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RESUMO

Garcia S. Aplicagdes do sequenciamento do exoma na investigacdo das bases
biologicas da esclerose multipla. Sdo Paulo; 2015. [Dissertagio de Mestrado-

Fundagao Antonio Prudente].

Esclerose Multipla (MS) ¢ uma doenca inflamatéria degenerativa cronica,
desmielinizante e de origem multifatorial. Esta doenca afeta aproximadamente 2,3
milhdes de adultos/jovens no mundo e sua etiologia ainda ¢ pouco entendida. Neste
estudo, empregamos sequenciamento completo do exoma de 31 individuos distribuidos
em 9 trios/quartetos (pai-mae-filho afetado e irmad/o) envolvendo pacientes com
Esclerose Multipla (EM). Para o estudo foram coletados leucécitos de sangue periférico
e partimos para a constru¢cdo de bibliotecas e sequenciamento completo na plataforma
Ion Proton (Life Technologies). No total, geramos 1.935.266.861 de sequéncias com
uma média de 61 milhdes reads/individuo, permitindo que aproximadamente 90% do
exoma tivesse uma cobertura > 20 vezes. A partir destes dados analisamos: a) o perfil
de mutagdes de novo (ausentes nos pais/irmdos(ds) presentes nos pacientes),
encontrando 12 variagdes; b) inser¢des de novo de retrovirus (DNR) enddgenos
humanos dentro de genes codificadores de proteinas, encontrando um total de 1208
eventos, sendo 109 eventos compartilhados por pelo menos duas familias
independentes; c) a heranca de polimorfismos raros de alelos em homozigose nos
pacientes afetados (SRHH), onde encontramos um total de 24 SRHH. Dentre estes cabe
ressaltar a identificagdo de um SNP raro em GALR2 (0,6% de frequéncia na populagao
global), que aparentemente gera um receptor defectivo. Por sua importancia em
processos de mielinizacdo, este achado pode indicar uma via importante para a génese
da EM podendo, inclusive, apontar alternativas terapéuticas importantes que incluam a
utilizagdo de andlogos da galanina. Nossas andlises estruturais de GALR2 usando
modelagem por homologia sugerem que a alteragdo W249L nao impede a ligacao da
galanina, mas possivelmente altera sua capacidade de sinalizagdo intracelular. Esses
achados expandem nossa compreensdo sobre o panorama genético da EM e podem

prover fonte de estudos futuros com aplicagdes diagnosticas e terapéuticas da EM.



SUMMARY

Garcia S. [Applications of exome sequencing for the research of the biological
bases of multiple sclerosis]. Sdo Paulo; 2015. [Dissertacdo de Mestrado-Fundagao

Antonio Prudente].

Multiple Sclerosis (MS) is a chronic, multifactorial, inflammatory, demyelinating
and degenerative disease that affects approximately 2.3 million adults/young-age
people in the world. The etiology of MS is still poorly understood and its
heterogeneity is indicative of a combination of genetic and environmental factors
leading to significant variability in its clinical presentation. In this study, we
performed whole-exome sequencing of 31 MS individuals distributed in nine
trios/quartets (father-mother-MS patient and a healthy sibling). We constructed
gDNA libraries from peripheral blood leukocytes and performed massive sequencing
on the lon Proton (Life Technologies) platform. We generated a total of
1.935.266.861 reads, with an average of 61 million reads/individual, which enabled a
coverage of >20X for at least 90% of the exome. From this we analyzed: i) de novo
mutations (absent in either the father or mother, but present in the affected patient);
ii) de novo retro-insertions of human endogenous virus, inside coding regions of
genes, identifying a total of 1208 de novo retro-insertion events (DNR), of which 109
events were identified in at least two independent patients; iii) the homozygous
inheritance of rare polymorphisms that segregate with the disease, which identified
24 events. Here we highlight the homozygous identification of a rare GALR2 allele
(global frequency of 0,6%), which may produce a defective receptor. Due to its
important role in the neural regeneration and myelination processes, we believe that
this GALR2 variant may be involved in MS development, suggesting that the
administration of galanin agonists may represent an putative new therapeutic
approach for selected MS patients. Using modeling by homology our structural
analysis of GALR2 suggests that the W249L alteration does impair galanin binding,
but can probably alter the intracellular signaling pathways. Our results expand the
understanding of the genetic landscape of MS and indicate new exome analytical

approaches might have diagnostic and therapeutic applications for MS.
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1 INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS DA ESCLEROSE MULTIPLA (EM)

A esclerose multipla (EM) ¢ uma grave doenga inflamatoria, com um
importante componente auto-imune e que leva a uma extensa degeneragao do sistema
nervoso central (SNC). Durante o curso da doenca ocorre uma infiltracdo linfocitaria
localizada que danifica o revestimento de mielina neuronal através de uma reacdo
exacerbada de linfécitos T. No inicio da sua manifestacdo a reagdo inflamatoria €
transitoria e alguma remielinizagdo ainda ocorre, o que permite uma recuperagao de
certas disfungdes. No entanto, com o avanco da doenga os processos que orquestram
a re-mieliniza¢do perdem a efetividade e sdo insuficientes para frear a progressao dos
sinais, o que leva a uma neurodegeneracdo extensa e crdnica (revisto em
COMPSTON e COLES 2008).

O dano na bainha de mielina afeta os neurdnios por todo o SNC incluindo
cérebro e medula espinhal, impactando negativamente a capacidade de transmissao
de sinais elétricos entre neurdnios, o que leva a sintomas diversos. A doenga se
manifesta de formas distintas e novos sinais podem surgir em eventos isolados
(forma recorrente) ou de modo continuo (forma progressiva). Infelizmente a EM
tende a se agravar e sintomas neurologicos permanentes e debilitantes ocorrem com
frequéncia (COMPSTON e COLES 2008).

Ainda n3o existe cura conhecida para a EM e os tratamentos atuais sio
parcialmente efetivos, aliviam alguns sintomas (melhorando de forma ainda modesta
a funcdo neurologica) e diminuem a severidade ou a ocorréncia dos episodios, mas
conferem uma variedade de efeitos adversos (COMPSTON e COLES 2008; MENGE
et al. 2014).

1.2 CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS

A EM afeta cerca de 2,3 milhdes de pessoas no mundo e tem uma prevaléncia

média de cerca de 30/100.000 habitantes (TRISOLINI ¢ HONEYCUTT 2010). No



Brasil estima-se uma prevaléncia entre 15-18/100.000 habitantes (dados do estado de
Sao Paulo e da cidade de Belo Horizonte) (CALLEGARO et al. 2001; LANA-
PEIXOTO et al. 2012).

O inicio dos sintomas normalmente ocorre entre 20-40 anos de idade e, em
maior frequéncia nas mulheres, com uma taxa de 3 mulheres para cada homem
afetado (BOIKO et al. 2002; MILO e MILLER 2014).

Estudos epidemioldgicos sugerem que a prevaléncia de EM aumenta com o
aumento da latitude nos hemisférios norte e sul (VUKUSIC et al. 2007). A
heterogeneidade genética entre as populagdes dos diferentes paises, assim como
fatores exdgenos tais como exposicdo solar/deficiéncia de vitamina D, aspectos
socio-econdmicos e qualidade dispare dos servicos de satde publica (que afetam as
taxas de diagnostico) certamente influenciam na diversidade de prevaléncia reportada
para os diferentes paises (BULMAN e EBERS 1992).

Um estudo recente realizado na Franca (VUKUSIC et al. 2007), envolvendo
aproximadamente 4 milhdes de agricultores diagnosticou a EM em 2667 individuos
(67/100.000). Ao estratificarem os individuos entre as regides do pais o estudo
apontou uma prevaléncia de 100/100.000 no norte ¢ 50/100.000 no sul da Franga (p-
valor <0,01), refor¢cando o papel das latitudes na distribui¢ao desigual da EM mesmo
dentro de um unico pais.

A Multiple Sclerosis International Federation (MSIF) agrupa a distribuigao
mundial de acordo com 5 categorias de prevaléncia, sempre considerando a taxa de
pacientes a cada 100.000 habitantes: 1) Areas de alta prevaléncia: >100 casos; 2)
areas de prevaléncia média/alta, entre 60,01 a 100 casos; 3) areas de média
prevaléncia, entre 20,01 e 60 casos; 4) areas de prevaléncia média/baixa, entre 5,01 e
20 casos ¢ 5) areas de baixa prevaléncia, entre 0 ¢ 5 casos. De acordo com esta
distribuicao, o Brasil ¢ considerado um pais com prevaléncia média/baixa. Uma
figura demonstrando a distribuicdo da prevaléncia mundial da esclerose multipla, de

acordo com dados da MSIF ¢ apresentada a seguir (Figura 1).
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Fonte: Multiple Sclerosis International Federation-MSIF (2015)
Figura 1 — Prevaléncia de EM no mundo.

Virios estudos com diferentes populagdes e fundamentados na hipoétese de que
a latitude seja um possivel fator de risco em EM demonstraram, com resultados
convergentes, o efeito da migragdo e da idade na migragdo na taxa de prevaléncia de
EM. Esses estudos sugerem que, se um individuo migrar de uma area de alto risco
para uma 4rea de baixo risco com idade igual ou superior a 15 anos, o risco de
desenvolver EM sera mantido inalterado em relagdo ao seu local de nascimento. Por
outro lado, se um individuo migrar de uma area de alto risco para uma regido de
baixo risco antes de completar 15 anos, a susceptibilidade de desenvolver EM sera
similar a de um nativo da regido de migracdo (KURTZKE 2000). Essas analises
enfatizam que a susceptibilidade para desenvolver EM deve ser resultado da
combinagdo de fatores ambientais (presentes na regides de risco) e de elementos
endogenos (relacionados a componentes genéticos e também relacionados a “idade
de susceptibilidade”), indicando a necessidade de um periodo de exposi¢do para que
a doenca se estabeleca (KURTZKE et al. 1970; 1998; GALE ¢ MARTYN 1995;
KURTZKE 2000; CABRE et al. 2005).



1.3 ASPECTOS DIAGNOSTICOS E MANIFESTACOES CLINICAS

Ainda ndo existe um teste diagnostico acurado para diagnosticar a EM em seu
inicio. Em geral, o diagnostico requer evidéncias de distirbios neurologicos
propagados no tempo (DIT) e no espago (DIS) que afetem o sistema nervoso central
e que permitam a exclusdo de doencas com caracteristicas similares & EM (tais como
a neuromielite optica (NMO) e doencas do espectro da NMO). Os sintomas/surtos
surgem como consequéncia dos disturbios neuroldgicos (POLMAN et al. 2011).
SCHUMACKER et al. (1965) foram os primeiros a introduzir o conceito de DIT e
DIS. Posteriormente, Poser adicionou a analise do liquido cefalorraquidiano (LCR),
para auxiliar na identificagdo dos sinais da doenga no SNC (POSER et al. 1983).

Um primeiro método para avaliar clinicamente o grau de prejuizo
neurologico, foi baseado na combina¢do de um escore de debilidade - Expanded
Disability Status Scale (EDSS) com a gradagdo do prejuizo em 8 sistemas funcionais
(SFs), a saber: piramidal, cerebelar, tronco cerebral, sensorial, intestinal e urinario,
visual, cerebral e outros. Essa gradagdo pode variar de 0, quando o individuo ndo tem
danos neurologicos a 6, quando ha prejuizo maximo nos SFs. O EDSS pode variar de
0-10 e depende de quantos sistemas funcionais sdo prejudicados e o grau de prejuizo
desses sistemas. Essa avaliacdo clinica, para detectar atividade e severidade da EM,
pela contagem de surtos e quantificagdo dos prejuizos neuroldgicos ainda € aplicada
(KURTZKE 1983; RANSOHOFF et al. 2015).

Os critérios para diagnéstico clinico sdo: 1) dois ou mais surtos e evidéncia
clinica de duas ou mais lesdes ¢ ii) dois ou mais surtos e evidéncia clinica de uma
lesdo. Para demonstrar a DIS s3o necessarias ao menos duas lesdes, por isso pode-se
considerar uma lesdo na medula espinhal como substituta de uma lesdo no cérebro
acoplada com andlise de LCR.

v" Um surto e duas ou mais lesdes. Para demonstrar DIT pode-se fazer exames de
ressonancia nuclear magnética (RNM), mas deve-se aguardar um intervalo de
trés meses entre o evento clinico e o aparecimento de uma nova lesao.

v" Um surto ¢ uma lesdo. DIT ¢ DIS devem ser demonstrados com RNM e LCR

respectivamente. Casos em que RNM e LCR nao sdo feitos, a evidéncia clinica



de um segundo surto em outro sitio podera ser utilizado como critério para DIT

e DIS.

v' Para diagndstico de esclerose multipla primaria progressiva (EMPP), devido a
auséncia de surtos nesse subtipo, deve-se avaliar DIS usando RNM ou
potencial evocado visual (PEV) e DIT usando RNM, ou confirmar a progressao
de debilidade por um ano e ainda confirmar LCR positivo.

A revisdo dos critérios de McDonald em 2010 teve como objetivo diferenciar
pacientes pediatricos, asidticos, latinos e ainda discriminar EM dos espectros da
NMO. Paralelamente, a melhoria nas técnicas de ressonancia magnética permitiu
uma maior sensibilidade na detec¢do de lesdes antes indetectaveis e simplificou os
critérios diagnosticos, possibilitando o diagndstico antecipado com alto grau de
sensibilidade e especificidade. Para adequar o critério de RNM em todos os subtipos
de EM, um estudo colaborativo europeu (MAGNIMS) analisou RNM em EM e
comparou com o critério de RNM utilizado na pratica clinica ¢ demonstrou que pelo
menos uma lesdo em pelo menos duas de quatro regides consideradas caracteristicas
de EM sdo suficientes para DIS. Para DIT, o grupo aceitou que o aumento de
gadolinio sem aumento da lesdo na RNM antes do tratamento pode substituir o
seguimento por RNM e finalmente, para diagndstico de EMPP foi sugerido utilizar o
novo critério MAGNIMS, ou seja, pelo menos uma lesdo em uma area caracteristica
de EM, ou pelo menos duas lesdes na medula espinhal, ou ainda LCR positivo
confirmado (POLMAN et al. 2011; CECCARELLI et al. 2012; HAGHIKIA et al.
2013).

O diagnostico da EM ¢ feito pela combinagdo do exame de RNM com os
critérios de McDonald, exceto em localidades onde ndo ha disponibilidade dos
aparelhos de RNM. Neste caso, quando também ndo ha alternativas para o exame de
imagem, com LCR e PEV, o diagnostico deve ser reportado como “possivel EM” até
que um novo evento ocorra para cumprir o critério clinico minimo de dois surtos e
duas lesdes (MCDONALD et al. 2001; MILO e MILLER 2014).

Os sintomas mais frequentes em EM sao fadiga, disturbios visuais, e sensoriais,
vertigem, depressdao ou alteracdo no humor, alteracdo no padrdo da marcha,
reducdo/perda de forca muscular, espasticidade, incontinéncia urindria, problemas

intestinais e comprometimento cognitivo. A continua atividade e progressdo da



doenca acumula debilidade ao longo do tempo, de modo que pacientes com uma

média de 10 anos de doenga provavelmente terdo dificuldade para andar (EDSS4) e

entre 15 e 20 anos provavelmente deverdo usar um suporte unilateral para andar,

quando atingem EDSS 6. A expectativa de vida de pacientes com EM ¢ reduzida em

uma média de 7 a 10 anos (MILO e MILLER 2014).

Alguns fatores parecem ter relacdo com um pior progndstico, tais como o
subtipo de EM (EMPP e EMSP), alta taxa de surto e em curto intervalo entre o
primeiro e o segundo surto, aumento do EDSS em 2 e 5 anos, curto tempo para a
progressdo e varios sistemas funcionais envolvidos nesta escala de debilidade
(DEGENHARDT et al. 2009).

Em 1996, a Sociedade Nacional de Esclerose Multipla dos Estados Unidos
caracterizou a EM em subtipos clinicos. A grande maioria dos pacientes pode ser
classificada em um dos seguintes grupos:

a. Esclerose Multipla Remitente Recorrente (EMRR): afeta cerca de 85% dos
individuos. Caracteriza-se por uma fase definida por surtos novos que
ocorrem em média uma vez a cada biénio e recorrentes sintomas neurologicos
que nao progridem entre os surtos e ainda apresentam sinal de recuperagao
total ou parcial;

b. Doenca Secundaria Progressiva (SP): Apods 25 anos de doenca
aproximadamente 90% dos individuos com EMRR evoluem para a fase SP. A
EMSP ¢ diagnosticada com base na historia natural da doenca, em um
contexto de piora gradual, associada a progressao com surtos ocasionais €
poucas remissdes, apos o curso da doenga inicial (EMRR). A resposta a
imunoterapia nessa fase ocorre apenas quando hd eventos inflamatdrios
residuais, ou surtos ou lesdes identificadas por RNM. Atualmente, ainda nao
existe uma ferramenta diagnostica que determine o ponto de transicao entre
os fenotipos EMRR e EMSP, mas sabe-se que essa transi¢do ¢ geralmente
gradual (LUBLIN e REINGOLD 1996).

c. Doenga Primaria Progressiva (PP): Aproximadamente 10% dos pacientes
iniciam a EM em uma fase de progressdao desde o inicio da doenga ¢ podem
apresentar eventualmente pequenas melhorias, pouca ou nenhuma

caracteristica inflamatdria e auséncia de surtos anteriores a progressao, essa



fase ¢ definida como EM primaria progressiva (EMPP). Assim como EMSP,

a EMPP também ¢ diagnosticada pela historia natural da doenca e a evolugao

da progressdo em ambas sdo parecidas. A auséncia de surto na fase PP pode

ser atribuida a uma lesdo individual localizada em uma regido silenciosa que

culmina na debilidade (LUBLIN et al. 2014; RANSOHOFF et al. 2015).

Em 2011, os critérios clinicos postulados em 1996 foram revisados e foram
sugeridas modificacdes que contemplassem a atividade e progressdo da doenca com
uma reavaliacdo da atividade da doenca (critérios clinicos e de imagem), pelo menos
uma vez ao ano. Um dos aspectos explorados foi a inclusdo da CIS como uma
primeira manifestacao clinica da doenga e que exerce o critério de DIT. Outro
aspecto explorado foi a incorporagcdo da atividade e progressdo da doenga, como
aspectos modificadores dos fenotipos basicos de EM. Por exemplo, pacientes com
EMRR que apresentam novas lesdes por RNM sao classificados como EMRR ativos.
Por outro lado, pacientes que nao apresentam novas lesdes ou cujas lesdes parecem
estabilizadas e ndo apresentam crescimento, sdo classificados como EMRR inativos

(LUBLIN et al. 2014).

1.4 ESCLEROSE MULTIPLA E NEURODEGENERACAO

Acredita-se que a variabilidade de apresentagdes clinicas da EM acontece
pela manifestacdo de diferentes fases de um mesmo processo patologico. Como
exemplificado pela inflamagdo aguda, que recruta as células progenitoras
oligodendrociticas (CPOs), importantes no processo de remielinizacdo. Entretanto,
embora pareca contraditorio, artigos demonstram que uma reducdo na resposta
inflamatéria também pode limitar o processo regenerativo e levar ao acumulo de
danos axonais e neuronais ( LUCCHINETTI et al. 2000; FRANKLIN 2002).

A mielina, substincia encontrada ao redor dos prolongamentos neuronais
(chamados axdnios), tem uma composicdo eminentemente lipidica, com grande
capacidade de isolamento elétrico. Esta propriedade isolante faz da mielina um
elemento fundamental na facilitacdo de uma rapida conducao dos impulsos elétricos
que se propagam pelos axdOnios, e também impede que estes deixem os

prolongamentos neuronais. Como ja discutido, na EM, processos inflamatorios



autoimunes danificam a bainha de mielina, dificultando e retardando a transmissdo
dos impulsos nervosos e levando ao desenvolvimento de sintomas diversos, que
variam de acordo com a funcao, intensidade das lesdes e a localizacao dos neurdnios
afetados. Deste modo, além dos aspectos classicos de uma doenca autoimune,
causados pela atividade inflamatoria aumentada, a desmielinizagdo, os danos
axonais, a menor capacidade de neuroregeneracdo e as continuas perdas neuronais
contribuem em conjunto para o estabelecimento e a progressio da doenca
(COMPSTON e COLES 2002).

Os processos inflamatérios € imunes estdo importantemente ligados a
patogénese da EM e envolvem a associagdo linfocitos e microgliocitos. A microglia
representa os principais fagdcitos do sistema nervoso central (SNC), sendo
constituida por uma variedade de macrofagos. A micrdglia participa de todas as fases
da EM através de seus receptores Toll-like, que interagem com moléculas endogenas
e exogenas ao SNC. Estas interagdes modulam a apresentagdo de antigenos por estas
células e contribuem para a iniciacdo e propagacdo de diversas outras respostas
imunolégicas, incluindo a inflamagdo e fagocitose, que culmina com a destruicao da
bainha de mielina. A fagocitose feita pela micréglia e outros tipos de macréfagos €
uma das principais marcas da lesdo da EM, que também ocorre gragas a bateria de
moléculas efetoras carregadas por estas células, tais como espécies reativas de
nitrogénio, que também causam importantes danos aos oligodendrocitos (JACK et al.
2005). Um dos maiores desafios terapéuticos na EM tem sido a modulacdo da
resposta da microglia, de modo a limitar os danos causados ao SNC e permitir uma
recuperacdo local. No entanto, além desta atividade neurotdxica na EM, a micréglia
também possui grande importancia na neuroprotegdo, através de mecanismos que
envolvem a secrecdo de mediadores soliveis que levam ao reparo neuronal e
regeneragado, inclusive promovendo a remocao de fragmentos de células mortas e a
inducdo de neurogénese (revisto em NAPOLI e NEUMANN 2010).

