, resultando em um quadro clinico mais grave, o que torna nosso caso ainda mais

interessante.

Essa tese constitui um o6timo exemplo da grande heterogeneidade clinica
encontrada nas patogenias agrupadas como epilepsias. Tal disparidade faz da investigagdo
molecular uma ferramenta fundamental no entendimento de seus mecanismos, atuando
como fator propulsor no avanco e desenvolvimento de tratamentos que proporcionem uma

melhor qualidade de vida aos pacientes.
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- Determinamos que o0 mecanismo mais provavel envolvido na mutacdo
1159G—C no gene FLN1 é a destruicdo do sitio doador de splicing do
intron 6, levando a manutencdo do intron 6 durante o processamento do
RNAmM e a conseqlente adquisicdo de um codon de parada prematuro que

levaria a sintese de uma proteina truncada.

- Quanto a andlise da mutacdo 1VS7(-2)A—G no gene LGI1, foi comprovado
que a mutacdo ndo produz um RNAm aberrante, mas a analise de expressdo

ndo apresentou resultados conclusivos.

- Encontramos evidéncias experimentais de que as diferencas clinicas
encontradas nas duas pacientes que apresentam a mesma mutacdo em FLN1
(mae e filha), podem em parte, ser explicadas por alteracdes no mecanismo

de inativacdo randémica do cromossomo X.
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PARECER PROJETO: N° 748/2005
CAAE: 1526.0.146.000-05

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “REPERCUSSAO MOLECULAR DE MUTACOES DETECTADAS EM
GENES LIGADOS A DIFERENTES FORMAS DE EPILEPSIA”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Simone Sayuri Tsuneda

INSTITUICAO: FCM/UNICAMP

APRESENTACAO AQ CEP: 04/10/2005

APRESENTAR RELATORIO EM: 22/11/06

Il - OBJETIVOS

Analisar as mutagdes 115G —C no gene FLNI1, IVS7(-2)A—G no gene LGIl e
796C—A no gene EMX2 em pacientes com epilepsia de Lobo temporal Lateral Autossémica
Dominante, em pacientes com Heterotopia Nodular Periventricular e pacientes com
Esquizencefalia. Analisar in silico o possivel efeito dessas mutagSes nas estruturas secundaria &
terciaria das proteinas dos genes estudados.

I - SUMARIO

Serdo convocados 1 paciente portador de cada Sindrome. Sera realizada biopsia de pele,
extragdo de RNA, transcriptase reversa e amplificagdo, sequenciamento de DNA e PCR em
tempo real. O RNA a partir de leucdcitos encontra-se no banco de material biologico do
laboratorio de Genética Molecular. Sera utilizado como controle amostra de pele de cirurgias
plaasticas que seriam descartadas.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Estudo bem estruturado, com métodos adequados. Consta TCLE para a biopsia de pele
dos pacientes. Solicita-se dispensa do TCLE para o material arquivado e para a amostra controle,
uma vez que utilizard material de descarte. Frente a importéncia do estudo e a dificuldade de
acesso ao paciente controle, recomendamos a aprovagdo do estudo com dispensa do TCLE para a
amostra controle, mas a inclusdo do TCLE da biopsia a autorizagdo para uso do mRNA estocado.
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V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das ResolugBes 196/96 e complementares, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos
na Pesquisa, resolve aprovar sem restri¢gGes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

O conteado e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e n3o representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado €
descontinuar o estudo somente apés andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item II1.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem 0
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA -
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 4 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2. )

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com 0s prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na XI Reunifo Ordinaria do CEP/FCM, em 22 de novembro de 2005,

Profa. Dra/Carmen Silvia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE/ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de Saude
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

FR-072664

Projeto de Pesquisa

REPERCUSSAQ MOLECULAR DE MUTACOES DETECTADAS EM GENES LIGADOS A DIFERENTES FORMAS DE EPILEPSIA

Aceito as responsabilidades pela condugdo cientifica do projeto acima.

Area de Conhecimento Grupo Nivel
2 .02 - Gensética Grupo |l Nao se Aplica |
Kreals) Tematica(s) Especial(s) Fand
_1-Genética Humana, Nao se Aplica
Unitermos o
;FILEPSL‘\S MALFORMAEOES CORTICAIS, EXPRESSAQ GENICA, MUTASOEﬁ GENICAS
Sujeitos na Pesquisa
N® de Sujeitos no Centro Total Brasil N° de Sujeitos Total Grupos Especiais
3 3 3 (Menores de 18) (Deficiéntes A
Placebo HIV f AIDS ‘Wash-out Sem Tratamento Especifico Banco de Matenais Biologicos
NAO NAO NAQ NAO NAO
Pesquisador Responsavel CPF Identidade
Simone Sayuri Tsuneda 008.123.949-17 68018358
Area de Especializagio Maior Tilulagio Nacionalidade
|Biologia Bacharel Brasilei
Enderego Bairro Cidade
R Conselheiro Paula Sousa, 212 Bardo Geraldo Campinas - SP
Codigo Postal Telefone Fax Email
13083-080 37888902 / 37888909 stsuneda@fcm.uniaamp.br
Termo de Compromisso