Recentes estudos tém demonstrado que a substancia cinza cerebral pode ter
um importante papel relacionado ao actimulo de dano irreversivel e progressiva
debilidade, e ainda que os diferentes processos neurodegenerativos na substancia

branca e os danos acumulados na substincia cinza sejam capazes de determinar a



heterogeneidade observada em pacientes com EM (LASSMANN 2012; SCHUTZER
etal. 2013).

As primeiras lesdes ocorrem em areas focais, conhecidas como placas. A
localizagdo dessas placas implica em manifestagdes clinico-neuroldgicas variaveis,
que de modo geral, é resultado da invasdo de células imunes através da barreira
hematoencefalica num processo continuo de ativagdo de macrofagos (células
migratorias do sistema imune inato) e microglia (células residentes do sistema imune
inato), com consequente neurodegeneragdo e desmielinizagdo. Embora a EM seja
considerada uma doenca autoimune, onde as células T atacam seus proprios
antigenos em individuos predispostos, o mecanismo de desmienilizagdo, lesdes
inflamatorias e mudangas neuronais que melhor correlaciona com debilidade clinica,

ainda ¢ pouco entendido (WEINER 2008).

1.5 TERAPIAS UTILIZADAS NA EM

A partir da década de 90 a imunoterapia com interferon 3 (IFN B 1b) e acetato
de glatiramer se tornaram padrdo para tratamento dos surtos e reducdo da taxa de
progressdo anual em pacientes com EMRR. Posteriormente, em 2003 surgiu o
Natalizumabe, um anticorpo monoclonal humanizado que reconhece a molécula de
adesdo a4-integrina. O Natalizumabe foi a primeira a demonstrar a possibilidade de
alcangar remissao, com a auséncia de sinais de EM detectavel por RNM e com uma
taxa de reducdo de surto em dois anos de tratamento de mais de 65% dos casos, além
de mais de 90% de reducdo de novas lesdes inflamatdrias (POLMAN et al. 2006).
No entanto, houve relatos do uso de Natalizumabe levando a uma leucoencefalopatia
multifocal progressiva (POLMAN et al. 2006). J4 em 2009 foi aprovada a droga oral
Fingolimode, um imunomodulador que parece agir retendo os linfécitos no interior
dos linfonodos e impedindo que estes se desloquem para o SNC onde promovem a
inflamacao e as reagdes autoimunes. Deste modo esta droga permite remielinizagdo e
inibe a astrogliose. Essa droga apresenta uma taxa de reducdo de surtos entre 55-60%
e uma excelente reducdo de lesdo ativa, mas pode acarretar complica¢des cardiacas
em individuos com mais de 50 anos de idade (AKTAS et al. 2010; KAPPOS et al.
2010).
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Os diversos mecanismos de acdo dessas drogas, as diferentes vias e a relacao
risco/beneficio, fazem com que o acompanhamento da evolugdo da doenca, analise
de fatores progndsticos, andlise de RNM e historico de tratamentos anteriores sejam
a base para a escolha do tratamento mais adequado. No entanto, os tratamentos
usados na EM tém efeito minimo sobre a sindrome clinicamente isolada e nenhum
efeito sobre taxa de declinio apds o inicio da fase progressiva da doenca (KAPPOS et

al. 2009; HAGHIKIA et al. 2013).

1.6 ETIOLOGIA

Apesar de ndo se saber a causa da EM, fatores imunoldgicos, ambientais e

genéticos t€m sido relacionados a sua etiologia, conforme discutido a seguir.

1.6.1 Autoimunidade e EM

A hipdtese da auto-imunidade como um componente importante na etiologia
da EM ¢ suportada por centenas de estudos de diversos grupos e tem como base a
presenca de infiltrados de células T ativas no SNC e a capacidade de modulagao dos
sintomas com tratamentos imunoterdpicos (MARTIN et al. 1992). Durante o
estabelecimento de doencas autoimunes, acredita-se que ocorra uma reativagdo de
clones de células T auto-reativas que ndo tenham sido eliminados durante a
maturacao do timo, em um processo desencadeado pela exposicao a algum antigeno
que mimetize proteinas proprias do organismo hospedeiro. No caso da EM, uma das
hipoteses ¢ a de que a apresentacdo de antigenos que ocasione uma reagdo cruzada
com proteinas associadas a processos relacionados a mielina que reveste os
neurdnios do SNC, iniciando assim uma reagdo imune, principalmente baseada em
células T, contra esta proteina (GUGGENMOS et al. 2004).

Existem vérias hipdteses para o desenvolvimento da autoimunidade em EM,
uma delas ¢ a de que nos pacientes algumas proteinas corporais que nao sao
expressas no timo, como a glicoproteina oligodendrocitica da mielina (MOG)
possivelmente desestabilizaria a manutencdo da auto-tolerancia, que poderia atuar

por delecdo de células T auto-reativas ou mesmo pela selegdo de células T
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regulatérias, podendo contribuir para o desenvolvimento de doencas autoimunes

orgado-especificas (BRUNO et al. 2002).

1.6.2 Fatores Ambientais Associados a Esclerose Multipla

Os potenciais fatores ambientais de risco mais consistentemente relacionados
ao desenvolvimento da EM sdo: infecgdes, uso de tabaco e déficit de exposicao solar
causando caréncia de vitamina D (GIOVANNONI e EBERS 2007; PANTAZOU et

al. 2015). Cada um destes fatores ¢ discutido a seguir.

1.6.2.1 Agentes Infecciosos

O conceito de que agentes infecciosos podem estar envolvidos com a
patogénese da EM surgiu inicialmente com o neurologista Pierre Marrie, sucessor do
neurologista Jean Martin Charcot no Hospital Salpétriere, em Paris (MILO e
MILLER 2014). Neste contexto, um dos microorganismos primeiramente associados
foi o virus de Epstein-Barr (EBV).

Alguns achados sugerem que o risco de desenvolver EM aumenta em
individuos infectados com EBV. No entanto, diante da alta prevaléncia de EBV na
populacdo geral (atingindo aproximadamente 95%) (POHL et al. 1996) e da pequena
diferenca de positividade entre grupos com ou sem EM (2-4% de diferenga) ( LEVIN
et al. 2010; BELBASIS et al. 2015) torna-se dificil estabelecer um claro papel deste
virus no desenvolvimento da EM.

Todos os pacientes com EM tem anticorpos contra EBV. No entanto ndo se
sabe se a infeccdo por EBV ¢ causa ou consequéncia da EM (ASCHERIO et al.
2010). Um estudo com 62.439 mulheres encontrou um aumento substancial no titulo
sérico anti-EBV antes do inicio da EM. Surpreendentemente, a maioria das mulheres
soropositivas para EBV tiveram um inicio tardio da EM (ASCHERIO et al. 2001). A
capacidade do EBV de causar danos neurologicos sérios em varias partes do sistema
nervoso central ja foi documentada, mas ainda ndo existem estudos que
demonstraram a associacdo do EBV com a causa ou gravidade da EM (MAIJID et al.
2002).

Devido a capacidade dos retrovirus em causar imunodeficiéncia e diversas

doengas neurologicas, como a paraparesia espastica tropical e leucoencefalopatia
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multifocal progressiva, alguns estudos tentam entender os mecanismos de acao dos
retrovirus endégenos humano (REH). Estudos demostraram uma associacao entre
infecgdes virais e doencas neuroldgicas cronicas, como por exemplo no caso de
pacientes com panencefalite esclerosante subaguda, que apresentaram altas
concentragdes de anticorpos contra o virus do sarampo no plasma e no LCR
(CONNOLLY et al. 1967). A leucoencefalopatia multifocal progressiva (LEMP) ¢
outra doenga que estd associada com uma infec¢do viral, no caso com o poliomavirus
JC humano, que foi encontrado em oligodendrécitos de pacientes portadores desta
doenga. Interessantemente, uma das caracteristicas da LEMP ¢é a desmiclizagdo
progressiva do sistema nervoso central, com destruicdo de oligodendrocitos
(PADGETT et al. 1971).

Algumas linhas de pesquisa indicam que a EM também possa ser uma
imunopatologia associada a alguma infec¢do viral que participe do componente
autoimune da doenca (MARRIE 2004). Essa premissa ¢ corroborada por varios
achados epidemioldgicos que indicam que a EM seja uma doenga autoimune
adquirida e que a heranca genética ndo ¢ preponderante para o desenvolvimento da
mesma.

Mais de 90% dos pacientes com EM possuem altas concentracdes de IgG no
LCR e no plasma, o que sugere fortemente uma infeccao relacionada com a doenga,
assim como descrito para todas as outras doengas com essas mesmas caracteristicas
(GILDEN et al. 1996). Nestas outras doencas, os altos titulos de IgG correspondiam
a anticorpos especificos contra o agente causador da mesma, como no caso da
panencefalite esclerosante subaguda, onde as IgGs oligoclonais representavam
anticorpos contra o virus do sarampo (VANDVIK et al. 1976). J4 na EM, o alvo
destas IgGs ainda ndo foi caracterizado (GILDEN 2005).

Existem hipdteses de que mais de um agente infeccioso poderia causar a EM,
pois as caracteristicas clinicas dos pacientes podem ser muito distintas, inclusive no
que diz respeito a graus de desmielinizacdo e inflamacdo. No entanto, em varias
outras doengas, 0 mesmo agente infeccioso pode causar uma sintomatologia diversa,
como no caso da neuro-sifilis, causada pelo Treponema pallidum. Assim, a genética
do individuo, idade, estado nutricional, background genético, imunidade, entre

outros aspectos podem contribuir para a variabilidade de sintomas e gravidade da
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doencga. Desta forma, a hipotese de infecgdo por apenas um organismo como causa
da EM ainda ¢ a mais plausivel (GILDEN 2005). A baixa abundancia de um
microorganismo putativo causador da EM e sua presenca em um estado de laténcia
pode explicar por que o mesmo ainda ndo tenha sido descoberto. Um dos exemplos
que justificaria essa hipotese ¢ a presenga do virus da Varicella zoster, que se
encontra latente em ganglios, com baixa carga viral e baixa expressdo génica
(GILDEN 2005).

Hipoteses sobre varios organismos que podem ter alguma relagdo com a EM
foram levantadas, como a Chlamydia pneumoniae (SRIRAM et al. 1999). Pacientes
com EM e controles tiveram seu soro e LCR testados para esta bactéria gram-
negativa e ambos os grupos foram positivos, porém o titulo de anticorpos contra esta
bactéria no LCR se mostrou mais elevado nos pacientes com EM. No entanto,
caracteristicas clinicas da doen¢a (como duragdo da doenga, atividade da doenga, etc)
ndo foram correlacionadas com os altos titulos de anticorpo contra C. pneumoniae
(KRAMETTER et al. 2001).

Dois virus com possivel associacdo com a EM vem sendo amplamente
estudados, o herpesvirus humano 6 (HHV-6) e o virus Epstein-Barr (EBV). Estes
virus ficam latentes em células-B (EBV) e células-T (HHV-6), e para ambos a
soroconversao acontece logo antes ou depois da puberdade, concordantes com
evidéncias do tempo de exposi¢do a eventuais agentes causadores da EM (GILDEN
2005). Anticorpos contra esses virus sdo comumente encontrados na populagdo, no
entanto ¢ possivel que exista uma ineficiéncia na resposta imune de pacientes com
EM, que pode levar a reativagdo da infec¢ao latente por HHV-6 (BLUMBERG et al.
2000). Os titulos virais de HHV-6 podem variar durante as fases de remiténcia e
recorréncia da doenga, sendo que os titulos virais estavam mais elevados em
pacientes na fase recorrente (p=0,007). Como a reativagdo viral pode ser baixa, ¢
possivel que ela ndo seja passivel de deteccdo por PCR. Neste sentido a deteccdo
viral ¢ maior em sangue total do que em soro, e alguns pesquisadores sugerem que o
HHV-6 possa infectar outras células que nao os linfécitos, como os oligodendrocitos
(CASELLI et al. 2002).

Alguns trabalhos mostram que a ativacdo de retrovirus humanos endégenos

(HERVs) pode estar relacionada com a EM (CERMELLI e JACOBSON 2000).
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Retrovirus que infectaram humanos hd muitos milhdes de anos atras foram
incorporados e fazem parte do genoma humano (GIFFORD e TRISTEM 2003).
Estas sequéncias geralmente sdo inativas, mas em determinadas circunstincias elas
podem ser traduzidas. Existem evidéncias de que os HERVs produzam proteinas
neurotdxicas associadas com a progressao da EM e alguns laboratorios ja isolaram
proteinas de HERVs em lesdes de pacientes com EM (ANTONY et al. 2011).
Interessantemente os herpes virus parecem ser capazes de ativar HERVs, e neste
sentido EBV parece ser particularmente ativo nesta condi¢do. O fato de EBV ser
altamente prevalente em pacientes com EM torna a hipétese de correlagdo entre EM
e HERVs ainda mais interessante (MAMELI et al. 2013). A expressao de HERVs
estd relacionada a ativagdo de ambos os sistemas imunes inatos e adaptativos, o que
pode ser uma ligagdo a mais com as caracteristicas inflamatdrias e imunologicas de
EM. Outro dado que corrobora a hipotese do envolvimento dos HERVs com a EM
vem do fato de pacientes soropositivos para HIV e tratados com anti-retrovirais
terem uma baixa incidéncia de EM. Somado a isso foi descrito um interessante relato
de caso de um paciente portador de EM que se tornou HIV soropositivo e, apds
iniciar o tratamento contra o HIV com terapia anti-retroviral, teve uma melhora
radical nos sintomas da EM (MARUSZAK et al. 2011). Em geral, pacientes com EM
possuem altos niveis de expressdo de HERVs, quando comparados a controles ou a
pessoas que possuam outra doenga neuroldgica. Neste sentido, foi iniciado em 2013
um ensaio clinico (nimero NCT01767701; www.clinicaltrials.org) no Reino Unido
chamado INSPIRE, que avalia o efeito do anti-retroviral Raltegravir (Isentress,
MerckSharp & Dohme Corp) em pacientes com EM. Esta droga também pode ser
ativa contra os herpes virus.

Os genes dos retrovirus HERV-W podem estar presentes em varias copias no
genoma, sendo que a maioria delas € truncada, ou ndo possui uma janela aberta de
leitura (ORF). No entanto algumas ORFs permanecem, indicando o potencial de
alguns destes retrovirus para produzirem proteinas completas ou truncadas. Estes
genes estdo dispersos em varias copias em cromossomos distintos e podem ser
expressos em tecidos especificos, durante certas fases do desenvolvimento (LOWER
et al. 1993, 1996). Um destes retrovirus, denominado Multiple Sclerosis Associated
Virus (MSAV) é um membro da familia HERV-W e foi associado a EM quando foi
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originalmente isolado de células leptomeningeais presentes no LCR de um paciente
com esta doenga (PERRON et al. 1989). Sua presenca foi detectada em varios
pacientes com EM por varios grupos de pesquisa, tanto no sangue, quanto no LCR,
sendo que sua detec¢do em pessoas sem EM ¢ significativamente menor (DOLEI e
PERRON 2009). Um estudo posterior de DOLEI et al. avaliou a presenga de MSAV
em uma populacao com alto risco de desenvolvimento de EM e observou a sua forma
extracelular no plasma de 100% dos pacientes com doenga ativa. A presenca de
MSAV também foi observada no LCR de pacientes com doengca em evolugdo
(DOLETI et al. 2002). Nos pacientes com doenca estavel ndo foi detectado MSAV no
LCR ao contrario do que ocorre nos pacientes com doenga mais severa (SOTGIU et
al. 2002). MSAVs levam células gliais a apoptose, mas o mesmo efeito ndo ocorre
em neurdnios (MENARD et al. 1997). Células mononucleares de sangue periférico
(PBMC) derivadas de individuos infectados por MSAV continuam a produzir virions
quando cultivados in vitro. No entanto esse mesmo achado ndo foi observado em
PBMC de individuos ndo infectados por MSAV, nem espontaneamente, nem sob
tratamento com agentes indutores, sugerindo que a expressao deste retrovirus nao €
ubiqua e que eles poderiam ser um membro exogeno dos HERV-W (SERRA et al.
2003). Como no genoma humano nao foram identificadas copias intactas de MSAYV,
uma hipdtese para a producdo de particulas virais vidveis endogenas poderia
envolver trans-complementagdo de copias dos genes necessarios. Assim € possivel,
como descrito para o virus MMTV (virus tumoral mamario de camundongo)
(BERLIOZ e DARLIX 1995), ou o virus MLV (virus da leucemia murina) (XU et al.
1996), que eles possam ter se formado a partir de uma cdpia enddégena ndo-ubiqua,
por retrotransposi¢do de novo ou recombinagdo (LINIAL e MILLER 1990).

Ja a Sincitina-1 ¢ uma proteina viral codificada pelo gene env de um outro
HERV-W, o ERVWE-1, incompetente para replicagdo. Interessantemente, a
Sincitina-1 possui uma identidade de 94% com o EMRYV. Este gene esta integrado no
genoma humano no locus 7q21-22, regido candidata a susceptibilidade para EM.
Enquanto o EMRYV ¢ capaz de formar virions vidveis extracelulares com atividade de
transcriptase reversa, a Sincitina-1 s6 foi encontrada intracelularmente ou na
membrana plasmatica. A Sincitina-1 ¢ altamente expressa na glia de pacientes com

EM e pode estar associada a alguns sintomas da EM (DOLEI 2005).
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A maior prevaléncia da EM em mulheres ja foi bem descrita na literatura
(SADOVNICK 2009), e neste sentido a presenga de copias de HERV-W no
cromossomo X poderia estar relacionada com este fendmeno. Em um trabalho
recente de GARCIA-MONTOJO 2013, a estratificacdo de controles e portadores de
EM e também a avaliagdo por sexo, mostrou que a quantidade de DNA do gene do
envelope de MSAV (Msav-env) varia de acordo com o desenvolvimento da doenca e
com o sexo. Este trabalho mostra um aumento de DNA gendmico em mulheres com
EM em relagdo a mulheres controle. O mesmo achado se manteve na comparagdo
entre homens com e sem EM e quando o sexo foi considerado entre pacientes com

EM, o numero de copias de DNA de Msav-env foi maior em mulheres (Figura 2).
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Figura 2 — Quantidade de DNA do EMRYV entre controles (doadores de sangue) e

pacientes com EM. A) A quantidade de DNA do EMRV (avaliada pelo nimero de copias por

picograma de DNA) ¢ maior nos pacientes com EM (N=178) quando comparada aos controles
(N=124) (ANOVA; p=4.15¢e-7). B) Comparacao da quantidade de EMRYV entre homens e mulheres,
portadores de EM ou controles (CTL). Os pontos indicam a média e as barras representam o intervalo

de 95% de confianga.

Em 2000, CHRISTENSEN et al. identificaram a presenca de particulas virais
dos retrovirus RGH, que também fazem parte da mesma subsecdo dos oncovirinae do
tipo C assim como os retrovirus HERV-W/EMRYV, em pacientes com EM. Os RGH
sdo variantes homologas aos HERV-H e se mostraram presentes no sobrenadantes de
4 linhagens celulares de EM e também em 73% das amostras de plasma de 33

pacientes com EM. Interessantemente, todos os pacientes positivos para a presenca
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de RGH possuiam doenga ativa. Desta forma, ¢ possivel que os retrovirus das HER-
W e HER-H possam ter papéis similares em sua associagdo com a EM.

De modo geral, REs podem induzir anormalidades no genoma ou em
produtos génicos provocando alteracdo da sequéncia gendmica normal com
consequéncias funcionais. Paralelamente, os REVs fornecem elementos regulatorios
que podem atuar em processos de ativagdo/inibigdo génica e splicing alternativo. A
transcriptase reversa de um REH pode ainda interagir com RNAs virais exdgenos
(ex. EBV) (MAGER 1999; LING et al. 2001; CUSICK et al. 2013).

Os REs sdo virus patogénicos em doencas neuroldgicas mediadas por
componentes imunolégicos, como a EM. Explorar esses possiveis agentes etiologicos

se faz necessario para um melhor entendimento das bases biologicas da EM.

1.6.2.2Exposicao solar e vitamina D

A exposi¢do solar, associada a latitude parece ser um potencial fator
relacionado @ EM. Com o objetivo de fazer uma correlacdo direta entre exposi¢do a
radiagdo solar e a mortalidade por EM, foi desenvolvida uma investigacao
exploratdria tipo caso-controle baseada em atestados de obito emitidos nos EUA,
levando em consideragdo caracteristicas importantes que poderiam enviesar a
analise, como idade, sexo, caracteristicas socio-econdmicas e regido da residéncia.
Para isso, foram selecionados individuos que viviam em ambientes similares, mas
expostos a diferentes niveis de radiacdo UV. Através da andlise multivariada de
regressao logistica, os individuos que trabalhavam em ambiente de alta exposi¢ao a
radiagdo solar foram negativamente associados a morte por EM (odds ratio
(OR)=0,74), o0 mesmo ocorreu para os individuos que residiam em estados de alta
exposic¢ao solar (OR=0,53) (FREEDMAN et al. 2000).

Os estudos de prevaléncia de EM em altas latitudes, levaram a hipotese de
que a EM poderia estar associada a deficiéncia da vitamina D devido a baixa
incidéncia de radiacdo UVB (ASCHERIO et al. 2010). A vitamina D (colecalciferol)
¢ um pré-hormodnio sintetizado na pele como consequéncia da exposi¢do a radiagdo
UVB. No figado e nos rins a vitamina D ¢ processada para a forma ativa
1,25(OH)2D3 (chamada de calcitriol), importante substancia imunomoduladora. A

exposicdo excessiva a radiagdo UVB e consequente aumento na producdo de
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vitamina D ndo causa intoxicacao, pois os metabolitos da vitamina D sdo convertidos
em produtos inertes (HOLLIS 2005). No entanto, a diminui¢ao da sintese cutanea de
vitamina D pode ter consequéncias danosas, podendo ocorrer por diversos fatores,
incluindo idade mais avancada e presenga de maior quantidade de melanina na pele.
A maior fonte de obtencdo da vitamina D ¢ através da radiagdo UVB, mas alguns
alimentos, como 6leo de como bacalhau e 6leo de peixe também sdo fontes de
vitamina D (ASCHERIO et al. 2010; HAUSER et al. 2013).

O receptor da vitamina D (VDR) ¢é expresso em células do sistema imune,
incluindo células imunes inatas e adaptativas e tem um importante papel na
modulagdo de processos imunes através da regulacdo transcricional ativada por seu
ligante, o 1,25(OH)2D3 (VANAMERONGEN et al. 2004). Esses processos sao
principalmente relacionados a inibicdo da expansdo das células T-helper 1
(envolvidas na patogénese de doengas auto-imune), através do bloqueio da producao
da interleucina 12 (IL-12) derivada de macrofagos e células dendriticas, da inibigcdo
da maturagdo das células dendriticas, aumento da atividade de células T-regulatérias,
aumento da capacidade fagocitica pelos macrofagos e monocitos entre outros. Esse
receptor ¢ encontrado, por exemplo, em células T e B ativas no cérebro e atua como
fator de transcricdo em genes responsivos ao seu metabolito ativo [1,25 (OH)2 D3]
(LEMIRE 1995; D’AMBROSIO et al. 1998; PONSONBY et al. 2005).

A transcrigdo dos genes responsivos ao 1,25 (OH)2 D3 ¢ modulada pela
heterodimerizacdo do VDR ativo com o receptor nuclear retindide X (VDR/RXR)
que se liga a uma sequéncia de DNA na regido promotora do gene responsivo a 1,25
(OH)2 D3, denominada de elemento responsivo a vitamina D (VDRE), regulada pelo
calcitriol (VANAMERONGEN et al. 2004).

A sintese de vitamina D, que tem uma relacdo direta com exposicdo a luz
solar, tem sido alvo de intimeras pesquisas que buscam sua correlagdo com a
patogénese da EM. O provavel mecanismo de acdo da vitamina D ¢ o seu metabolito
ativo, o calcitriol, e seu receptor nuclear (VDR) (O’GORMAN et al. 2012). Alguns
dos genes responsivos ao calcitriol t€ém um importante papel em processos
imunoldgicos relacionados as células T, como por exemplo, o fator nuclear de
células T ativadas (NFAT), que tem um papel central na cascata de sinalizacao das

células T e MAP quinase-fosfatase-5 (MKP5) que regula a resposta imune inata e
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adaptativa (SHAW et al. 1988; ZHANG et al. 2004; WOBKE et al. 2014). Assim,
acredita-se que os efeitos imunomodulatérios da vitamina D tenham um papel na

génese da EM por mecanismos ainda ndo totalmente conhecidos.

1.6.2.3 Consumo de tabaco

Fortes indicios associam o consumo de tabaco (incluindo quantidade e tempo
de consumo) ao maior risco de desenvolver a EM e também a uma redu¢do no tempo
de conversdo da fase EMRR para a fase SP (WESTON e CONSTANTINESCU
2015).

E sabido que os xenobidticos, como por exemplo os numerosos componentes
da fumaga do cigarro, sdo fortes ligantes ao receptor aryl hidrocarboneto (AhR). O
AhR ¢ um fator de transcricdo expresso em niveis elevados em células T-helper 17
(Th17) vinculadas a doengas autoimunes, como a EM. A ativacdo do AhR por esses
xenobioticos induz dois processos importantes na autoimunidade. A via mais comum
¢ a da regulagdo da expansdo de células Th17 e subsequente impacto na producdo da
interleucina 22 (IL-22), importante em diversas doencgas autoimunes ¢ também na
EM (revisto em PAN et al. 2013). Como as células Th17 sdo essenciais para o
desenvolvimento de algumas doengas autoimunes, acredita-se que a via de ativagao
do receptor AhR, possa agravar esta condicdo (WESTON e CONSTANTINESCU
2015).

Apesar de estudos epidemiologicos terem sugerido fatores diversos, como os
citados acima, que podem ter importancia no desenvolvimento da EM, ainda ndo
existe um pleno consenso quanto as causas mais relevantes para o desenvolvimento
da EM. De modo importante, ainda ndo existem evidéncias cientificas suficientes
para comprovar que os fatores até hoje sugeridos sejam essenciais na etiologia da
EM (MARRIE 2004; ASCHERIO e MUNGER 2007; ASCHERIO et al. 2010;
KLEINEWIETFELD et al. 2013; BELBASIS et al. 2015).

1.6.3 Fatores Genéticos Associados a Esclerose Multipla
A importancia de fatores genéticos na génese da EM ¢ inequivoca. Uma
prova disto ¢ o fato de, como comprovado por estudos epidemiologicos diversos,

quanto maior o grau de compartilhamento genético com um portador da doenca,



21

maior a probabilidade de que um segundo individuo também desenvolva a doenga.
Enquanto a prevaléncia da EM na populacdo que vive em areas alto risco ¢ de 0,1%,
a taxa de recorréncia familiar média ¢ 200X maior, ou 20% [revisto em (EBERS et
al. 1995)]. Estudos com familias e com gémeos tém demonstrado que a genética tem

um papel preponderante na génese da EM (Figura 3).
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Figura 3 — O risco de ocorréncia de esclerose multipla ¢ diretamente

proporcional a proximidade genética com uma pessoa afetada

Uma das hipéteses mais estudadas pelos grupos que investigam a EM ¢
apoiada pelo conceito de que combinacdes de certas alteragdes genéticas
predisponentes, encontradas nos genomas de individuos sauddveis, quando
transmitidas a geracdo seguinte, levariam ao desenvolvimento da doenca. Neste
modelo, um arranjo ao acaso das alteracdes genéticas existentes no genoma dos pais
¢ transmitida aos filhos e estas, em conjunto com fatores ambientais diversos, seriam
responsaveis por desencadear a doenca. No entanto, cabe notar que a heranga
genética na EM ndo ¢ absoluta. Por exemplo, quando um individuo ¢ afetado pela
EM, as chances do seu gémeo monozigético — e, portanto com um genoma
teoricamente idéntico ao do irmdo afetado — desenvolver a doenca ¢é de
aproximadamente 35%. Se por um lado este risco ¢ extremamente elevado quando

comparado com a prevaléncia de EM na populagdo em geral, este dado demonstra
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que a identidade genética, no que se refere aos alelos herdados dos pais, ndo € capaz
de explicar totalmente a génese da EM (ZUVICH et al. 2009).

Uma hipdtese a ser considerada sobre os aspectos genéticos da EM ¢ de que
multiplas variantes em diversos genes podem fornecer contribuigdes diferentes e
aditivas no que se refere a predisposi¢io ao desenvolvimento da doenca. E possivel
que alteragdes em vias bioldgicas especificas causem distintos niveis de
predisposicao relacionados a fatores bioldgicos relevantes para a doenca tais como
capacidade de sintese e metabolizacdo de vitamina-D, predisposicdo a infecc¢des
virais, capacidade e intensidade de resposta imunologica, predisposicdo aumentada a
fatores que levem a neurodegeneragao ou que impegcam um reparo a danos neuronais.
Tais alteracdes, quando avaliadas em conjunto com fatores exdgenos, certamente
podem contribuir muito para a maior compreensao da biologia da EM.

Devido ao dificil acesso ao tecido afetado pela EM, o uso de modelos animais
de EM com encefalomielite autoimune experimental (EAE) tem sido usado na
tentativa de desvendar as vias neurodegenerativas associadas a EM, buscando
esclarecer os mecanismos neuroaxonais de injiria ou prote¢cao durante a inflamagao
cronica (FRIESE et al. 2006). O dano neuroaxonal ¢ mediado por uma série de
produtos neurotdxicos, como espécies reativas de oxigénio, glutamato, citocinas e
quimiocinas secretados pelas células imunes. Esses produtos sdo importantes no
processo de inibicdo da resposta inflamatéria e para a dissolu¢do de um quadro
inflamatorio ja estabelecido, direcionam a resposta imune e alteram o metabolismo
de neurdnios e axonios. No entanto, a manutengao desses produtos de células imunes
por um periodo prolongado ¢ uma fonte intrinseca de estresse (FRIESE et al. 2014).

Evidéncias apontam que no citoplasma de neurdnios derivados de lesdes
corticais ativas de EM ha acumulo de moléculas oxidadas e moléculas de DNA
quebradas. As espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS), como o
oxido nitrico (NO) estdo intrinsecamente relacionadas a lesdes em EM e EAE e seus
produtos oxidativos estdo envolvidos no processo inflamatdrio, sugerindo que
macrofagos e microglia estejam envolvidos no curso da neurodegeneracao (HAIDER
et al. 2011; NIKIC et al. 2011; FISCHER et al. 2013). Entretanto, ainda nao esta
claro se vias antioxidativas tem um papel na prote¢do de neurdnios contra o estresse

oxidativo, mediado pelo processo inflamatdrio.
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As variantes de nucleotideo tnico (SNPs), geralmente investigadas por
estudos de Genome Wide Association Studies (GWAS) sdo importantes candidatos a
fatores de risco em diversas doencas. Na doenga de Parkinson, por exemplo, SNPs
no gene codificador do fator neurotréfico da dopamina cerebral (CDNF) sao
considerados fatores de risco para a doenga (Choi et al. 2011). Em EM, estudos de
GWAS nao medem esfor¢os na tentativa de identificar fatores de susceptibilidade.
Varios SNPs ja foram associados a EM e o principal locus ¢ o do MHC, no chr
6p21.3 (BARANZINI et al. 2009).

17 ANALISES DE EXOMAS COMO FERRAMENTA DE
AVALIACAO DE DOENCAS NEUROLOGICAS

Ao longo das décadas, houve grandes avancos no entendimento da EM, de
modo que € possivel delinear vias moleculares relevantes para a doenga, além de
sugerir alelos de risco e fatores ambientais envolvidos. Muitas terapias para tratar os
sintomas (surtos) foram desenvolvidas como resultados de uma importante interacao
entre equipes multidisciplinares.

O desafio agora ¢ compreender melhor os aspectos da doenga, como vias de
reparo das lesdes e fatores de protecdo neuronais que possam ser utilizados em
terapias alvo, para tratar a fase progressiva da EM e possivelmente direcionar o
tratamento.

Decifrar o conjunto de alteragcdes genéticas de doengas neuroldgicas ¢ um
fator crucial para o entendimento de seus aspectos patologicos. As metodologias de
nova geragdo para o sequenciamento completo do exoma (WES) tém sido bem
sucedidas em identificar novos genes em doengas complexas. O poder da ferramenta
estd no dado produzido, onde ¢ possivel obter uma detalhada investiga¢do das
regides codificadoras de proteinas.

O sequenciamento de exomas tem sido usado no estudo de diversas doencas
neurodegenerativas. Em um estudo com variantes raras em pacientes com esclerose
lateral amiotrofica familial (FALS), foi identificada uma mutagdo no gene TUBA4A,
codificador de proteina envolvida na estabilizagdo de microtubulos (SMITH et al.

2014). Em um estudo caso-controle, o grupo do GOLDSTEIN (2015) demonstrou
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através do sequenciamento do exoma que dentre diversos genes de associacdo com
ALS conhecidos, uma quinase nao-candnica da familia Tank-Binding Kinase 1
(TBK1) foi identificada como um gene associado a doenca (CIRULLI et al. 2015).

Na doenga de Alzheimer, através do sequenciamento do genoma (WGS) e
exoma foram identificados mais de 20 loci associados como fatores de risco
(KARCH et al. 2014). Em um outro estudo de WES com 30 mulheres caucasianas
com autismo, foram identificados SNPs em genes candidatos associados ao espectro
de autismo, com alta probabilidade de causalidade (BUTLER et al. 2015).

Os estudos citados acima apontam que a investigacdo de alteracdes génicas
raras através de sequenciamento em larga escala de exomas em doencas
neurodegenerativas podem ser informativas para identificar componentes genéticos
de relevancia para o desenvolvimento dessas doengas.

Em esclerose multipla, os estudos de GWAS através das ferramentas WGS e
WES, ja identificaram mais de 100 variantes germinativas que conferem
susceptibilidade, mapeadas em regides estratégicas de genes com funcdes
imunolégicas (KEMPPINEN et al. 2014).

Inicialmente, o inico componente genético associado a EM era a regido do
antigeno leucocitario humano (HLA). Nos ultimos 5 anos de GWAS, 57 novos loci
de susceptibilidade a EM foram identificados. As principais vias envolvidas sdo
JAK-STAT, leucemia mieldide aguda e sinalizagdo do receptor de células T
(SAWCER et al. 2011; MULTIPLE e GENETICS 2013).

Na tentativa de encontrar padrdes de variagdes genéticas e epigenéticas entre
as células CD41T que justificassem a discordancia da doenga entre gémeos
monozigoéticos em EM, o grupo do Dr. Stephens Kingsmore investigou pela primeira
vez, em doen¢a autoimune, o sequenciamento individual do genoma de gémeos
monozigo6ticos discordantes para EM (afetados e nao afetados pela EM) totalizando
trés pares. O grupo observou que ndo houve diferenca robusta do ponto de vista
genético, epigenético e do transcriptoma entre os irmdos gémeos € entre 0s irmaos
dos trés pares de gémeos. Paralelamente, as sequencias obtidas pelo sequenciamento
do genoma também foram alinhadas com o genoma viral, mas nenhuma sequencia
alinhada no genoma viral diferenciou os individuos afetados dos individuos nao

afetados pela EM. O grupo concluiu que uma nova geracdo de ferramentas de
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sequenciamento e analiticas pode ter um grande potencial no estudo de gémeos
monozig6ticos discordantes, onde fatores de confusdo genéticos e nado-genéticos
podem ser minimizados aumentando as chances de rastrear mecanismos envolvidos
em doengas neuroldgicas complexas (BARANZINI et al. 2010).

RAMAGOPALAN et al. (2011) em um estudo de coorte familial realizado no
Canada sequenciaram o exoma de 43 individuos nao-relacionados portadores de EM
e encontraram a variante rara rs118204009 em heterozigose, validada no mesmo
estudo em um coorte maior (12,579 individuos com EM) com grande significancia
estatistica. Esse polimorfismo raro ¢ caracterizado por uma troca de arginina para
leucina e induz a perda total da atividade da enzima I-alfa-hidroxilase, codificada
pelo gene CYP27B1. Essa enzima converte 25-dihidroxivitamina D no metabdlito
ativo da vitamina D, de modo que a perda de func¢do dessa enzima provoca a reducdo
no niveis de calcitriol. Esse estudo reforga ainda mais a importancia vitamina D deva
influenciar a susceptibilidade a EM e que estudos com suplementagdo de vitamina D
para a prevencdo, ou mesmo no tratamento da EM, possam ser justificados
(RAMAGOPALAN et al. 2011). Em 2012, o mesmo grupo ainda com andalise de EM
familiar, selecionou para o sequenciamento completo do exoma, uma familia com 15
individuos afetados em 4 geragdes. Apos sequenciarem 4 individuos, esses autores
identificaram uma variante no gene TYK2 (rs55762744) encontrada em 72% dos
casos (10/14) e 47% (28/60) de familiares ndo afetados. No mesmo estudo esta
alteragdo foi avaliada em uma analise de 2104 trios, sendo encontrada em 0,8% dos
pacientes, frequéncia idéntica a observada em individuos sem a doenga (analises de
nosso grupo no banco EXAC com cerca de 120 mil controles saudaveis —
exac.broadinstitute.org). Os autores concluiram que esta variante, relacionada com a
via de regulagdo de produgdo de citocinas, ¢ uma variante de risco modesto para EM
(DYMENT et al. 2012).

O primeiro sequenciamento de exoma em células Unicas de pacientes com
EM foi desenvolvido pelo grupo do pesquisador Stephen Sawcer, no Departamento
de Neurologia da Universidade de Cambridge/UK em 2014. Eles sequenciaram
linfécitos CD4+ do LCR de 21 pacientes nos estagios iniciais da EM para tentar
identificar mutacdes somadticas associadas ao desenvolvimento de EM, para a

referéncia foram usadas as células do sangue periférico dos mesmos pacientes.
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Segundo os autores do artigo, devido aos artefatos gerados durante a etapa de
amplificacdo do DNA genomico (gDNA) ou durante o sequenciamento, mais de 90%
das diferengas observadas entre as células CD4+ e as células germinativas ndo sdo
verdadeiras e, portanto ndo foi possivel distinguir muta¢des somaticas auténticas. De
acordo com esse estudo, as ferramentas de sequenciamento para analise de exoma de
células unicas precisam ser aprimoradas para assegurar a detec¢do de mutacdes

somaticas raras (KEMPPINEN et al. 2014).

1.7.1 Analises de dados de exoma

A disponibilidade de um exoma completo sequenciado permite diversas
abordagens de analise alternativas. Uma delas ¢ a busca por muta¢des de novo, ou
seja, alteragdes encontradas no genoma do paciente ndo herdadas dos pais mas que
surgem em algum momento na formagdo das células germinativas ou das fases
iniciais do embrido.

Gragas ao desenvolvimento de novas técnicas de sequenciamento de DNA
que levaram a redug¢do do custo, foi evidenciado que em humanos, a taxa de mutagdo
média normal por geracdo esta entre 7.6x10” ¢ 2.2x10™® nt/genoma/geragio (LYNCH
2010). Deste modo, foi calculado que cada recém-nascido normal adquire em média
de 50 a 100 novas mutagdes em seu genoma (ausentes no genoma de seus pais).
Estas mutagdes espontaneas, quando se localizam em regides importantes do genoma
podem ter consequéncias funcionais. Em 2010 foi sugerido que estas mutagdes
podem ajudar a explicar o porque de algumas doencgas caracterizadas por severas
deficiéncias reprodutivas continuarem sendo frequentes na espécie humana
(VISSERS et al. 2010). Neste ano, o grupo do Dr. Joris Veltman (Universidade de
Nijmegen, na Holanda) investigou a ocorréncia de mutagdes de NOvo em pacientes
com a sindrome de Schinzel-Giedion. Pacientes com esta sindrome sdo facilmente
reconheciveis, gracas a certas caracteristicas faciais proprias, severo retardo mental,
multiplas més-formagdes congénitas, além de uma excessiva formacao de tumores,
principalmente neoplasias neuroepiteliais. Apds sequenciarem o exoma completo de
4 individuos nao-relacionados, todos portadores desta doenga, estes autores
identificaram que todos os 4 pacientes apresentavam mutagdes importantes no

mesmo gene, o SETBP1. Alteracdes diversas neste mesmo gene foram
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posteriormente confirmadas em outros pacientes com a mesma doenga, elucidando
pela primeira vez as causas de uma doenga ainda desconhecida, e abrindo
possibilidades concretas de diagnostico e tratamento (HOISCHEN et al. 2010).

No final do ano de 2010, este mesmo grupo demonstrou que mutagdes de
novo podem ser uma das principais causas de retardo mental primario (VISSERS et
al. 2010). Neste artigo, estes autores demonstram que mutagdes de novo puderam ser
prontamente identificadas usando uma abordagem de sequenciamento do exoma em
trios compostos por pai-mae-filho afetado. Neste trabalho, foram sequenciados os
exomas de 10 trios. Todos os pacientes incluidos tinham retardo mental moderado ou
severo, sem histérico familiar da doenca, sem qualquer diagndstico sindrémico ou
etiolégico e sem alteragdes cromossdmicas identificdveis. Dentre os 13 genes
mutados identificados com maior grau de confianga, dez afetam direta ou
indiretamente proteinas associadas ao retardo mental. Tais achados tiveram grande
impacto na pesquisa genomica de doencas humanas e tem profundas implicacdes em
aspectos que envolvem a génese e o diagnostico ndo apenas do retardo mental, mas
também em diversas outras doencas humanas. Os autores concluem que o
sequenciamento sistematico do exoma de trios envolvendo ambos os pais, além dos
filhos afetados, pode revelar outros casos onde mutagdes de novo sejam capazes de
explicar outras doencgas humanas.

Em 2012 CHESI et al. sequenciaram o exoma de trios de 47 pacientes com
esclerose lateral amiotrofica para identificar mutagdes de novo e encontraram
alteragdes em genes que codificam reguladores da cromatina, como CREST e FUS,
candidatos a contribuir com os mecanismos patogénicos dessa doenga. O quadro
descrito acima reforga a possibilidade de que a ocorréncia de mutagdes de novo possa
ser uma das possiveis causas do estabelecimento de doengas neurodegenerativas.

Analises de mutagdes de novo ainda ndo foram realizadas para pacientes
portadores de EM, mas podem ser uma importante ferramenta, principalmente para o

estudo da doenca em sua principal apresentagdo, onde ndo ha histérico familiar.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar alteragdes gendmicas em individuos portadores de EM através do

sequenciamento global do exoma.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar alteragdes moleculares do tipo de novo;
Investigar retro-inser¢des de novo de retrovirus endégenos humanos;

Avaliar heranca, em homozigose, de alelos raros de SNPs;

O O O O

Validar pelo método de Sanger as alteragdes sugeridas pelos dados de

sequenciamento.
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3 CASUISTICA, MATERIAIS E METODOS

3.1 CASUISTICA

Este estudo foi do tipo prospectivo e para viabilizad-lo contatamos diversos
neurologistas do estado de Sao Paulo. Nos reunimos individualmente com cada um
dos grupos participantes, quando explicitamos os objetivos do estudo e propusemos
colaboragdo para o recrutamento dos pacientes e andlise dos dados gerados. Neste
processo esclarecemos o tipo de paciente a ser recrutado, de acordo com os critérios
de inclusao e exclusdo (apresentados abaixo). Os grupos que auxiliaram no
recrutamento foram:

- Departamento de Neurologia, Hospital das Clinicas da Universidade de Sao
Paulo, Ribeirdo Preto, SP, por meio de colaboragdo com o Prof. Wilson Aratjo
da Silva Jr. e Dr. Amilton Antunes Barreira. Em Ribeirdo Preto, contamos ainda
com o apoio logistico de nosso colaborador local, Dr. Julio César C. Lorenzi,
onde coletamos 2 trios e 2 quartetos completos;

- Drs. Guilherme Sciascia Olival e da Dra. Juliana Amm Diniz, neurologistas de
Sao Paulo, SP, onde obtivemos 3 trios completos;

Os dois quartetos restantes foram coletados em Sao Paulo através de contatos
feitos pelo nosso grupo, totalizando 9 familias coletadas (paciente-mae-pai e irmao
quando houve).