Declaro que conhego e cumprirei o5 requisitos da Res. CNS 196/96 e suas complementares. Comprometo-me a utilizar os materiais e dados
coletados exclusivamente para os fins previstos no protocolo e publicar os resultados sejam eles faveraveis ou ndo.

desenvolvimenio deste projeto, autorizo sua execugdo.
Nome:

Data: ! i Assinatura
Instituicdo Onde Serd Realizado
Nome CNPJ Nacionalfinternacional
UNICAMP/Faculdade de Ciéncias Médicas - SP 146_506.842/5000-13 Macional
Unidade/Orgdo Participagao Estrangeira Projeto Multicéntrico
Faculdade de Ciéncias Médicas NAO NAQ
Enderego Bairro Cidade
Rua Tessalia Vieira de Camargo 126 Barao Geraldo |Campinas - SP
Cédigo Postal Telefone Fax Email
13084-97 19 37888936 19 37887187 ;cep@fcm.unicamp.br
Termo de Compromisso

Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Res. CNS 196/96 e suas complementares e como esta instituicio tem condigbes para o

Data: ! I Assinatura
Nome CNPJ

Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo - FAPESP 50.644.053/0001-10
Endereco Bairro Cidade

Rua Pio X! 1500 [Alto da Lapa S3o0 Paulo - SP
Caodigo Postal Telefone Fax Email

05466-901 3645-2383 (11) 3838-4000 infu@uiesie.fapesp_br
Responsavel Cargo / Fungao

Carlos Henrique de Brito Cruz Diretor Cientifico

O Projeto devera ser entregue no CEP em até 30 dias a partir de 28/09/2005. Nao ocorrendo a entrega

nesse prazo esta Folha de Rosto sera INVALIDADA.
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ANEXO 2- FORMULARIO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Y

“a¥
Universidade Estadual de Campinas
Departamento de Genética Médica

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Pagina 2 de 3

Projeto: Estudos Genéticos em Epilepsia

Investigador Principal: Simone Tsuneda e Profa. Dra. Iscia Lopes Cendes

VANTAGENS:

Eu entendo que ndo obterei nenhuma vantagem direta com a minha participagdo nesse
estudo e que o meu diagnostico e tratamento provavelmente ndo serdo modificados. Contudo, os
resultados desse estudo podem, a longo prazo, oferecer vantagens para os individuos com epilepsia
e suas familias, possibilitando um melhor diagnéstico e um tratamento mais adequado.

E importante notar que o diagnostico pré-sintomatico ndo faz parte dessa pesquisa, mas se
eu desejar obter orientacdo genética, ela serd oferecida nos ambulatdrios do servico de Genética
Clinica do Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP),
telefone (19) 3788.8908.

SIGILO:

Eu entendo que toda informacdo médica, mas ndo os resultados dos testes genéticos
decorrentes desse projeto de pesquisa, fardo parte do meu prontudrio médico e serdo submetidos aos
regulamentos do HC — UNICAMP referentes ao sigilo de informacdo médica.

Se os resultados ou informacBes fornecidos forem utilizados para fins de publicacdo
cientifica, minha identidade sera preservada.

FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL:

Eu entendo que posso requisitar informacdes adicionais relativas ao estudo a qualquer
momento. A Dra Iscia Lopes Cendes, telefone (19) 3788.8907, estard disponivel para responde
minhas questdes e preocupagfes. Em caso de recurso, duvidas ou reclamagdes, contactar a
secretaria da comissdo de ética da Faculdade de Ciéncias Médicas — UNICAMP, telefone (19)
3788.7232.

RECUSA OU DESISTENCIA DA PARTICIPACAO:

Eu entendo que a minha participacdo € voluntaria e que eu posso me recusar a participar ou
retirar meu consentimento, interrompendo a minha participagdo no estudo, a qualquer momento,
sem comprometer os cuidados médicos que recebo ou receberei futuramente no HC — UNICAMP.
Eu reconheco também que a Dra Iscia Lopes Cendes pode interromper a minha participacdo nesse
estudo a qualquer momento que julgar apropriado.
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UMICARMB
Universidade Estadual de Campinas
Departamento de Genética Médica

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Pagina 3 de 3

Projeto: Estudos Genéticos em Epilepsia

Investigador Principal: Simone Tsuneda e Profa. Dra. Iscia Lopes Cendes

Eu confirmo que o(a) Dr(a) me explicou o
objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei submetido e os riscos, desconforto e possiveis
vantagens advindas desse projeto de pesquisa.

Eu li e/ou me foi explicado, assim como compreendi esse formulario de consentimento e
estou de pleno acordo em participar desse estudo.

Eu autorizo a estocagem e utilizacdo do RNA que sera obtido das células da minha amostra
de pele.

Nome do participante ou responsavel

Assinatura do participante ou responsavel Data

Nome da testemunha

Assinatura da testemunha Data

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR

Eu expliguei a 0 objetivo do
estudo, os procedimentos requeridos e 0s possiveis riscos e vantagens que poderdo advir do estudo,
usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma copia desse formulario
de consentimento ao participante ou responsavel.

Nome do pesquisador ou associado

Assinatura do pesquisador ou associado Data
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