As amostras de outros pacientes, usadas em sequenciamento especifico para
investigar a ocorréncia de um dos achados foram obtidas de nossos colaboradores
Drs. Alessandro Farias (UNICAMP), Dra. Doralina Brum (UNIFESP), Dr. Amilton
Barreira (USP Ribeirdao Preto) e Dr. Guilherme Olival (Santa Casa de Sao Paulo).

Os critérios de inclusdo adotados foram:

v Diagnostico de esclerose multipla do tipo remitente-recorrente, de acordo
com os critérios revisados de McDonald (POLMAN et al. 2011);
v Pacientes com idade entre 18 e 60 anos e com ambos pais bioldgicos vivos e

disponiveis no momento da coleta do sangue;
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Quanto aos critérios de exclusio estes foram:

4 Presenga de comprometimento mental que ndo permita entender o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE);

v Presenca de casos de EM, doencas neurodegenerativas ou psiquiatricas na
familia (parentesco de primeiro grau) (CARTA et al. 2014);

v Presenga de alguma doenga grave e que requeiram procedimento cirtrgico

para aceSso venoso,

v Pacientes com alguma outra doenca sistémica concomitante;

v Pais ou pacientes que sofreram transplante de oOrgdos ou transfusdo
sanguinea;

v Auséncia de um ou de ambos pais biologicos, ou que estes ndo concordassem

em participar do estudo.

Os individuos que se encaixaram nos critérios do estudo foram convidados a
participar. Aqueles que aceitaram fizeram a leitura, concordaram e assinaram o
TCLE (Anexo 2). A execucdo deste projeto foi aprovada pelos comités de ética em
pesquisa das institui¢des pertinentes (A.C.Camargo Cancer Center — 1748/13 e
Faculdade de Medicina/USP, Ribeirdo Preto) conforme o Anexo 1.

Deste modo, a casuistica deste estudo foi composta por 31 individuos. Quinze
individuos estavam distribuidos em 5 familias, compostas por pai, mae e paciente
afetado pela EM (trios). Outros 16 individuos estavam distribuidos em 4 familias
contendo o trio pai-mae-paciente e também um irmao bioldgico saudavel (quartetos)

(Quadro 1).



Quadro 1 — Informagdes gerais dos pacientes e familias avaliadas.
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_ : Média idade a0 NI a——
mrn RECEEEETD . om0 R Média de
Grupos Trio Sexo Idade dos primeiros s o idadeao  seguimento  EDSS Tratamento na Coleta
idade . primeiros  diagndstico . EDSS
sintomas diagndstico (anos)
sintomas
1 F 7 23 23 14 35 Fingolimod
2 F il 16 23 12 1 RERIF 44 (Betainterferon-1a)
I M 32 15 18 13 | Tysabri\Natalizumab
4 M 32 % 29 36 | Avonex, 1A (Betainterferon)
Paciente 32,25 22,75 2475 225
5 F 2 23 24 3 3 Copaxane/acetato de glatirimer
6 F 31 26 27 4 1 Avonex, 1A (Betainterferon)
7T F 3% 30 32 13 35 Tysabri\Natalizumab
£ F 30 21 2 |3 4 Tysabri'\Natalizumab
I F 72
2 F 63 -
3 F 60
4 F 60
Mie 60,625
5 F 55
[ F 56
7 F 65
8 F 5
1 M a7
M 65
i M (2]
4 M 6
Pai 61,375
5 M 56 -
6 M 54
7 M 67
8§ M 55
M 40
4 F 30
Irmiio) i1
5 F 1
[ F 35

Legenda — EDSS = Expanded Disability Scale Score.
Observacao - Durante nossas analises descobrimos por analise dos dados de exoma que, para um dos
trios, ndo ha indicios de relagdo bioldgica entre os pais e o paciente (trio #9; vide a sessdo de
Resultados e Discussao). Deste modo, dados deste paciente ndo foram apresentados na tabela acima.
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3.2 CONFIRMACAO DAS RELACOES DE PARENTESCO ENTRE
OS INDIVIDUOS ANALISADOS

Solicitamos a colaboragdo do Prof. Dr. Sérgio DJ Pena, do Instituto de
Ciéncias Biologicas da UFMG, especialista em genética molecular e pioneiro
nacional em andlises de paternidade humana, para nos auxiliar a avaliar a
discrepancia de variantes em homozigose nas familias participantes do estudo da
nossa casuistica com os dados do sequenciamento do exoma através de um protocolo
adaptado (RYAN et al. 2013). Com base nas andlises de todos os individuos do
estudo, observamos as discrepancias de SNPs em homozigose obtidas para todos os
possiveis pares de pais x filhos e maes x filhos, entre irmaos e entre individuos nio
relacionados. Dentro das faixas de variagdo observadas pudemos avangar com as

analises que determinaram presenga ou auséncia de parentesco.

3.3 OBTENCAO DO DNA

Como fonte do estudo, utilizamos leucocitos de sangue periférico, amostra de
facil obtengdo que permite a extragdo de DNA de boa qualidade e quantidade
adequada. Para isto coletamos 4mL de sangue periférico de cada individuo em tubos
contendo EDTA. Este DNA foi usado para a investigacdo de alteragdes genOmicas
estruturais sub-microscopicas e mutagdes, ambas detectaveis e quantificdveis por
protocolos de sequenciamento em larga-escala.

A extracdo de DNA foi feita conforme instrugdes do Wizard Genomic DNA
Purification kit (Promega, Madison, WI, USA- catalogo A1120) seguindo as
instru¢des para extragdo a partir de sangue total (protocolo 3.A. do Wizard Genomic
DNA Purification Kit revisado 12/2010). Para algumas poucas amostras o DNA foi
extraido diretamente com o kit PureLink Genomic DNA minikit (Invitrogen™,

Carlsbad, CA, USA - Catalogo k1820-01), seguindo as instru¢des do fabricante.



33

3.4 CONSTRUCAO DAS BIBLIOTECAS DE EXOMA

Optamos pelo sistema de captura (lon TargetSeq™ Exome Kits - Life
Technologies, California, EUA). Apesar de ser um pouco mais trabalhoso, mais
demorado e requerer mais DNA gendmico, este kit oferece uma cobertura mais
ampla do exoma quando comparado ao kit mais recente desta empresa, baseado em
amplificacdo (36% a mais, ou 45,1Mb x 33Mb). Esta cobertura inclui exons e sitios
doadores/aceptores de splicing (39,5 Mb), >99,4% dos CCDs (consensus coding
DNA) e > 97% das variantes do COSMIC V56 (<100 bp). Além disto, o kit também
captura a por¢ao 3’-UTR destes genes, incluindo 44.100 sitios preditos de ligagdo a
miRNA e 1,472 RNAs nao-codificadores tais como miRNA, tRNA, snoRNA,
IncRNA, totalizando os 45,1 Mb alvo.

Para a confec¢do de cada biblioteca de exoma, utilizamos lpg de DNA
gendmico leucocitario quantificado através do equipamento Qubit (Qubit® 2.0
Fluorometer, Invitrogen). As bibliotecas foram feitas seguindo o protocolo
recomendado para o lon Xpress™ Plus Fragment Library Kit. A cada etapa do
protocolo de construgdo de biblioteca do exoma ocorre uma etapa de purificagao da
amostra com as beads magnéticas AMPure XP(Agencourt® AMPure® XP Reagent,
Beckman Coulter).

Inicialmente o DNA foi ligado a beads magnéticas AMPure XP com 1,8
vezes o volume da amostra, e fragmentado enzimaticamente utilizando o mix de
enzimas provenientes do kit lon Shear™ Plus Enzyme Mix Il por 30 minutos a 37°C.
Em seguida, o DNA fragmentado foi purificado com o reagente AMPure XP e teve
seu perfil avaliado no aparelho Bioanalyzer 2100 (Agilent® High Sensitivity DNA Kit
- Agilent Technologies, California, EUA), onde o esperado era quando obtivemos
picos na faixa de 70-400 pares de bases, como exemplificado na Figura 4. Nessa
analise a area dos picos ¢ dividida em multiplas regides e o software determina a
média do tamanho em pares de bases, percentagem do DNA total analisado,

molaridade e concentragao.
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Figura 4 — Exemplo do perfil de distribuicdo de tamanho apds fragmentacao

enzimatica do gDNA, visualizadas utilizando o equipamento bioanalyzer.

Apods a fragmentagdo foi feita a ligacdo dos adaptadores Pl e A, onde o
adaptador A contém uma sequéncia de 10 bases unicas (barcodes) que permite a
identificagdo de cada amostra apds a corrida de sequenciamento. Essa etapa ¢
seguida pela selecdo por tamanho da regido-alvo de interesse através do E-Gel®
SizeSelect™ Agarose Gel 2%, quando recuperamos fragmentos na faixa de 275-295
pares de bases (fragmentos de DNA associados aos barcodes), conforme
exemplificado na Figura 5. Cada biblioteca foi amplificada por oito ciclos de PCR
com a enzima Platinum® PCR SuperMix High Fidelity. A seguir, cada biblioteca foi
quantificada através do kit Qubit® 2.0 Fluorometer com o kit Qubit® dsDNA HS
Assay, para verificar se havia massa necessaria para prosseguir com o protocolo, e
analisada no Agilent® Bioanalyzer® com o Agilent® High Sensitivity DNA Kit, a fim

de avaliar o perfil de tamanho das bibliotecas.
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Figura 5 — Exemplo de perfil de tamanho das bibliotecas apds amplificagdo, avaliada

através do bioanalyzer.
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A proxima etapa € a de captura das regides exonicas , na qual utilizamos 500
ng de biblioteca amplificada para cada trio ou quarteto. A captura dessas regioes se
da pela hibridizagdo das bibliotecas com sondas biotiniladas (lon TargetSeq™
Custom Probe Pool), além disso, usamos bloqueadores dos adaptador P1 ¢ A, com a
finalidade inibir a captura em regides inespecificas. Em seguida, a reagdo de
hibridizagdo ocorreu por 72 horas em um termociclador (Veriti 96 Well Thermal
Cycler —AB Applied Biosystems) a 47°C com a tampa aquecida a 57°C, a fim de
evitar evaporagdo. Logo apds o periodo de hibridizagdo, o DNA capturado foi ligado
a esferas de estreptavidina (Dynabeads® M-270, Invitrogen) em uma reacdo de 45
minutos a 47°C no termociclador, seguido por lavagens descritas no protocolo para
elimina¢do das por¢des que ndo sdo alvo. O DNA capturado foi utilizado como
molde para amplificacdo por PCR por oito ciclos. Nesse passo, a distribuicdo de
tamanho da biblioteca enriquecida foi verificada no aparelho Bioanalyzer (Figura
6A) e quantificada pelo kit de amplificagdo por PCR quantitativa em tempo real
(qPCR) (lon Library Quantitation Kit). Esse kit de quantificagdo usa cinco dilui¢des
seriadas (1:10) partindo de 6.8pM de uma biblioteca de DNA genémico de E. coli (E.
coli DH10B Control Library) para gerar uma curva padrido, que ¢ entdo usada para
calculo da concentracdo da biblioteca enriquecida. No protocolo de preparo da
amostra para quantificacdo, fazemos 3 dilui¢des da biblioteca, quando € preciso que

pelo menos uma das dilui¢des fique entre os pontos da curva padrao (Figura 6B).
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Figura 6 — Analise do tamanho ¢ quantificagdo da biblioteca final. A) representa uma
imagem da distribui¢ao por tamanho da biblioteca final gerada pelo equipamento bioanalyzer, onde
vemos o pico de 301pbs dentro do tamanho esperado. B) representa uma curva de qPCR contendo

cinco pontos da curva padrao e as respectivas dilui¢des (1:2000 e 1:20000) da biblioteca.
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Uma vez prontas, fizemos a etapa de preparo da PCR em emulsiao (ePCR)
para cada trio ou quarteto (kit v3, Life Technologies, California, EUA). Essa etapa
tem por objetivo fazer um amplificacdo clonal do DNA capturado nas esferas. No
preparo da emulsdo, sdo necessarios 100pM de material. O fator de diluicdo para
cada biblioteca foi determinado pelo resultado do qPCR, onde o valor dado pelo
equipamento foi multiplicado pela diluigdo da biblioteca que estava dentro da curva
padrdo, e dividido por 100. A diluicdo precisa da biblioteca favorece a distribui¢ao
de uma unica molécula de DNA em cada nanoparticula com sequéncia complementar
a sequéncia do adaptador P1 (lon Sphere Particle - ISP) que sera amplificada pelo
método de PCR em emulsao.

Para checar a eficiéncia da PCR em emulsdo, foi feita uma quantificagao
baseada em fluorescéncia. Para isso, sondas que se ligam especificamente aos
adaptadores A (localizado na por¢do livre da molécula - fluorescéncia para 647 nm),
e P1 (ligado as ISPs — fluorescéncia para 488nm), foram acrescentadas a uma fragcao
da amostra (2uL do volume final), e suas fluorescéncias lidas no equipamento Qubit
2.0 (Life Technologies, California, EUA). A relacdo entre as duas sondas nos
informa a proporcao de ISPs que contém moléculas da biblioteca e ISPs vazias.

Na etapa seguinte fizemos o enriquecimento da amostra utilizando o método
de sele¢do pelo complexo estreptavidina-biotina, onde capturamos apenas as ISPS
que contem moléculas de DNA amplificado. O préximo passo foi o sequenciamento
na plataforma lon Proton (Ion Torrent, Life Technologies) que se baseia na detecg¢ao
da alteracao do pH causada pela liberacdo de um ion de hidrogénio toda vez que uma
base nucleotidica ¢ incorporada a cadeia nascente de DNA pela DNA polimerase. O
sinal deste ion ¢ convertido em um sinal digital e interpretado pelo equipamento
como a incorporagdo de uma determinada base. No Nucleo de Gendmica do
CIPE/ACCCC temos gerado, em média, entre 12-15Gb de sequencias mapeaveis por
corrida. Para a reagdo de sequenciamento, a amostra ¢ depositada em um chip (Ion PI
Chip), que possibilitaria a leitura de at¢ 100 milhdes de sequéncias, dentro do limite
teorico de uma tinica ISP por pogo.

Previamente a deposi¢do da amostra, o chip passou por diversos passos de
lavagem antes da deposicdo da amostra. Posteriormente, adicionamos Sul. de lon

PI™ Control lon Sphere™ ¢ 20 uL do lon Pl Sequencing Primer a biblioteca
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enriquecida, e incubamos a 95°C por 2min ¢ a 37°C por 2min. As lon Control
Spheres fornecem um controle de qualidade sobre o sequenciamento e as amostras
sequenciadas. O DNA molde pronto foi depositado no chip e nos 5 minutos
anteriores ao sequenciamento acrescentamos a enzima lon Pl Sequencing

Polymerase v3 (Figura 7).
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Figura 7 — Resultado do sequenciamento do exoma. Esse sequenciamento gerou

aproximadamente 92,5 milhdes de sequéncias com uma média de 190 pares de base, e um total de

15,8 Gb de dados.

Para obtermos uma quantidade similar de reads para cada amostra,
organizamos o sequenciamento da seguinte forma:
1) Trios (pai, mae e filho afetado) - utilizamos 3 amostras por captura e
sequenciamos 2 capturas em 3 chips.
2) Quartetos (pai, mae, filho afetado e irma/o) — selecionamos 4 amostras por
captura e sequenciamos 1 captura em 2 chips.
Dessa forma obtivemos uma cobertura média de pelo menos 20x para 90%

das bases sequenciadas em 95% das amostras.
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3.5 ANALISES DE BIOINFORMATICA

3.5.1 Pipeline geral do Exoma

O pipeline de analise incluiu o alinhamento das sequencias contra 0 genoma
humano (Hg19) utilizando o software TMAP (Torrent Mapper 4.3.18 (6B3FD1B)
201408050144). Posteriormente fizemos a chamada de variantes utilizando o
software TVC 4.0-5 (72041) — Torrent Variant Caller, seguindo o pipeline do lon
Torrent (mendel.iontorrent.com/ion-docs/) e revalidamos as variantes através do
pipeline do GATK (www.broadinstitute.org/gatk/guide/best-
practices?bpm=DNAseq). Para a anotacdo das variantes utilizamos o software
SnpEff versdo 3.5 (build2014-03-05) ¢ um script in house para o alinhamento das
variantes descobertas contra dados dos seguintes bancos publicos: dbNSFP versao
2.4; COSMIC v69; 1000genomes; ExAC (Exome Aggregation Consortium-Broad
Institute); ESP versao ESP6500SI-V2; HapMap; dbSNP versdo 138, Polyphen
(Polymorphism Phenotyping v2 — Harvard), Abracadabra (Kitajima JP & Schlesinger
D. Abracadabra, patent pending) ¢ SIFT (http:/sift.jcvi.org/ - J. Craig Venter

Institute). Uma sintese deste pipeline encontra-se abaixo na Figura 8.

Dados do sequenciamento do exoma
(BAM)

Exclusao de adaptadores e barcodes
(lon Torrent Proton)

Alinhamento - hg19
(TMAP)

Chamada de variante Confirmagéo da chamada de
(TVC 4.0-5) variante (GATK)

Anotagao de variante
(SnpEff + script in house)

Figura 8 — Pipeline geral de analise de exoma para a determinagdo de bases

variantes.
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3.5.1.1 Variantes nucleotidicas unicas (SNVs) de novo
Inicialmente, devido ao pequeno nimero de alteragdes de novo observadas
em cada grupo, reduzimos a estringéncia dos critérios utilizando os seguintes filtros
para a identificagdo das SNVs de novo:
o Cobertura minima da base possivelmente alterada de pelo menos 10x para
cada individuo (pais e paciente);
. Frequéncia da variante > 20% no paciente;
J Para cobertura > 20X permitimos no maximo 1 read variante de discordancia

entre os pais;

o Irma/o (quando houver) deve ser homozigoto para a referéncia.
o As variantes deveriam contemplar reads na fita de DNA forward e reverse.
o Foram excluidas ainda aquelas alteragdes que ocorrem em homopolimeros.

3.5.1.2 Analise de inserc¢des de novo de elementos retrovirais (DNR)

Com o objetivo de detectar potenciais eventos de retroinser¢do de novo
(DNR), estabelecemos uma colaboragdao com o Dr. Israel Tojal da Silva (Lab. of
Molecular Immunology, The Rockefeller University). Dr. Tojal da Silva tem
experiéncia nesta area e recentemente desenvolveu uma abordagem para o estudo da
integragdo viral no genoma humano para caracterizar a laténcia em células infectadas
por HIV-1 (COHN et al. 2015). O pipeline usado neste artigo foi modificado e
adaptado para a busca de eventos de retro-inser¢do de novo em nossos dados de
exoma.

Como a nossa analise foi baseada em dados de sequenciamento completo do
exoma (WES), utilizamos anotacdo de transcritos humanos obtida a partir do UCSC
Genome Browser website (track RefSeq genes - GRCh37/hg19). Para os genes com
mais de uma isoforma, foi selecionada aquela mais longa (QUINLAN e HALL
2010). Inicialmente, recuperamos 3862 sequéncias de retrovirus endogenos a partir
do repositorio Taxonomy Browser — NCBI/sessdo Human Endogenous Retroviruses
(www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?
mode=Tree&1d=206037&1vI=3&p=7&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock). Estes
retrovirus foram entdo anotados no genoma humano (UCSC Genome Browser

website (track RefSeq genes - GRCh37/hgl19) com o software de alinhamento local
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BWA (Burrows - Wheeler Alignment Tool) (LI ¢ DURBIN 2009) ¢ as coordenadas
dessa anotagdo foram mantidas para posterior analise. Paralelamente, usamos o
mesmo repositorio de retrovirus para alinhar com as reads geradas pelo
sequenciamento do exoma usando o software BWA. As reads que continham
fragmentos derivados dos 3862 retrovirus enddgenos foram detectadas pelo software.
Na etapa seguinte, usando um script proprio foram mantidas apenas as reads com
alinhamento parcial as sequencias dos retrovirus. Estas reads, por sua vez, foram
alinhadas as coordenadas do hgl9 anotadas anteriormente via BWA. Somente as
reads com alinhamento unico ou definido pelo maior score de alinhamento foram
mantidas. Em um passo adicional, as reads que compartilharam a mesma regido
anotada pelo banco de retrovirus no hgl9 foram descartadas da anélise. Finalmente,
reads que passaram no filtro anterior ¢ com as coordenadas gendmicas localizadas
at¢ +/- 1Kb das bordas TSS (transcription start site) ¢ TTS (transcription
termination site) dos genes foram utilizadas para definir a localizagdo dos potenciais

eventos de retroinser¢do conforme ilustrado na Figura 9.

Banca Human Endogenous RetroViruses

{NCBI}) Sequéncias geradas exoma
J' Anotacao Anotagan
v
Bancoe Human Endogenaus RetroViruses
Hg13 [UCSC) (NCBY)
//\ .
l © e ~a
Hgl9 anatado com .
sequéncias virais < Alinhamenta > Alinhamento parcial Alinhamento campleto

A~
// ™

SN
/ AN Sequnci
equencias
e Y

Excluidas
Alinfrarmento RefSeq
Sequéncias sahregostas Sequéncias restantes | < l {uese)

-

Excluidas Sequéncias mapeadas em genes

Figura 9 — Fluxograma do pipeline para detec¢do dos eventos de retroinser¢do de

novo (DNR) obtidos através dos dados do sequenciamento do exoma.
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3.5.1.3 Polimorfismos raros de base Unica (SNPs raros)

Com o objetivo de identificar alteracdes gendmicas que possam ter
envolvimento com esclerose multipla e explorar os dados obtidos pelo
sequenciamento do exoma, avaliamos a ocorréncia de polimorfismos raros (minor
allele frequency < 5%), do tipo SNP, herdados em homozigose pelo paciente.

Os filtros utilizados foram:

- Cobertura minima de 10x e 100% de frequéncia (homozigose) do alelo raro
no paciente.

- Ambos os pais devem ser heterozigotos para o mesmo SNP;

- Os irmaos (quando houver) ndo podem ser homozigotos para a variante;

- Incluimos apenas alteragdes missense ou NONSENSE;

- MAF global (Minor Allele Frequency) < 5% de acordo com ExAC

(exac.broadinstitute.org)

- As variantes deveriam contemplar reads na fita de DNA forward e reverse.

36 VALIDACAO DOS ACHADOS

3.6.1 Selecdo dos Candidatos a SNVs de novo

Visando foco inicial em alteragdes com impacto funcional mais Obvio,
focamos a validagao nos SNVs com localiza¢do em regides codificadoras de proteina
e que levassem a alteragdo da sequencia protéica. Além disto, priorizamos a
validagdo de alteragdes localizadas em regides com maior potencial de envolvimento
com doencas do sistema nervoso central, resposta imune ¢ metabolismo de vitamina

D, por andlise da literatura.

3.6.2 Selecdo dos Candidatos a SNPs raros herdados em homozigose

Geramos uma lista de 24 candidatos, desses fizemos uma busca no PubMed e
selecionamos aqueles SNPs raros em genes que tivesse envolvimento com doengas
do SNC. Levamos ainda em consideragao a possibilidade desta alteragdo ser ou ndo
patogénica, com base em  andlise nos programas POLYPHEN
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), ABRACADABRA (Kitajima JP &
Schlesinger D. Abracadabra, patent pending) e SIFT (http://sift.jcvi.org/).
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3.6.3 Amplificacdo dos genes de interesse para validacao

Pares de iniciadores foram desenhados de forma a permitirem a amplificagao
por PCR da regido onde estdo localizados os SNVs de novo e os SNPs raros
selecionados para a validagdo. Para isto, utilizamos o programa Primer3 levando em
consideracdo a temperatura calculada de anelamento (Tm), uma distdncia minima de
150 nt e maxima de 250 nt entre ambos os iniciadores e o nucleotideo de interesse. O
potencial de formacdo de homodimeros e de estruturas secundarias foi avaliado com
a ferramenta Oligotech e para avaliar o potencial de formacdo de heterodimeros
utlizamos a ferramenta OligoAnalyzer (Integrated DNA Technologies — IDT).

A amplificagdo por PCR foi feita inicialmente com 7,5 uL. do GoTaqGreen
Master Mix (Promega, Wisconsin, EUA), para o volume final de 15uL, 5ng do
gDNA, 2,5pmol dos iniciadores forward e reverse e agua livre de nucleases
utilizando uma etapa inicial de 95°C por 3 minutos para a ativacdo da enzima
seguida de 35 ciclos de 95°C por 30 segundos para desnaturagdo, 57°C por 30
segundos para anelamento dos iniciadores e 72°C por 30 segundos para extensao. Ao
final incluimos uma etapa de 72°C por 2 minutos para extensao.

Para as alteragdes nos genes MSANTD1 e GALR2 a PCR foi feita com um
total de 40 ciclos, usando 30 segundos de anelamento a 60°C (MSANTD1) ou a 58°C
(GALR2). Para ambas reacdes eliminamos a extensdao com o objetivo de deixar a
reacdo mais limpa e evitar multiplas bandas de maior peso molecular. Na eletroforese

em gel de agarose 1% utilizamos SuL da reacdo de amplificacao.

3.6.4 Validacéo dos achados por sequenciamento Sanger

Para o sequenciamento, purificamos os produtos de PCR com a enzima
Exonuclease I e Shrimp Alcaline Phosphatase (ExoSAP — EXoSAP-IT® (Affymetrix,
California, EUA) para remover os desoxirribonucleotideos trifosfatados (dNTPs)
excedentes, além de iniciadores nao utilizados. A reacao ocorreu a 37°C por 15
minutos e a 80°C por 15 minutos.

Para a reacdo de sequenciamento pelo método Sanger de terminagdo de
cadeia, utilizamos 2,5uL do DNA purificado, 1,6pL do iniciador (2,5uL pmol/uL),
0,7uL do BigDye Terminator v3.1 Ready Reaction Mix (Life Technologies,
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California, EUA), 2ul de 5X Sequencing Buffer e 3,2uL de agua livre de nucleases
para um volume final de 10uL. A reagdo ¢ colocada em um termociclador a 95°C por
2 minutos, seguida de 40 ciclos de 95°C por 18 segundos, 55°C de anelamento por
18 segundos e extensdo de 60°C por 4 minutos. Apds a ciclagem, o DNA
amplificado foi precipitado com 1puL de NaOAc 3M pH 5,2, 1uL de EDTA 125mM
pH 8,0 e 25uL de etanol 100% e incubado por 15 minutos no escuro a temperatura
ambiente. Apods centrifugacdo (centrifuga Eppendorf 5810R, rotor A-4-62) a
4000rpm por 30minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e a placa invertida foi
centrifugada a 650rpm por Iminuto com aceleracdo e desaceleracdo de 2. Ao
adicionar 35uL de etanol 70% gelado a placa ¢ novamente centrifugada a 4000rpm
por 30min a 4°C. Seguimos novamente com um Spin invertido a 650rpm com
aceleragdo e desaceleragdo de 2 por 4 minutos. Posteriormente secamos o pellet por
20minutos no termociclador a 95°C e adicionamos 13puL de formamida Hi-Di (Life
Technologies, California, EUA) seguido de desnaturacdo por 3 minutos a 95°C e
incubagdo por 3 minutos no gelo. Seguimos com o sequenciamento no sequenciador
capilar automatico 3130x| Genetic Analyzer (Life Technologies, California, EUA) e

as sequencias geradas foram avaliadas no programa CLC Genomics Workbench
6.0.3.
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Para avaliar eventos genOmicos que ocorrem em pacientes diagnosticados

com EM, nds construimos bibliotecas (exemplificado na Figura 10) e sequenciamos

o exoma de 9 trios (pai, mae e filho afetado — irmao/a quando houve).. Dados globais

do sequenciamento sdo mostrados a seguir, na Tabela 1.
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Figura 10 - Pontos de checagem da construgdo de biblioteca do exoma. a) perfil de

distribui¢do de tamanho apds fragmentacdo enzimatica do gDNA das bibliotecas 1 e 2 contendo um

trio e um quarteto (pctl, mael e pai 1; pct2, pai2, mae2 e irmao 2) respectivamente, avaliadas através

do bioanalyzer; b) tamanho da biblioteca 3 apds amplificacdo, contendo um trio (pct3, mae3 e pai3),

visualizada utilizando o equipamento bioanalyzer; c¢) distribuicdo por tamanho da biblioteca 2 final

gerada pelo equipamento bioanalyzer e d) curva de qPCR contendo cinco curvas padrio e as

respectivas diluigdes (1:2000 ¢ 1:20000) da biblioteca 2. Pct = paciente.
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Tabela 1 — Sequencias obtidas para cada individuo analisado neste estudo, incluindo
dados de mapeamento.

L #Total #Reads mapeadas Total de reads :J;itil:: r::
FRpes Amostras reads/amostra Total de reads (hg19)/ amostra mapeadas onTarget
%,

Mae 32.171.021 31.768.791 98.75 =

1 Paciente 38.961.305 95.379.763 38.412.931 94.150.325 98.59 86.4
Pai 24.247.437 23.977.603 98.88
Mae 30.425.784 30.017.288 98.65

2 Paciente 368.387.864 138.370.276 37.924.064 136.616.501 879 9048
Pai 37.044.433 36.604.269 98.81
Irméo 32.512.195 32.070.880 98.64
Mae 35.795.922 35.459.629 99.06

3 Paciente 45.152.368 116.262.402 44.650.054 115.071.181 98.88 91.7
Pai 35.314.112 34,961.498 99.00
Mae 70.862.477 70.311.149 99.22

4 Paciente 88.821.954 361.255.642 B88.071.769 358,463,382 99.15 047
Pai 89.505.825 B8.797.659 99.2
Irma 112.065.386 111.282.805 99.3
Mae 82.558.276 81.662.451 98.91

5 Paciente 89.961.268 334,574,628 89.005.023 331.505.016 98.93 4.9
Pai 82.307.322 81.463.655 98.97
Irma 80.047.962 79.373.887 99.15
Mae 84.407.250 B83.823.701 99.30

6 Paciente 83.020.055 435,656,371 82.442.579 433,298,716 99.30 o1
Pai 82.148.127 81.615.286 99.35
Irma 86.082.939 85.357.150 99.15
Mae 63.559.611 62.831.669 98.85

7 Paciente 47.558.904 162.128.205 47.023.513 160.412.952 98.87 92.3
Pai 51.009.690 50.557.770 99.11
Mae 80.059.205 79.108.490 98,81

8 Paciente 64.696.984 211,646,363 63.788.348 208.992.857 98.59 93.3
Pai 66.890.174 66.096.019 98.81
Mae 55.092.980 54.581.253 99.07

9 Paciente 62.859.604 179.691.013 62.196.383 177.838.532 98.94 93.6
Pai 61.738.429 61.060.896 98.90

Durante nossas analises observamos um alto grau de discrepancias de SNPs
nos individuos que compde o nosso grupo #9. Em varios casos observamos, por
exemplo, o pai e a mde com o gendtipo CC para um dado SNP e o filho com o
gendtipo AA para o mesmo. Tais achados sdo altamente sugestivos de troca de
amostra, ou de auséncia de relacdo de parentesco entre os individuos deste trio.
Discutimos e analisamos estes dados junto com o Prof. Sérgio DJ Pena (ICB,
UFMQG), levantando o niimero de discrepancias deste tipo observadas entre todos os
individuos do estudo. Observamos entre pais e filhos dos demais trios a ocorréncia
de 7 a 294 posigdes discrepantes (devidas a mutagdes de novo, erros de
sequenciamento, erros de mapeamento, etc). No caso do trio 9, em questao,
observamos 2015 diferencas entre o filho ¢ a mae indicada e 2337 entre este mesmo

individuo e o pai biologico indicado. Quando derivamos este nimero para todos os



46

individuos nao-relacionados do estudo esse niimero variou entre 2033 e 2857. Estes
dados confirmaram que: 1) ndo houve troca de amostra, pois o paciente do grupo 9
ndo apresentou indices de discrepancia baixos, compativeis com parentesco, com
nenhum outro individuo do estudo e ii) ndo had parentesco proximo entre este
paciente e seus supostos pais biologicos. Deste modo, este trio foi excluido das
analises de novo ou de SNPs raros em homozigose. Os dados do paciente foram
usados apenas em algumas andlises pontuais de frequéncia de achados dos demais
casos. Os totais de discrepancias observadas entre os individuos de cada grupo

podem ser observados no Quadro 2, abaixo.

Quadro 2 — Analise de discrepancia de variantes em homozigose nas familias
participantes do estudo.

Mae v Pai Irméo v Paciente  Irméo v Pai Irmao v Mae

grupo1

2051

grupo2

2033

grupo3

2580

grupod

2857

grupo5

2851

grupoB

2657

grupo?

2854

grupo8

2390

grupo9

2015

2094

4.1 MUTACOES DE NOVO EM PORTADORES DE EM

Durante a etapa de selecdo dos candidatos para validagdo fizemos uma
colaboragdo com o Dr. Jodo Paulo Fumio Whitaker Kitajima e Dr. David
Schlesinger, para checar a predicdo desses dos SNVs de novo e SNPs raros quanto a
sua patogenicidade usando a ferramenta Abracadabra. Trata-se de uma ferramenta
inovadora baseada em inteligéncia artificial, com alta sensibilidade para detec¢do de
variantes patogénicas, em vias de ser patenteada (JP Kitajima, informagdo pessoal).
Usamos ainda outros programas (Polyphen e SIFT), como anteriormente
mencionado. Na etapa de analise dos dados, selecionamos os possiveis SNVs de

novo (Quadro 3) de acordo com os filtros anteriormente apresentados.



Quadro 3 - Candidatos Single Nucleotide Variants (SN'Vs) de novo.

Coordenada ) - - Classe de . ) .. . Efeitos/snp Predigio Predigio | Predigio | Média de
) Gene Regiiio descrigio do gene X Referéncia/variante | Frequéncia da variante/cobertura o S
genomica variantes Eft Abracadabra | Polyphen | SIF1 cobertura

paciente

1| ehea3zsze2r |msanTol | cps - e P missense | Gie | vazsoLen | 2218 | ons | o023 | - | moderado D B B 20
Domain Containing 1
Metastasis Associated In Colon
chr7:20198265 | MACCI CDs C P missense | G/C | Phe573Leu | 31,58/19 ] 0/14 0/28 0/8 | moderado D B B 17
ancer
2
Proline-Rich Transmembrane
chr3:9988171 PRRT3 DS Prosein: missense CT | Ala896Thr 50/58 0/55 /50 | 0/64 | moderado B B B 57
rotein
Chromasome 17 Open Reading
chrl17:79507110 | C170rf70 I"UTR FUTR G/IC - 31,4335 ] 025 43523 - maodificador B - - 28
Frame 70
chrl:153653692 NPRI DS Natriuretic Peptide Recepror missense C/T | Pro3208Ser | 52,38/84 | 0/61 36 - moderado D B B 60
k)
FProprotein Convertase X _
chr5:95767783 PCSKI Intronic intron GT - 41,67/48 | 038 0/39 - modficador - - - 42
Subrtilisin/Kexin Tvpe |
chrl6: 29681008 SPN FUTR Sialophorin IUTR T - 235317 ) 013 014 - maodificador B - - 15
Chromasome 15 Open Reading
Cl50rfi7, exon, exon, maodificador,
chrl5:80215661 i X Frame 37, Suppressor Of ) . GiA - 3846/13 | 019 016 w17 - B - - 16
ST20 intergenica intergenica modificador
Tumorigenicity 20
Eukarvotic Translation Initiation
5 | chrl:21502724 EIF4G3 SUTR . JUTR T/C - 5016 026 027 | 023 |medificador B - - 23
Factor 4 Gamma, 3
FERM And PDZ Domain
chr10:49400764 | FRMPD2 DS missense | C/G |p.GlyT10Arg | 20,78/77 | 0/69 058 | 070 | moderado B B B 68
Containing 2 :
chr:104170616 | ZNF189 CDs Zinc Finger Protein 189 stop gained | C/G p.Serl89* | 4878/41 | 0/27 038 | 027 alto D PD D e
~ . . s Golgi Reassembly Stacking Protein | | CTGY . )
7 | chr3:39142542 | GORASPI CDs I 85kD: frame shift e p.Thri33Ser | 29.55/44 | 0/49 /31 - alto D PD B 41
. 65kDa

Legenda: As duas ultimas colunas da tabela, as colunas de predi¢do de patogenicidade representam: B = benigno; D= deletério e PD= possivelmente deletério.

Neste momento, para a selecdo dos candidatos a validagdo optamos, primariamente, pelas alteragdes que levassem a uma alteragdo na
sequéncia das proteinas. Adicionalmente, fizemos também uma analise na literatura que nos levou a sele¢do de alteragdes em genes
com maior potencial de envolvimento em doencgas do sistema nervoso central, resposta imune e metabolismo de vitamina D. Tivemos
60% de validagdo como apresentado na Tabela 2 e na Figura 11.
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Tabela 2 — Validacdo de candidatos SNVs de novo.

Reads Fragmento Predicéo Predicédo Predicédo
Grupo Gene . Iniciadores Validacéo
P variante/cobertura pbs Abracadabra Polyphen SIFT ¢

GGTGAAGAAGCGCAAGGTG

1 MSANTDI 4/18 288 D B B 3

CCCTGGGTGGCCTGAG

GCCAGGCTATTTGCAGAAG

2 MACC1 6/19 31 D B B 1

GCTCCTTTGAAATCACCTTGAC

CACCTAGTGCGAGACAGTGTG
2 PRRT3 29/58 339 B B B 1
GCTGGGCAACTCATCTAGGG

GCAGGGCATAGGGTCCAG
3 NPRI1 44/84 315 D B B 2
GGCAGAGGGTCATGGAGTG

GGATTACATG CGTGAGCCAC

3 SPN 4/17 644 B - - 3
CAATCTTCCCTGCCTTCG
CTTTGCCATGAGTTTACCGC
5 EIF4G3 8/16 275 B - - 3
GGACTGCGACGACGAGAAC

CCAATTTGAGTCCTGCACAC
5 FRMP D2 16/77 255 B B B 2
GTACAGATCACTGCAAACCATC

CCAAACTCAGAAGAGAAATGCC
5 ZNF 189 20/41 307 D PD B 1
GGCTGAAGCTCTGTTTACACTG

Legenda — Na coluna valida¢do os nimeros representam: 1= validado; 2= Inconclusivo (repetir Sanger) e 3 = Nao realizado (repetir PCR).
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FRRT3 \GTGGAAGCACCCGACGGGGC nHCCGCTUCBGC TTCTGGCAGCTCCC MACC1

KETGEAAGCACCCEACBEGBCAGCCEETGCEGETTCTGECAGETECE Mie

Pai GTGGAAGCACCCGACGGGGCAGCCGCTGCGGCTTCTGGCAGCTCCC Pai

o oM Mt

Paciente{'8T6GAAGCACCCGACBEGGE CGCTGCGGCTTCTGGCAGCTCCC

\y

Sem o tracejado G

CACCCGACGGGGCAGCCGCTGCY

VA T LM A

CACCCGACGGGGCAGCCGCTGCY

v A

Eaccceaceaaac Afllccae TG

W A
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Figura 11 — SNVs de novo validados através da ferramenta Sanger.

Para a maioria dos genes, infelizmente, poucos estudos foram encontrados na

literatura. Uma busca na literatura (PUBMED) com o gene MACC1 apontou diversos

estudos que avaliaram este gene em cancer. No entanto ndo encontramos dados

mostrando seu envolvimento com processos do SNC. A troca de aminoacidos aqui

observada (fenilalanina para leucina) foi predita como patogénica pela ferramenta

Abracadabra, e como benigna pelas demais. Para gene ZNF189 encontramos poucos
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estudos funcionais. Em nossos dados de exoma identificamos uma mutag¢ao nesse

gene que leva a uma proteina truncada predita como patogénica pelas ferramentas

abracadabra e SIFT. Buscamos ainda alguma descri¢do de eventos com o gene

Proline-rich transmembrane protein 3 (PRRT3) e infelizmente, ainda ndo ha

caracterizacdo desta proteina transmembrana em termos de vias moleculares ou

biologicas. Estudos funcionais no modelo animal de EM (EAE) ou em cultura de
células sdo necessarios para avaliar os efeitos destas alteragdes e se participam em
processos envolvidos com a EM.

No entanto, alteracdes foram observadas em genes de maior interesse,
discutidos a seguir:

v NPR1 também conhecido como Atrial Natriuretic Peptide Receptor A
(ANPRA) codifica para o receptor peptideo nautriurético atrial (guanilato
ciclase). Este ¢ um receptor ligado a membrana celular que funciona como
receptor para hormonios peptideos nautriuréticos encontrados no cérebro,
vasos sanguineos e rins com uma funcdo fisiolégica de manutencdo dos
fluidos corporais e homeostase cardiovascular (PANDEY 2011). Atualmente,
estudos tém avancado em demonstrar o papel dos peptideos natriuréticos e
seus receptores em vias de sinalizagdo cGMP na plasticidade neural
(PANDEY 2014).

O aumento da expressdo de NPRA, provocado pelo receptor da vitamina D
(via fortemente relacionada com a EM) presente em células do interior do ducto
coletor medular, contribui com a excre¢do do sédio através do mecanismo
dependente de cGMP. O aumento na expressao de NPRA pode contribuir para algum
efeito benéfico no uso de 1,25(OH)2D3 em doencas do sistema cardiovascular
(CHEN et al. 2007).

Além de ter um papel em processos cardiacos e vasculares, ZHAO e MA
(2009) sugeriram que os peptideos natriuréticos sejam uma nova classe de fatores
extracelulares que regulam o processo axonal durante o desenvolvimento, através da
sinalizagdo de atividades relacionadas a formacdo de ramifica¢des dos aferentes
sensoriais centrais e crescimento axonal promovidas pelo gene C-type NP (CNP),
cuja expressao ocorre unicamente na medula da espinha dorsal (ZHAO e MA 2009).

Essa mutacdo de novo no gene NPR1 encontrada em pacientes com EMRR em nosso
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estudo foi predita como patogénica pela ferramenta Abracadabra (Kitajima &

Schlesinger) e pode ser um potencial alvo de estudos futuros com maior numero de

amostras.

v

FRMPD2 (FERM and PDZ Domain Containing 2) ¢ um gene expresso em
células epiteliais e, através do seu dominio PDZ 2 interage com diversas
proteinas. Inicialmente, a proteina codificada por este gene foi descrita com
énfase em seu papel no estabelecimento e manutengao da polaridade celular e
na adesao célula-célula, em um processo mediado por E-caderina (STENZEL
et al. 2009). Uma publicacdo recente do grupo do Prof. Philip Rosenstiel
(Universidade de Kiel, Alemanha) sugere que FRMPD2 possa atuar como
uma molécula suporte que organiza espacialmente a formacdo da via de
sinalizagdo da resposta imune mediada por NOD2 (nucleotide-binding
oligomerization domain-2) no intestino. Esse processo ocorre através da
proteina Nod2 que reconhece o muramil dipeptideo (MDP) derivado de
bactérias e ativa a transcricdo de NF-kB, onde FRMPD2 atua como um
regulador positivo que interage com Nod2 através de repeti¢des ricas em
leucina restringindo a resposta imune mediada por Nod2 em células epiteliais
polarizadas do intestino ( STENZEL et al. 2009; LIPINSKI et al. 2012).

SPN (Sialophorin) — As sialoforinas sdo as principais sialoglicoproteinas
encontradas na superficie de células T, mas também estdo em algumas células
B e apresentam um importante papel nas propriedades fisico-quimicas da
superficie dessas células, sugerindo um controle regulatério na resposta
imune adaptativa e na progressdo da resposta imune (MANJUNATH et al.
1995; PEDRAZA-ALVA et al. 1998). Em experimentos de EAE, o transporte
de células T para o SNC ¢ fundamental para que as células CD4 positivas
possam mediar a doenga, de maneira que a deficiéncia de CD43 (SPN) reduz
a severidade da EAE, quando comparado com CD43 selvagem (FORD et al.
2003). Interessantemente, pacientes com EMRR tratados com acetato de
glatiramer, interferon beta ou natilizumab apresentaram reducao de células
B1 CDA43 positivas, sugerindo que essas cé¢lulas possam, de fato, fazer parte

da patologia da EM (ROVITUSO et al. 2014).
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4.2 RETROINSERCOES DE NOVO EM INDIVIDUOS
PORTADORES DE EM

Cada evento de retroinser¢do mapeado em cada um dos 31 individuos deste
estudo foi identificado de acordo com o gene que sofreu alteracdo. Encontramos um
total de 13137 eventos distintos. A seguir criamos uma lista de genes alterados por
eventos de retroinser¢do e para os pacientes consideramos apenas: i) genes
portadores de eventos de retroinser¢ao que pudessem ser considerados de novo, por
estarem ausentes em seus pais bioldgicos e irmaos ii) eventos que fossem Unicos de
um dado paciente, ou seja, ausentes em todos os demais individuos saudaveis da
nossa casuistica. Enquanto a inclusdo do primeiro filtro ¢ mais 6bvia, o segundo
filtro visa excluir eventos de retroinser¢do que sejam comuns na populacdo e
provavelmente niao tenham efeito sobre a EM. Considerando todos os pacientes
tivemos um total de 1208 genes com DNR que permaneceram apds a aplicagdo
destes filtros. A exclusdo de muitos eventos por estes filtros (>90%) sugere ser
provavel que varios dos eventos que permaneceram ainda podem ser achados casuais
ndo relacionados com a doenca. No entanto, ¢ possivel que ainda restem eventos
relevantes dentro do contexto de nosso interesse. Para sermos mais rigorosos, mas
ainda cientes de certas limitagdes, selecionamos para uma analise mais aprofundada
apenas os genes que apresentaram eventos de DNR ausentes em todos os individuos
saudaveis mas presentes em pelo menos dois pacientes diferentes. Deste modo,

tivemos um set final de 109 genes (Quadro 4).
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Quadro 4 — Genes com eventos DNR encontrados exclusivamente em portadores de
EM e compartilhados por pelo menos dois pacientes.

Grupo
£2(g5(z6 ARLIS ADP-ribosylation factor-like 15
22|gS|g7 Ccp Ceruloplasmin (ferroxidase)
£5|26/e8 DCDC2 Doublecortin domain ining 2
22/g5]26 EPB41L1 Erythrocyte membrane protein band 4,1-like 1
od/g7|e8 ICEI Interactor of little elongation complex ELL subunit 1
gd)gS)e6 IL12A-ASI Interleukin 12A (natural killer cell stimulatory factor 1, cytotoxic lymphocyte maturation factor 1, p35)
gl]g2|g3 RNF44 Ring finger protein 44
gdlg5|g8 SLITRK6 SLIT and NTRK-like family, member 6
23|e5|g6 TRAPPCI2 Trafficking protein particle complex 12 [Homo sapiens
ad|g5|e8 UMADI1 UBAPI-MVBI2-associated (UMA) domain containing 1
gd|zh ALGS Asparagine-linked glycosylation 5, dolichyl-phosphate beta-glucosyltransfi h log (5, cerevisiac)
25z6 AMPD3 Adenosi phosphate deaminase (isoform E)
25|26 ANKRD28 Ankyrin repeat domain 28
g5)g8 ARMC4 Armadillo repeat containing 4
2326 BCL2L1 BCL2-like 1
22|26 BCORLI BCL6 co-repressor-like 1
gd|g6 BICC1 Bicaudal C homolog 1 (Drosophila)
26|28 Cllorf70 Chromosome 11 open reading frame 70
g3lgs Clborf96 Chromosome 16 open reading frame 96
g3|gs C190rf35 Chromosome 19 open reading frame 35
23|g8 Cl19orf57 Chromosome 19 open reading frame 57
gd|g8 Céorf89 Chromosome 6 open reading frame 89
gllgs CTorf60 Chromosome 7 open reading frame 60
22)g4 CYorfd1 Chromosome 9 open reading frame 41
g3gd CCT2 Chaperonin containing TCPI, subunit 2 (beta)
gd|g6 CDC23 Cell division cycle 23 homolog (8, cerevisiae)
gd|gs CDH6 Cadherin 6, type 2, K-cadherin (fetal kidney)
23|g4 CEP78 Centrosomal protein 78kDa
gdlg5 CERS3-AS1 Ceramide synthase 3
22|26 CLTC Clathrin, heavy chain (He)
gllgd CSRNP3 Cysteine-serine-rich nuclear protein 3
25|g6 CYP39A1 Cytochrome P450, family 39, subfamily A, polypeptide 1
gd|gb DDI2 DDII, DNA-damage indueible 1, homolog 2 (8, cerevisiae)
gd|gs DDX52 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 52
gd|g8 DDX60 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 60
gdlgs DNM3 Dynamin 3
22)g4 EFTUD2 Elongation factor Tu GTP binding domain containing 2
g2|g3 EIF5 Eukaryotic translation initiation factor 5
gd|g6 FAM227A Family with sequence similarity 227, member A
22|g6 FBXLI3 F-box and leucine-rich repeat protein 13
g5|g8 FCAR Fc fragment of IgA, receptor for
2d|g6 FFARI Free fatty acid receptor |
gd|gs FPGT TNNI3 interacting kinase; fucose-1-phosphate guanylyl fi
23|g8 FRS2 Fibroblast growth factor receptor substrate 2
ed|g5 GABRAI Gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, alpha 1
g2|g3 GABRE Gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, epsilon
22)gd GAST Growth arrest-specific 7
g2lg3 GYS2 Glycogen synthase 2 (liver)
24)26 HLA-C Major histocompatibility complex, class I, C; major histocompatibility complex, class I, B
22|g6 HNRNPF Heterogs nuclear rit leoprotein F
23|gb IFNGR1 Interferon gamma receptor |
2526 ILI7RD Interleukin 17 receptor D
22)gb ISL1 1SL LIM homeobox |
gd|g5 KIAA0319 KIAAD319
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Cont/ Quadro 4
Grupo
3[gs LINCO1169 Long intergenic non-protein coding RNA 1169
22/g3 LMXI1B LIM homeobox transcription factor 1, beta
£5/g6 LOC100506990 Uncharacterized LOC100506990
£3|gh LOCI01927815 Uncharacterized LOC101927815
gd|gs LOC102800447 Uncharacterized LOC 102800447
d|gs LOC339539 Uncharacterized LOC339539
g4(g8 MDHIB Malate dehydrogenase 1B, NAD (soluble)
23/g8 MLXIPL MLX interacting protein-like
gdlgb MORN4 MORN repeat containing 4
abg8 MYNN Myoneurin
a2|g8 NCBP1 Nuclear cap binding protein subunit 1, 80kDa
ad|g7 NDRG4 NDRG family member 4
g4lgs NEK7 NIMA (never in mitosis gene a)-related kinase 7
g2/g3 NOTCHI Notch homolog 1, translocation-associated (Drosophila)
£3gd PALM?2 A kinase (PRKA) anchor protein 2; paralemmin 2; PALM2-AKAP2 readthrough transcript
22|g6 PANK2 Pantothenate kinase 2
26/g8 PDGFRB Platelet-derived growth factor receptor, beta polypeptide
22(g4 PEX19 Peroxisomal biogenesis factor 19
25/g8 PIBFI Prog i dulatory binding factor |
23lgd PNLDCI Poly(A)-specific ribonuclease (PARN)-like domain containing 1
g8 POU4F1 POU class 4 homeobox 1
23/g8 PPP2RSA Protein phosphatase 2, regulatory subunit B', alpha isoform
23|g7 PRDM4 PR domain containing 4
22(g8 PRDM9 PR domain containing 9
g2/g5 PSMC3 Proteasome (prosome, macropain) 265 subunit, ATPase, 3
23[g5 PTPRR Protein tyrosine phosphatase, receptor type, R
22(gs RADS4L RADS54-like (S, cerevisiae)
24(g6 RASSF2 Ras association (RalGDS/AF-6) domain family member 2
26/g8 RIMS1 Regulating synaptic membrane exocytosis 1
g4)gs RIMS3 Regulating synaptic L exocytosis 3
£2(g6 RNF212B Ring finger protein 212B
22[g6 RNF7 Ring finger protein 7
25|g8 RPL3L Ribosomal protein L3-like
22(g3 RRN3 RRN3 RNA polymerase I tr iption factor | log (8, cerevisiae)
234 RRN3P2 RRN3 RNA polymerase [ transcription factor homolog (8, cerevisiae) pseudogene
gdgb SFMBT2 Scm-like with four mbt domains 2
22/gb SGSH N-sulfoglucosamine sulfohydrolase
23g8 SPG20 Spastic paraplegia 20 (Troyer synd, )
23[g6 STAC SH3 and cysteine rich domain
a5|g6 STIM2 Stromal interaction molecule 2
gdg8 STX3 Syntaxin 3
23[gb TBCE Tubulin folding cofactor E
od|gs TMEFF2 Transmembrane protein with EGF-like and two follistatin-like domains 2
25[g6 TMEM186 Transmembrane protein 186
£5|gb TNC Tenascin C
£2/gs TNFAIPSLI1 Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 8-like 1
gd)g8 TOP3B Topoisomerase (DNA) 111 beta
25)g8 UBAPIL Ubiquitin associated protein 1-like
23)gd USP47 Ubiquitin specific peptidase 47
£2)g6 VSIG4 V-set and immunoglobulin domain containing 4
gd)g5 WDR90 WD repeat domain 90
83lg5 ZC3HAVI] Zinc finger CCCH-type, antiviral |
23)g8 ZFpP1 ZFP| zinc finger protein
gd|g5 ZNF197 Zine finger protein 197
22)g4 ZNF382 Zine finger protein 382
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Com o objetivo de explorar o possivel papel destes eventos de um modo mais
abrangente, fizemos analise funcional dos 109 genes através da ferramenta DAVID
Bioinformatic database
(http://david.abcc.ncifcrf. gov/knowledgebase/DAVID _knowledgebase.html).

Inicialmente buscamos avaliar se esta lista de genes teria uma distribuicdo
preferencial em alguma via associada a alguma doenga humana. Como corte usamos
os top 2 da lista com o menor p-valor, mas ndo utilizamos outros parametros, como o
p-valor corrigido ou FDR. Essa analise resultou em 2 vias: “infec¢do por “H. pylori”
e “Multiple sclerosis” (Tabela 3). O achado da via patologica de esclerose multipla,
em uma analise ndo dirigida ou supervisionada refor¢a o conceito ainda inexplorado
de que eventos do tipo DNR podem ter uma relacdo direta com o desenvolvimento

da EM.

Tabela 3 — Analise de vias de doenga utilizando a ferramenta DAVID.

Fold
Termo Count PValor Genes _0 Benjamini FDR (%)
Enrichment

H, pyloriinfection 3 0,013  IFNGR1, IL12A, HLA-C 15,93 0,92 15,2

Multiple sclerosis 5 0,013 IFNGRL, BCL2LL, 4,9 0,72 15,45
ultipie scierosts / IL12A, HLAC, SPG20 ’ ' '

Legenda: O banco de dados de doenga utilizado foi o Genetic Association DB Disease-NIH.

Selecionamos as vias top 2 com menor p-valor.

A seguir avaliamos alguns dos genes onde identificamos DNRs e que fazem
parte destas vias metabdlicas, buscando dados da literatura que viessem a reforgar
seu envolvimento com a EM. Cabe ressaltar a presenga nesta lista de alguns genes de
grande interesse na patogénese da EM, conforme discutido a seguir:

IL12A-AS1 (IL12A antisense RNA 1) — O transcrito candnico deste gene
possui 2425 bases distribuidas em 10 exons. IL12A-AS1 se localiza no cromossomo

3925.33, em um bloco gendmico de cerca de 300 mil bases na fita oposta do gene
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codificador de IL12A, que ocupa uma pequena porcao deste bloco, indicada na

Figura 12, onde também indicamos as regides onde observamos as DNRs.

ucsc Genom_e Ercgvs‘ﬁr on Human Feb. 2009 (GRCh37!hg19) Assembly
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Fonte: UCSC Genome Browser Home (genome.ucsc.edu/).

Figura 12 — Localizagdo dos eventos DNR dos grupos quatro (G4), cinco(G5) e seis

(G6) no genoma.

Nao encontramos na literatura nenhuma descricdo da atividade especifica de
IL12A-AS1. No entanto, a sua localizacdo na fita oposta de IL12A pode ter um
impacto funcional na expressao desta interleucina. Diversos artigos tém demonstrado
que em muitos casos 0s transcritos anti-senso agem fazendo uma regulagdo negativa
dos genes da fita oposta, por mecanismos diversos que incluem edicdo de RNA,
RNA de interferéncia, interferéncia transcricional e outros (revisto em (WIGHT e
WERNER 2013). Neste modelo, se a presenca de um DNR em IL12-AS1, reduzir a
atividade deste antisenso, teriamos uma quantidade mais elevada de IL-12 nestes
pacientes.

A relevancia de IL-12 para a EM pode ser avaliada pelo resultado da busca no
PubMed pelas palavras “IL-12” e “Multiple Sclerosis”, a qual retorna 436 artigos
(Abril de 2015). IL-12 tem um importante papel na estruturagdo da resposta
inflamatoria durante infeccdes e na geracdo de células Th, que contribuem para a
formagdo de uma resposta imune do tipo celular (HSIEH et al. 1993). O nivel
aumentado de IL-12 tem sido sugerido como um marcador de EM e a sua produgdo
excessiva esta envolvida na patogénese desta doenga (BALASHOV et al. 1997;
SEGAL et al. 2008). Recentemente, JANA et al. (2014), demonstraram que IL-12
induz a expressdo de IL-7 na microglia e em macrofagos. Por sua vez, IL-7 ¢ uma
citocina fundamental para o desenvolvimento da EM e de outras doencas autoimunes
do sistema nervoso central e estd aumentada nas lesdes cerebrais de pacientes

portadores de EM (KREMLEYV et al. 2008).
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IFNGR1 (Interferon gamma receptor 1) - Interferons estdo envolvidos em
processos diversos tais como defesa contra infec¢ao viral, regulagdo do crescimento
e resposta imune (SERRA et al. 2003; STURNER et al. 2014). Os interferons gama
(IFNG) sdo produzidos por linfocitos T ou pelas células natural killer (DE
ARAUJO-SOUZA et al. 2015). Em nosso estudo, identificamos eventos DNR em
IFNGR1 nos pacientes dos grupos 3 e 6, como representado na Figura 13.

Em um trabalho desenvolvido pelo pesquisador Robert Axtell em 2010, foi
avaliado o grau de resposta ao tratamento com interferonf3 no modelo animal EAE
induzido com células Thl e Th17 e em pacientes com EMRR. Em células T CD4+
estimuladas com interferon B (IFNB) foi demonstrado que a diminui¢do da
frequéncia de IL-17 expressas em células T, com a neutralizagdo do IFNG ¢ reduzida
de 60% (IFNB + IFNG) para 24% (apenas IFNB). Além disso, a abundancia de
células CD4+ IL-17+ ¢ aumentada quando o IFNG ¢ neutralizado, sugerindo seu
papel na inibicdo da diferenciacdo de Thl7. Posteriormente, para avaliar se o
tratamento com IFNB requer IFNG para suprimir EAE, dois grupos de camundongos
com EAE, um grupo controle ¢ um grupo Ifngrl—/—, foram tratados com Rebif
(IFNB). No grupo controle houve redugdo dos sintomas apds sete dias de tratamento
e apos a suspensdo do tratamento a doenga progrediu. No grupo de animais Ifngrl—/—
o tratamento ndo provocou efeito. Foi demonstrado ainda, que o soro de pacientes
com EMRR ndo responsivos tem alta concetragdo de IL-17F em comparagdao com o
grupo de pacientes responsivos ao tratamento (AXTELL et al. 2010).
Interessantemente, identificamos evento DNR no receptor 1 do IFNG em dois grupos
de pacientes com EMRR. Se esta inser¢do levar a uma perda de funcdo haveria
menor sinalizacdo do IFNG, o que reduziria a inibi¢do de IL-17. Corroborando o
estudo citado acima, uma hipdtese seria a de que pacientes que tem evento DNR
nesse gene sejam menos responsivos ao tratamento com IFNB ou ainda que a
evolucao no quadro clinico seja mais acentuada devido a disfun¢do causada na via

relacionada ao IFNGR1.
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Fonte: UCSC Genome Browser Home (genome.ucsc.edu/).

Figura 13 — Localizagdo dos eventos DNR dos grupos trés (G3) e seis (G6) no

genoma.

HLA-C (Human Leukocyte Antigen C; Major Histocompatibility Complex,
Class 1, C). O conceito de que pelo menos um gene do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) localizado no cromossomo 6p21 estd associado a
susceptibilidade em EM ¢ bem estabelecido. Diferencgas nos antigenos leucocitarios
humanos (HLA) entre individuos sauddveis e pacientes com EM e entre diferentes
grupos ¢étnicos vém sendo identificadas ha muitos anos, de modo que o extenso
contetdo de genes no MHC, uma regido extremamente polimoérfica e com alto
desequilibrio de ligacdo dificulta a associagdo de alelos que conferem
susceptibilidade a doengas, como a EM (BERTRAMS et al. 1974; DYMENT et al.
2005). O antigeno leucocitario humano C (HLA-C) atua no sistema imune inato
através da ligacdo com o receptor KIR ativando ou inibindo células natural killer e
células T onde esse receptor ¢ expresso. YEO et al. em 2007 demostraram que o gene
HLA-C ou um locus com baixo desequilibrio de ligagdo com ele conferem efeito
protetor (P valor = 3,3 x 10°) em EM. Corroborando com o trabalho acima,
identificamos eventos de DNR no gene HLA-C nos pacientes dos grupos 4 (exon 4)
e do grupo 6 (exon 7) (Figura 14), o que poderia alterar a expressdo deste gene e

talvez reduzisse um eventual efeito protetor.
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UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly
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Fonte: UCSC Genome Browser Home (genome.ucsc.edu/).
Figura 14 — Localizagao dos eventos DNR dos grupos quatro (G4) e seis (G6) no
genoma.

BCL2-L1 (B-cell CLL/Lymphoma 2 Like 1). A deplegdo seletiva de certos
linfocitos no inicio do desenvolvimento de células T e B visa eliminar células auto-
reativas, um processo importante na manuten¢do da homeostase do sistema imune e
que parece ser a base de certas doencas autoimunes. Neste sentido, a familia Bel-2
tem um importante papel na modulacao da apoptose e a abundancia da proteina anti-
apoptotica BCL2-L1 estd associada ao direcionamento de células T para morte
celular induzida por ativagdo (AICD) (BEHRENS e MUELLER 1997). Outrossim,
altos niveis dessa proteina em pacientes com EM estdo associados com resisténcia a
AICD quando comparado com um grupo controle (WAICZIES et al. 2002). Em
nosso grupo conseguimos identificar um mesmo evento DNR no intron 2 de BCL2-

L1 em pacientes de dois grupos (grupo 3 e grupo 6), indicado na Figura 15.
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Fonte: UCSC Genome Browser Home (genome.ucsc.edu/).

Figura 15 — Localizagdo dos eventos DNR dos grupos trés (G3) e seis (G6) no

genoma.

SPG20 (Spastic paraplegia 20) ¢ um gene fundamental no desenvolvimento

da sindrome de Troyer, uma doenga autossOmica recessiva caracterizada
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principalmente por atraso mental, fraqueza espastica, disartria e baixa estatura. Esse
gene codifica uma proteina multifuncional, com papel no trafico intracelular do
receptor fator de crescimento epidermal (EGFR), no turnover de corpos lipidicos,
citocinese, regulagdo mitocondrial e sinalizagio de BMP (bone morphogenetic
protein) por exemplo. Interessantemente, mutacdes em SPG20 e elevada sinalizagdo
de BMP levam a neurodegeneracao e ainda, reguladores do receptor BMP nas vias
de trafico endossomal e endocitose estdo associados com doengas
neurodegenerativas, incluindo a EM (HAFLER et al. 2007; KIM et al. 2010;
BLACKSTONE 2012; NAHM et al. 2013). Neste gene, identificamos possiveis
eventos de DNR no introns 1 (grupo-3) e no exon 4 (grupo-8) de portadores de EM
(Figura 16).
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Fonte: UCSC Genome Browser Home (genome.ucsc.edu/).
Figura 16 — Localizagdo dos eventos DNR dos grupos 0ito(G8) ¢ trés (G3) no

genoma.

Para investigarmos vias especificas que pudessem ser impactadas por estes
eventos avaliamos os 109 genes da Quadro 5 no banco Gene Ontology (GO)
também utilizando a ferramenta DAVID (categoria GOTERM BP ALL). Como
corte utilizamos o P valor < 0,01 ¢ o critério FDR (False Discovery Ratio) < 5%, o
que resultou em 6 processos bioldgicos associados. Com os mesmos 109 genes e
mantendo apenas o critério do p-valor < 0,01, usamos a ferramenta KOBAS 2.0
(KEGG Orthology Based Annotation System, banco de dados GO)

(http://kobas.cbi.pku.edu.cn/program.run.do) para validar in silico os processos

biologicos encontrados anteriormente no GO. Assim, validamos in silico trés
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processos importantes para a EM: desenvolvimento de neurdnios, desenvolvimento

de projegdes neuronais e organizagdo de projegdes celulares (Quadro 5).

Quadro 5 — Analise de enriquecimento de vias por ontologia utilizando a ferramenta
DAVID e validagdo in silico através da ferramenta KOBAS 2.0.

Count Pvalor Benjamini FDR (%)
Termo (DoAVID-  (DAVID- Genes (DAVID-NIAID/NIH) (DAVID- (DAVID-
NIAID/NIH) NIAID/NIH) NIAID/NIH)  NIAID/NIH)
NOTCH1,
GODD4EESY NOTCH1, STX3, LMX1B, TBCE, PTPRR, STX3,LMX1B,TNC,POU4F1,NDRGA, TBCE,
u 5,75E-04 0.44 05 14 0,034 0.5
Generation of neurons DCDC2, POUAFL, 15L1, SLITRKS, GAST, FRS2 DCDC2,5PG20,KIAAD319,GAST SLITRKE
JI5L1,FRS2
NOTCHI,
GO:0022008 NOTCH1, STA3, LMX18, TBCE, PTPRR, STH3,LMX1B,TNC,POU4F1,NDRGA, TBCE,
1 0,001 04 15 14 0,08 05
Neurogenesis DCDC2, POUAFL, 15L1, SUITRKE, GAST, FRS2 DCDC2,5PG 20, KIAADI19,GAST SLITRKG,
15L1,FRS?
INOTCH1,5TX3,LMX1B,TNC, POLISF1,
GO0048666 NOTCH1, STX3, LMX1B, TBCE, POU4FL,
g 0,001 0,46 18 13 0,007 INDRG4,TBCE,DCDC2 SPG20,KIAAD3 1S, 0,45
Neuron development® I5L1, SLITRKE, GAST
GAS7, SLITRKE,15L1
STX3,LMX18, TNC,POLI4F1, NDRGA, TBCE,
GO:0030182 NOTCH1, 5TX3, LMX1B, TBCE, PTPRR,
9 0,001 037 28 13 0,03 DCDC2,5PG0,KIAADI19,GAST, SLITRKE, 05
Neuron differentiation POUAFL, 15L1, SLITRKS, GAST
I5L1,NOTCH1
GO:0031175 5TX3,TNC,POU4F]1 NDRG4,TBCE,DCDC2
NOTCH1, STX3, TBCE, POU4FL, 15L1,
Neuron projection 7 0,002 0,34 32 12 0,006 SPG20,KIAADI19,GAST SLITRKE, I5L1, 0,43
SUTREG, GAST
development* NOTCHL
STH3,TNCARMC4,NORGY, , TBCE,
GOD030030
DNM3, NOTCHI, STX3, TBCE, POUAFL, DCDC2, 5PG20,
Cell projection & 0,002 0,38 44 14 0,016 05
I5L1, SLITRKG, GAST KIAAD319,GAST, SLITRKE, 15L1,
arganization®
DNM3,NOTCHL POU4FL

Legenda: * Representa as vias que foram validadas.

Apesar de resultados promissores, cabe reforcar aqui que nao houve tempo
habil para validarmos os eventos de DNR sugeridos pelas analises de bioinformatica.
Esta validacdo, a ser feita em genes de maior interesse, sera concluida antes de

submetermos para publicagdo os artigos desta dissertacdo.
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43 AVALIACAO DA HERANCA DE ALELOS RAROS EM
HOMOZIGOSE - SNPS RAROS

Hoje ¢ consensual o conceito de que multiplos fatores, genéticos e ambientais
atuam em conjunto para o estabelecimento das doencgas complexas. Deste modo, ¢
claro que apenas a heranga genética ndo ¢ capaz, isoladamente, de explicar a
etiologia destas doengas, incluindo a EM. Neste sentido, apesar do empenho de
diversos grupos e de amplos estudos com grande casuistica, utilizando a abordagem
de GWAS (do Inglés Genome Wide Association Study) ou mesmo WGS (do Inglés
Whole Genome Sequencing), ainda ndo ¢ possivel explicar totalmente a herdabilidade
da maioria das doencas humanas. Sendo assim, ¢ possivel que uma combinagdo de
variantes genOmicas raras, com frequéncia muito baixa na populag¢do saudéavel (o que
faz com que a maior parte das mesmas ndo seja incluida do painel de SNPs que
compde os estudos de GWAS) possa ter algum papel na génese de doengas
complexas e multifatoriais.

Apesar de este projeto ter sido inicialmente desenhado para o estudo de alteragdes de
DNA de novo, ao analisarmos os nossos dados vislumbramos a possibilidade de
avaliar a ocorréncia de SNPs raros que, ao serem herdados em homozigose,
pudessem ter alguma associagdo com a EM. E sabido que a maior parte dos SNPs
humanos nao-sinénimos (~45%) possui uma baixa frequéncia nas diversas
populagdes (YUE e MOULT 2006), o que faz com que a ocorréncia em homozigose,
para alguns destes seja esperada, especialmente quando todo o exoma ¢ avaliado. No
entanto, a andlise cuidadosa destes eventos, excluindo os que se encontram em
homozigose nos pais saudaveis, e com especial atencdo naqueles localizados dentro
da regido codificadora de proteinas e com potencial de alteragdo funcional de
moléculas que fagam sentido na clinica da doenga, pode ser de interesse para o
estudo da EM. Apods analisarmos nossos dados buscando este tipo de evento,
conforme descrito em Materiais e Métodos, identificamos um total de 24 SNPs raros
herdados em homozigose (SRHH), com ambos os pais e irmdos heterozigotos,
localizados nas regides codificadoras e com potencial impacto funcional (Quadro 6
— SNPs raros herdados em homozigose, localizados dentro da CDS de genes
humanos e com impacto na sequéncia das proteinas, exclusivos de pacientes com
EM. Dados gerados pela anélise do sequenciamento do exoma de trios/quartetos em

larga escala.
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Quadro 6 - SNPs raros herdados em homozigose, localizados dentro de CDSs de genes
humanos e com impacto na sequéncia das proteinas, exclusivos de pacientes com EM.

EXAC (Broad S
S8 s EftitoysmpEff Frequéncia da variante/cobertura Palyphen
Iustitute) ondabn | o7

Trio | Coordenada gendmica Referéncia/variante

paciente

2 che6:20353738 A p.SerfTyr 361744060 0.0226 0,013 Modarsdo 10069 423758 516103 37,1428 B B B [}
11030450 | ©T | pMedslle 17308321 00112 00236 Modersdo 10034 5036 231 - B m B 3
lOSSTIHT | 0G| pGHSOGE 61735578 (1% 00361 Moderado 10036 Hapas 553047 - B B B 4
BI0H | TC | plMli w8727 00076 0211 Moderado 10059 4650 T4 - B B D 31

3 chel@:13041442 GA 2 Al00Val 133023420 0.0038 0,0133 Modarsdo 10044 57,8038 56,8244 - B B B 4
EI0NNT | GC | pAulD slaTsSTL | 0008 00034 Moderado 10031 7373 1540 - B B B 3
cheT:42003007 GA 2 Prol225e 1118140040 0.0024 0,0028 Modarsdo 100133 20,0331 33140 - B B B 33
o | GA | pMeisi 3621431 00106 001 Moderado 100140 31435 616438 - B 2] D 3

Maodificador,

5 G058 | OT | pTiDMa nllBeNs | 0008 0,007 . 10081 06577 2606 5058 B PRD D 0

L] chel6:68713815 AC pMe260Lan 136038000 0.0024 0,0035 Modarsdo 100/82 447185 45,6881 51,3507 B m B 87
chel0:95111402 TA . Tyrl198Phe 12256834 0.0455 00178 Moderado 100/66 4360103 50,5689 - B B B 86
chel:17844227 GA p-Arz1005His 77093026 0.01m 00137 Modersdo 100148 512878 40,98/61 - B PRD B 63
GIVHNTE | GA | pTeSIDMa RGO | 00330 0,001 Moderado 1001 HE% 45450 - B m D b1
che2:218682407 T p.Alsl416The 161746065 0.0441 0,014 Modarsdo 10052 41,6748 55,56/54 - B B B 3
410603 | GA | pAmlsTy 61720458 00126 00038 Moderado 10017 sL1AL 375040 - B PRD D 3
che:24828440 T p ValBEds 61741706 0.0228 0,01 Moderado 10060 30,1663 50/68 - B B B 64

Modificadr,

GTHE | OT | pi=illa 7150453 00367 00108 . 10044 EALES 400051 - B B B 50
cheT:45123486 TIC p.GlugEVal 116795021 0.0266 0,0066 Modarsdo 10066 38,5770 52,78T2 - B PRED D &
che:35043035 feie) pLad3Tval 35523761 0.0321 0,0003 Moderado 100728 43,041 52,7823 - B B B El
chel 774018507 TIC p. Tyl6iCys 110443216 0.0082 0,01708 Modarsdo 100118 40,6231 4348723 - B jo) D 24
chel 774010453 GA pAml34Cys 150149300 0.0082 00146 Modersdo 100136 57,1463 54150 - B jo) D 50

'
7004 | 6T | pTmdétles 1743847 00026 00083 Modersdo 10028 36,141 L33 - D PRD D 34
16080467 | OT | pdwllida 2231257 (150 00456 Moderado 10073 B8 4139 - B B B
che6: 152671865 TG pLysig74Thr 13210127 0.0343 0,0363 Modarsdo 100035 40,3474 55,1008 - B B D b

Legenda: O asterisco (*) indica os genes selecionados para validagdo. Nas duas tltimas colunas da
tabela, as colunas de predigdo de patogenicidade representam: B = benigna; D= deletério; PRD=

provavelmente deletério e PD= possivelmente deletério.

Posteriormente, tendo como base: 1) a cobertura de sequencias indicando os
eventos; i) a atividade predita e/ou a associagdo dos genes alterados com processos
do SNC; iii) a classificacdo dos eventos como patogénicos em pelo menos uma das
ferramentas de predicdo de patogenicidade (SIFT ou Polyphen) e iv) as atividades
biologicas ja conhecidas para os genes, que 0S tornavam mais promissores como
relevantes para a EM, selecionamos 7 destes 24 SRHHs para validagao pelo método
Sanger. Os genes selecionados, assim como as sequencias dos iniciadores e os

tamanhos esperados dos amplicons sao apresentados no Quadro 7.



Quadro 7 — Genes, SNPs ¢

polimorfismos raros.

64

caracteristicas dos iniciadores usados na validacao dos

—
Coordenadas Fragmento Predigio Predigio Polyphen  Predigio SIFT
Sulps genbmicas O AL pbs LD Abracadabra (EXAC) (EXAC)
GAGTTGCCAGAATTGCCTAAG
3 Chri1:95571347 MTMR2/rs6i1735578 609bp 1 B B B
CCACTCATGAACTCAGCAGAC
CAGGAGGGGTGCTTAGGAC
3 Chr7:99454482 CYPIA4Y rsd5621431 268bp 1 B PD D
CTGCAATGTGGAAGARATTCTC
CAGCAAGGTGGCATCTGAG
7 Chr2:127808076 BIN1/ rs112318500 498bp 1 B PD D
GAAGCGGGTATGGGGAC
CACCAGACTCCGCAGC
7 Chr2:218682497 TNS1Irs61746065 263bp 2 B B B
CTTCATCAGCAGGAGAGGTG
CTCCATCCCAGCTTCAGC
7 Chr3:49150603 LAMB2Irs51720458 262bp 1 B PRD D
CTGCCTTCTGTTTCTCATCCTC
GTTCTCGGCCTGACCTACG
8 Chri7:74073094 GALR2/ rsB1745847 279%p 1 D PRD D
CAGCGCGTAAACGATGG
CATCTCTTGCATACCATGGG
8 Chré:152671865  SYNE1/ rs13210127 247bp 1 B B ]
CT CCTTACCTTTCCTATGLTGE

Legenda: 1- validado; 2- inconclusivo (repetir Sanger).

Dentre os sete SRHH selecionados para validacdo pelo método Sanger, seis

foram validados totalizando 85,7% (Figura 17). Um deles, o rs61746065/TNS1

apesar de sugerir a validagdo por Sanger, o sequenciamento do paciente foi

inconclusivo, por isso iremos repeti-lo. Os genes e seus SRHHs validados de maior

interesse serao discutidos a seguir.
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Figura 17 — Cromatogramas de sequenciamento Sanger representativos das regides

de interesse, contendo os SNPs raros, herdados em homozigose, validados neste

estudo.
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LAMB2 (Laminina B2; rs61729458) - Lamininas sdo glicoproteinas da
membrana basal de diversos tipos celulares, caracterizadas por formar heterotrimeros
compostos de trés produtos génicos independentes - as cadeias a, B e y. Essas
glicoproteinas da matriz extracelular podem se ligar a diversas classes de proteinas
de membrana. O gene humano LAMB2 (laminin (32), localizado no chr3p21 codifica
lamininas de cadeia 2 com expressdo ja descrita na membrana basal sindptica. Essas
lamininas tem um papel importante na integridade estrutural das sinapses da junc¢ao
neuromuscular (sistema nervoso periférico) e nas sinapses do terminal fotorreceptor
e do hipocampo (LOPES et al. 1985; LIBBY et al. 1999; NISHIMUNE et al. 2004;
EGLES et al. 2007).

A retina ¢ um modelo de sistema experimental bem estabelecido para avaliar
os processos do SNC, de producao de diferentes tipos celulares, estabelecimento e
manutengdo de conexdes entre essas células. A andlise de sinapses em
fotorreceptores da retina de camundongos depletados de lamininas de cadeia 32
demonstra uma redu¢do de 50% nos fotorreceptor. Ademais, a distribui¢do irregular
de proteinas associadas a morfofisiologia sindptica na retina e a presenca de ma-
formagdes de estruturas associadas a vesiculas sinapticas sugerem um desequilibrio
na anatomia dos elementos sindpticos (LIBBY et al. 1999). Paralelamente, células
hipocampais de camundongos depletados de Lamb2 possuem altera¢des pré- e pos-
sinapticas, refor¢ando o papel desta laminina no desenvolvimento e manutengdo da
fung¢do sinaptica (EGLES et al. 2007; LIBBY et al. 1999). Em nosso estudo,
observamos no paciente do grupo 7 o SRHH rs61729458 no gene LAMB2 (Figura
18).
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Figura 18 — Validagao pelo método Sanger do candidato SNP raro rs61729458 no

gene LAMB2. A) representa as reads obtidas pelo sequenciamento do exoma de trios (mde, pai e

paciente, respectivamente). Nota-se que somente as reads do paciente estdo apresentadas em uma
unica cor (verde), mostrando a homozigose T/T causada por uma variante rara. B) Eletroforese em
gel de agarose 1% mostrando a amplificagdo por PCR do fragmento onde esta a alteragdo no gene
LAMB2. 1, 2 e 3 representam o paciente a mie e o pai e 4 representa o controle negativo. C)
Cromatogramas obtidos pelo método Sanger validando as alteragdes sugeridas por NGS. No paciente

observamos alteracdo em homozigose e nos pais em heterozigose.

Nesse polimorfismo, ocorre uma troca de arginina para triptofano no residuo 1592
em uma regido conservada em mamiferos de acordo com o UCSC (Figura 19) com
uma frequéncia alélica de 1% na populacdo global de acordo com o 1000 genomes.
Similarmente, no EXAC esse polimorfismo foi predito como patogénico (SIFT e
Polyphen) com uma frequéncia alélica de apenas 0,38% (462/120710) e identificado
em homozigose em apenas oito individuos em 60.355 individuos avaliados. Cabe

notar que estes oito individuos homozigotos sdo de origem Africana.
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UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly
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Fonte: UCSC Genome Browser Home (genome.ucsc.edu/).

Figura 19 — Conservagdo da arginina entre as espécies na posi¢do onde ocorre o

SNP 1561729458 de LAMB2

CYP3A43 (Cytochrome P450, Family 3, Subfamily A, Polypeptide 43;
rs45621431) - As proteinas citocromo P450 pertencem a familia de enzimas
metabolizadoras de diversas drogas. Em nosso estudo observamos o SRHH
rs61729458 no gene CYP3A43 no paciente do grupo 3 (Figura 20), onde ocorre uma
troca de aminoacido metionina para isoleucina no residuo 275 predito como
patogénico pelo EXAC, com uma frequéncia alélica de 1% no 1000genomes e 2,18%
(2649/121286) no ExAC. Esse membro da subfamilia CYP3A foi caracterizado
recentemente e esta expresso em niveis relativamente elevados no cérebro em relagao
ao figado de individuos com desordens neurolodgicas ou psiquiatricas. Essa enzima
ainda ¢ pouco estudada e o acesso a sua expressao no cérebro ¢ dificultado devido a
necessidade de autopsia, mas acredita-se que sua fungdo esteja relacionada a
metabolizacdo de drogas no SNC (DOMANSKI et al. 2001; AGARWAL et al.
2008).
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Figura 20 — Validagao pelo método Sanger do candidato SNP raro rs45621431 no

gene CYP3A43. A) representagido as reads obtidas pelo sequenciamento do exoma de trios (mae,

pai e paciente, respectivamente). Nota-se que somente as reads do paciente estdo apresentadas em
uma Unica cor (verde), mostrando a homozigose A/A. B) Eletroforese em gel de agarose 1%
mostrando a amplificagdo por PCR do fragmento onde esta a alteracdo no gene BINL. As canaletas 1,
2 e 3 indicam as bandas obtidas para o paciente, a mae e o pai. Em 4 temos o controle negativo. C)
Cromatograma Sanger mostrando a validagdo das sequéncias contendo a variante em homozigose, no

paciente e em heterozigose nos pais.

BIN1 (Briding Integrator 1; rs112318500) - Observamos em nosso estudo o
SRHH rs112318500 no gene BIN1 (Briding Integrator 1) no paciente do grupo 7,
onde ocorre uma troca de bases G/A alterando o aminoacido de treonina para
metionina no residuo 532 (Figura 21). Esse gene codifica isoformas de proteinas
adaptadoras nucleoplasmaticas que quando expressas no SNC podem interagir com
dinaminas, anfifisinas 1, endofilinas, sinaptojaninas entre outras ( TAKEI et al. 1999;
PICAS et al. 2014). Sua expressao ¢ elevada em musculo esquelético e também nos
diversos tecidos cerebrais analisados pelo portal GTEX (http://www.gtexportal.org/)
(Figura 22).
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Figura 21 — Validagao pelo método Sanger do SNP rs112318500 do gene BIN1 em

homozigose. A) representagio das reads obtidas pelo sequenciamento do exoma de trios (mde, pai e
paciente, respectivamente). Nota-se que somente as reads do paciente estdo apresentadas em uma
unica cor (verde), mostrando a homozigose A/A. B) Eletroforese em gel de agarose 1% mostrando a
amplificagdo por PCR do fragmento contendo a alteragdo no gene BIN1. As canaletas 1, 2 e 3 indicam
as bandas obtidas para o paciente a mae e o pai e 4 representa o controle negativo. C) Cromatograma
Sanger mostrando a validag@o dos achados de NGS onde temos as sequéncias contendo a variante em

homozigose, no paciente e em heterozigose nos pais.

BIN1 Gene View

Figura 22 - Expressdao do gene BIN1 nos diversos tecidos analisados pelo portal

GTEX (http://www.gtexportal.org/).
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Esse polimorfismo tem uma baixa frequéncia alélica 3,3% e 0,9% no
1000genomes e ExXAC respectivamente. Através da ferramenta ExAC, observamos
ainda que o transcrito que representa essa altera¢do foi predito como deletério pelo
SIFT e possivelmente deletério pelo Polyphen. A andlise de conservacdo de
sequéncias entre as espécies, usando o UCSC, ndo demonstra nenhuma espécie com
uma metionina na regido de interesse e ainda demonstra que a treonina € conservada

na maioria dos mamiferos (Figura 23).

UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly
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Fonte: UCSC Genome Browser Home (genome.ucsc.edu/).

Figura 23 - Conservagao da treonina entre as espécies na posi¢ao onde ocorre o0 SNP

rs112318500.

BIN1 e seu pardlogo AMPH codificam duas proteinas similares, anfifisina 2 e
1, respectivamente. As anfifisinas sdo altamente concentradas nos nervos terminais,
especialmente na substincia branca, formando homo ou heterodimeros que sdo
capazes de interagir com proteinas envolvidas no processo de endocitose das
vesiculas sinapticas. Anfifisinas podem conectar os processos de formagdo de
lipossomos em tibulos, propiciado pela dinamina com a formagdo de estruturas

vesiculares revestidas por clatrina. Essa ponte entre clatrina e dinamina gerada pela
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anfifisina ¢ possivelmente dependente de interagdes proteina-proteina e de
importantes interagdes da anfifisina com os lipidios da membrana celular ( TAKEI et
al. 1999; PICAS et al. 2014). Para o gene BIN1 j& foram descritos 970 SNPs, sendo
apenas 11 ndo sindnimos, além disso ¢ um forte locus associado a doenga de
Alzheimer de inicio tardio (LOAD) com possivel mecanismo associado a fungdo
sindptica. O polimorfismo rs112318500 foi avaliado em dois estudos de associacao
com a AD. Em um desses estudos esse SNP ndo foi observado na casuistica
(HOLTON et al. 2013) e no outro nao mostrou associagao (MASOODI et al. 2013).
Similarmente ao que ocorre com a miopatia centronuclear, onde a interagdo entre a
dinamina e a anfifisina ¢ necessaria para o funcionamento normal dos musculos e
posicionamento dos nucleos (NICOT et al. 2007), nossos achados reforcam a
hipdtese de que a alteracdo em homozigose desse gene no SNC provoca distirbios na
formagao/ciclagem de vesiculas sinapticas que podem estar envolvidas em processos
neurodegenerativos (CARRASQUILLO et al. 2011; HU et al. 2011; HOLTON et al.
2013).

GALR2 (Galanin Receptor 2 - dbSNP rs61745847) — A galanina ¢ um
pequeno neuropeptideo produzido no sistema nervoso central (essencialmente na
hipofise e no hipotalamo — Figura 24). Sua presenca em granulos neurosecretorios
sugere seu possivel papel como neurotransmissor (KAPLAN et al. 1988). A galanina
¢ um importante mensageiro entre o sistema nervoso central e o periférico e seu
papel ja foi descrito na modulacdo de diversas fungdes fisiologicas que incluem a
regulacao da liberagdo do hormonio do crescimento, da prolactina e de dopamina, a
inibicao da liberacdo de insulina e somatostatina, a contracdo da musculatura lisa
gastro-intestinal e genito-urindria. A galanina parece estimular a ingestdo de
alimentos e a sinalizagdo por seus receptores parece disparar processos relacionados
com o desenvolvimento de diabetes e com a percep¢ao de dor (MECHENTHALER
2008; YU et al. 2013).

As atividades da galanina sdo mediadas por seus trés receptores conhecidos:
GALRI1, GALR2 ¢ GALR3, membros da familia de G-protein coupled receptors (G-
PCRs), do tipo rhodopsin-like. Estes receptores apresentam alta conservacdo de
sequéncia inter-especifica e sdo expressos em diferentes populacdes neuronais. A

maior parte dos efeitos conhecidos da galanina ¢ mediada pelo seu receptor GALR2
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que ¢ bastante expresso no tecido gastro-intestinal € no cérebro tem sua maior
expressdo no hipotalamo (Figura 25). Interessantemente, o hipotalamo ¢ uma das
areas cerebrais com maior quantidade de lesdes em pacientes com esclerose multipla.
Qiu et al. 2011, usaram ressonancia magnética para avaliar os cérebros de 105
pacientes com EM e 12 pacientes com mielopatia longitudinal extensa (MLE) e
encontraram lesdes hipotalamicas em 13,3% dos pacientes com EM e em nenhum
caso de MLE (QIU et al. 2011). Posteriormente, HAIDER et al. (2014) avaliaram em
autdpsias os cérebros de 75 pacientes com EM e 12 controles. As regides cerebrais
com maior frequéncia de encontro de lesdes desmielinizantes locais foram o nucleo
caudato e o hipotdlamo, o que pode ajudar a explicar o desequilibrio do eixo

hipotaldmico-pituitario-adrenal na esclerose multipla (LYUBETSKA et al. 2015).
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Figura 24 — Dados de expressdo expressdo normalizada dos mRNAs codificadores

de galanina (GAL). A expressdo foi determinada por RNA-Seq a partir de 53 tecidos saudaveis
obtidos de 900 diferentes doadores em um total de 1421 amostras sequenciadas. Os dados foram
obtidos a partir do Genotype-Tissue Expression Project (GTEX), conduzido e disponibilizado pelo
BROAD Institute (http://www.gtexportal.org/home/).
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Figura 25 — Os graficos apresentam a expressdo normalizada dos mRNAs

codificadores DE GALR2 em diferentes tecidos humanos. A expressio foi determinada

por RNA-Seq a partir de 53 tecidos saudaveis obtidos de 900 diferentes doadores em um total de 1421
amostras sequenciadas. Os dados foram obtidos a partir do Genotype-Tissue Expression Project

(GTEX), conduzido e disponibilizado pelo BROAD Institute (http://www.gtexportal.org/home/).

O SNP rs61745847: validagdo, consequéncias e frequéncia em diferentes
populacbes - Em nossas analises de SRHHs identificamos um SNP raro
(rs61745847) localizado no gene GALRZ2. Esta alteracao promove a troca do codon
TGG-249-TTG (Trp249Leu), uma regido de alta conservagao protéica que sugere a
importancia da sequencia primdria para a manutencdo atividade funcional deste
receptor. Uma conseqliéncia disto ¢ que uma alteragdo em homozigose dessa regido
talvez tenha efeitos funcionais (Figura 26). De fato, predi¢cdes de impacto funcional
pelos programas Abracadabra (Kitajima & Schlesinger) e SIFT (http://sift.jcvi.org/)
avaliam esta troca como patogénica, enquanto que a ferramenta Polyphen

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) a indica como provavelmente danosa.
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chr17:74,073,082-74,073,111 30 bp.

UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly
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Figura 26 — Conservagdo do aminoacido triptofano (W) entre as espécies na posi¢ao

onde ocorre o SNP rs61745847.

Inicialmente buscamos validar este SRHH por Sanger de modo a avaliar se o

mesmo ndo se tratava de um artefato do sequenciamento NGS. Como pode ser visto

na Figura 27, a validagdo foi bem sucedida e confirmou o status do SNP nos trés

individuos deste trio.
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Figura 27 — Validagao pelo método Sanger do candidato SNP raro rs61745847. A)
representacdo grafica localizag@o e do conteudo das sequencias obtidas pelo sequenciamento NGS do
exoma deste trio (mde, pai e paciente, respectivamente). Nota-se que somente as reads do paciente
estdo apresentadas em uma Unica cor (vermelho), mostrando a homozigose T/T causada por uma
variante rara. B) eletroforese em gel de agarose 1% mostrando os produtos de PCR da regido de
interesse que contém o SNP ¢ interesse. Respectivamente, as canaletas 1-4 indicam a posi¢do do gel
com amplicons do paciente, da mie e do pai e do controle negativo (sem DNA molde). c)
Cromatogramas Sanger representando fragmentos da sequencia de interesse contendo a variante em

homozigose, no paciente, e sequéncias em heterozigose em seus pais.

A seguir avaliamos a frequéncia deste polimorfismo em diversos bancos de
dados, e observamos uma frequéncia do alelo variante inferior a 1% para todas as
populacdes em todos os bancos. As frequéncias observadas encontram-se abaixo, no

Quadro 8.



Quadro 8 — Frequéncias observadas para o alelo variante (T) do SNP rs61745847.
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Frequéncia .- Niimero individuos com s
Banco observada (%) Alelos avaliados gendtipos TT Observagio
05 2491 0 Inclui todos 0s individuos do
projeto
1000Genomes 0,15 1322 Aﬂ'icmros
0,43 694 Americanos’
0 1008 Asiaticos
JbSNP 04 4446 NHLBI Eramel’ Sequencing
Project
EXAC Browser' 0,63% 116266 4 -

Legenda: 1-Exome Agregation Consortium (ExAC), Cambridge, MA, USA (exac.broadinstitute.org)
[acessado em 07/05/2015]; 2 - A populagdo de Americanos do 1000genomes Project ¢ composta por

Colombianos, Mexicanos, Peruanos e Porto-Riquenhos.

Uma possivel critica para o achado seria uma presenca elevada deste SNP na
populacdo brasileira. Buscando avaliar a frequéncia populacional em um grande N
amostral ¢ de modo rapido e viavel, coletamos DNA humano, anonimizado, a partir
de amostras de swab do metrd de Sdo Paulo. O swab foi colhido usando o sistema da
Oragene (Oracollect OC-100 —-DNAgenotech-Ottawa (ON), Canada) logo apds o
horario de maior pico (20:00) em um dia regular de semana. Amostras foram
coletadas em 4 carros distintos, a partir de barras usadas para apoio dos passageiros
durante o deslocamento das composi¢des. Cada um destes carros fazia parte de uma
diferente composicdo do metrd representando duas diferentes linhas (verde e azul).
Swabs foram obtidos ainda de corrimaos das escadas de quatro estagdes diferentes. A
seguir, fizemos a extragdo de DNA do swab, usando instru¢des do fabricante, e
geramos os amplicons que foram sequenciados pela plataforma lon Torrent PGM v2
kit 400. Esse sequenciamento gerou 288,700 reads mapeadas no hgl9 (software
TMAP) com o amplicon de GALR2 (Figura 28). Considerando a qualidade das
reads e¢ das bases > 10, observamos 243821 reads na coordenada genomica

chr17:74073094, das quais 779 reads contém a variante rs61745847 (G/T)

representando 0,3% do total de reads nessa posigao.
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Figura 28 - Representacdo do sequenciamento do amplicon GALR2 da amostra do

metr6 de Sao Paulo-SP. (A) Resultado do sequenciamento do amplicon GALR2 que gerou

288,700 reads mapeadas, destas aproximadamente 99% estavam no alvo (amplicon GALR2) com
100% de uniformidade. (B) Reads alinhadas com o gene referéncia GALR2 destacando a posigdo do
SNP rs61745847(chr17:74073094) onde ocorre uma alteracao G/T.

Utilizamos o mesmo filtro de qualidade referido acima e consideramos ainda
um count > 2 e apenas alteragdes missense, para comparar as frequéncias
populacionais das variantes descritas no EXAC distribuidas na coordenada gendmica
do amplicon GALR2 (Chr17:74072952-74073230) com a frequéncia de reads obtidas
pelo sequenciamento amplicon GALR2 da amostra do metrd contendo as mesmas

variantes conforme apresentado na Figura 29.
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Figura 29 — Comparagdo da frequéncia populacional de SNPs missense descritos no
ExAC (count >2), localizados dentro da ORF do gene humano GALR2 distribuidos entre as

coordenadas gendémicas Chrl7:74072952-74073230 e com impacto na sequéncia da proteina, com a
frequéncia de reads das mesmas variante observadas na mostra de DNA do metré de S&o Paulo.

Dados gerados pela analise do sequenciamento do amplicon GALR2 através da plataforma Ion PGM.

Estimativas do metr6 de Sdo Paulo indicam que cerca de 4 milhdes de
pessoas usam o metrd diariamente como meio de transporte (Metrd de Sdo Paulo:
Companhia do Metropolitano completa 45 anos com reconhecimento internacional).
Se por um lado a nossa amostragem nao nos permite dizer com exatiddo o nimero de
pessoas amostradas, acreditamos que este nimero tenha sido elevado, ja que nos
permitiu observar SNPs muito raros (com frequéncia abaixo de 0,1% no banco
ExAC). A representacdo de todos estes SNPs raros, descritos no banco ExAC, com
frequéncias similares em nossa amostragem, sugere que a coleta nao foi enviesada e
indica que o SNP de GALR2 aqui discutido ndo tem uma frequéncia distintamente
elevada em nossa populacao.

Apesar de ndo termos encontrado este SNP em outras amostras de nosso
limitado grupo de EM, avangamos na tentativa de compreender seu possivel impacto

funcional. Assim propusemos uma colaboragdo com o Dr. Paulo SL Oliveira
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especialista em modelagem molecular e mecanica molecular de proteinas e do MSc.
José Geraldo C. Pereira, ambos ligados ao Laboratério de Biologia Computacional
do Laboratorio Nacional de Biociéncias (LNBio), os quais fizeram uma andlise
estrutural do mutante W249L de GALR2, com o objetivo de avaliar, in silico, se esta
troca poderia acarretar em alteragdo funcional desta proteina.

A principio foi feita a modelagem de GALR?2 através de modelos estruturais
construidos e resolvidos pelos programas de modelagem Yasara (KRIEGER et al.
2009) usando a estrutura do nociceptin/orphanin FQ receptor (NOP ou ORL-1, PDB
ID: 4EA3) que possui 35% de identidade com GALR?2 e cuja estrutura cristalografica
foi determinada no ano de 2013 (THOMPSON et al. 2012). Podemos observar que a
diferenca entre as cadeias laterais do triptofano e leucina ndo parece causar
modificacdes significativas no volume da cavidade do sitio de ligacdo. No entanto,
esta substituicdo parece alterar o volume da pequena cavidade adjacente localizada
na porgao intracelular (melhor visualizado nas Figuras 30A-D), cavidade esta que

permite que o tripotafano rotacione para baixo (Figura 31).

Figura 30- Vista lateral (A e B) e vista superior (extracelular > intracelular) (C e D)

da proteina GalR2 inserida na membrana celular. A parte superior da membrana
corresponde a por¢ao extracelular. Em destaque estd a localizacdo de (A) estrutura de proteina
selvagem contendo W249 e (B) da estrutura alterada pela presenca de L249 na alca transmembrana 6
(TM6). A posicdo 249 ocupa o centro do feixe de hélices onde é formado o pocket de ligagdo da

galanina.
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Figura 31 — Analise estrutural do volume das cavidades apds simulagdo da ligagdo

da galanina. (A) Cavidade de ligagdo da galanina GalR2 wt (W249) e cavidade adjacente (inferior
ao pocket); (B) Cavidade de ligacdo da galanina GalR2 mut (L249) e cavidade adjacente; (C)

Diferenga entre as cavidades; (D) Visdo mais detalhada das diferengas do pocket na regido do residuo
249.

Assim como outras GPCRs, GALR2 também possui 7 o-hélices
transmembrana, que convertem sinais desencadeados por ligantes especificos, em
respostas intra-celulares. Nestas hélices, existem diversos residuos altamente

conservados, que auxiliam a manter a estrutura e desencadeiam a sinaliza¢do
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intracelular. Um dos residuos importantes da hélice TM6, onde se localiza a
alteragdo da proteina ocasionada por este SNP, ¢ exatamente o triptofano,
(denominado W6.48 conforme numeracdo de Ballesteros e Weinstein), que se
localiza dentro do motivo altamente conservado CWxP (STODDART et al. 2014).
Dentre as GPCRs classe-A rhodopsin-like 9 familias (incluindo aminas,
canabinoides, CAPA e varias outras, que totalizam 430 proteinas) este triptofano tem
uma conservacao de 100%. Diversos grupos sugerem que esta conservagao se deva a
capacidade de rotacdo da cadeia lateral do W6.48, que ¢ uma parte fundamental do
mecanismo de ativagdo de alguns receptores acoplados a proteina G (GPCRs)
(SCHWARTZ et al. 2006; NYGAARD et al. 2009; SHI et al. 2002; KATRITCH et
al. 2013).

Assim, de acordo com a literatura ¢ com a analise de nossos colaboradores,
parece que apos a rotacdo, a cadeia adjacente seja ocupada realizando novas
interacdes que permitirdo novas mudancas conformacionais na por¢ao intracelular do
receptor. Na proteina mutante (W249L) a substitui¢do do triptofano por uma leucina
torna a cavidade adjacente maior na direcdo da cavidade de ligacdo da galanina. No
entanto, devido ao volume da cadeia lateral da leucina, ela ndo seria capaz de
preencher a cavidade adjacente e de realizar interacdes semelhantes ao Trp249
(quando rotacionado) que podem ser essenciais na ativagao da GalR2. Através dessa
analise, acreditamos que a ligagdo da galanina a GalR2 W249L sera similar a ligacdo
da galanina a GalR2 wt. Entretanto, a transducdo do sinal para o interior da célula
resultante da ativagao do receptor provavelmente deve estar comprometida devido a
incapacidade da Leucina de desencadear as mudangas conformacionais necessarias.

Galanina, GALR?2 e Esclerose Multipla — Em 2009 o grupo do Prof. David
Wynick da University of Bristol, Reino Unido, demonstrou que a expressdo de
galanina se mostrou marcantemente aumentada na microglia de lesdes
desmielinizantes da EM. Neste trabalho o grupo demonstrou que a super-expressao
de galanina em animais transgénicos aboliu a doenca em um modelo animal de
encefalomielite autoimune enquanto que mutagdes com perda de fungdo na galanina
ou em GALR2 aumentaram a severidade da doenca. O artigo discute que os efeitos
marcantes da alteracdo da galanina endogena ou de mutagdes em GALR2 devem

refletir um efeito neuroprotetor direto deste peptideo pela ativacio de GALR2 e
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sugere que o uso de agonistas de galanina ou GALR2 podem ter implicagdes
terapéuticas para a EM (WRAITH et al. 2009).

Posteriormente, um grupo da Universidade de Manitoba, no Canada, utilizou
o modelo de desmielinizagdo da cuprizona (CPZ), para mimetizar a EM e
demonstrou novamente os efeitos neuroprotetores da galanina no que se refere a
mielinizagdo. Animais transgénicos com expressao elevada de galanina tiveram uma
menor perda de mielina o que novamente sugere o uso terapéutico de agonistas desta
via pois agentes que protegem da perda de mielina e/ou aumentam a remieliniza¢ao
tem um grande potencial de reduzir o dano axonal (ZHANG et al. 2012). Em 2015,
este mesmo grupo Canadense novamente demonstrou os fortes efeitos mielinizantes
da galanina. Usando o modelo animal de expressio aumentada de galanina, os
autores mostraram uma taxa acelerada de producdo de mielina no dia 10 pds-natal,
de modo independente de um aumento nas células precursoras de oligodendrocitos
(LYUBETSKA et al. 2015).

Para avaliar o impacto dessa alteracdo faremos ensaios de mutagénese sitio
dirigida e avaliacdo da sinalizagdo intracelular, através de colaboragao ja estabelecida
com o grupo do Prof. Stephen Hill (Universidade de Nottingham, Inglaterra) e do Dr.
Kleber Franchini (Laboratorio Nacional de Biociéncias, LNBio).

Acreditamos que esta seja a primeira demonstracdo de uma mutacdo em
homozigose no gene GALR2 em esclerose multipla. Nossos dados, em conjunto com
a literatura, reforcam o envolvimento da galanina e de seu receptor GALR2 nos
processos bioldgicos que levam a desmielinizagdo que ocorre na EM e reforcam que

o uso de agonistas da galanina seja um importante aliado no tratamento desta doenca.
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5 CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados concluimos que:

. Algumas das alteragdes moleculares SNVs do tipo de novo validadas,
ocorrem em genes relevantes do ponto de vista do SNC quando avaliadas
individualmente. Porém nenhuma dessas altera¢des foi encontrada em mais
de um paciente. Talvez devido ao pequeno nimero de amostras ou porque
essas alteragdes ndo estdo intrinsecamente associadas a etiologia da doenga.

. A analise de eventos de retroinser¢do de novo (DNR) em genes revelou o
enriquecimento da via de EM através da analise in silico. Além disso, os
eventos DNR estdo ranqueados em vias associadas ao SNC, para os quais trés
vias foram também validadas utilizando diferentes ferramentas de analise in
silico.

o Observamos através da andlise de SRHH alguns polimorfismos em genes
com papéis importantes no SNC, considerados deletérios por ferramentas de
predi¢do in silico. Esses SNPs foram selecionados e validados através do
Sanger.

o O SNP rs61745847 que leva a uma importante alteragdo no receptor do
neuropeptideo galanina —GALR2, foi observado em homozigose em uma
paciente de nossa casuistica.

o Este SNP ¢ raro (<0.7%) em todas as populagdes mundiais, incluindo a
brasileira, e analises de modelagem molecular indicam que este SNP leva a
uma alteragdo da estrutura do receptor com implicagdes na via de sinalizagao
intracelular.

Esperamos com os resultados apresentados nesta dissertagdo ter contribuido
para o melhor entendimento dos fatores genéticos associados a EM. Para isso,
continuaremos trabalhando com as variantes mais relevantes e tentaremos
colaboragdes para aumentar o numero de amostras e tornar essas analises mais

representativas.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Os achados observados nesse estudo abriram novas perspectivas de andlises

para o melhor entendimento da etiologia da EM, conforme segue abaixo:

Validar os eventos DNR e correlacionar os proprios eventos nos respectivos
genes, avaliando se eles se repetem em genes diferentes ou nos mesmos genes
em diferentes individuos e checar na literatura algum descritivo desses eventos
com EM;

Avaliar a presenga de variagdes em nimero de copias (CNVs) de novo através
da ferramenta Cytoscan ™ Assay (Affymetrix) em colaboracdo com a Profa.
Dra. Silvia Rogatto. Os grupos serdo selecionados através de uma analise
prévia in silico utilizando a ferramenta EXCAVATOR (dados néo
apresentados nesta dissertagao);

Validar as alteragdes SNVs de novo e SRHH em uma casuistica independente ¢
maior de portadores de EM;

Fazer ensaios de mutagao sitio dirigida para o SRHH rs61745847.
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Anexo 1 — Carta de aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa-CEP da Fundagio
Antonio Prudente e FMRP-USP
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Cancer Center
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Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagdo
Amonio Prudente - Hospital do Cancer - AL, Camargo/SP, cm sua dltima reunifio de
2102013, tomaram conbecimento dos seguinies decumentos:

» Bolicitaclo de mudanga Je nivel do estudo acima mencionado, de Deparlamental para
Muestrado da aluna Skeila Garcia, em cartis datada de 18 de setembro de 2013:
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Anexo 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

A.C.Camargo
Cancer Center

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO PACIENTE OU RESPONSAVEL LEGAL

Nome do Paciente:

Documento de identidade n2: Sexo: M/F Nascimento:__/ /
Endereco: ne Compl. CEP
Cidade: Estado: Telefone:

DADOS SOBRE O ESTUDO

O presente estudo, intitulado “Investigacdo de muta¢Ges de novo como possivel base
biolégica da Esclerose Multipla (EM)”, é um projeto de pesquisas do Centro Internacional de
Pesquisas e Ensino do AC Camargo Cancer Center em conjunto com o Departamento de
Neurociéncias e Ciéncias do Comportamento da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. Este
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagdo Antdnio
Prudente — Hospital do Cancer — AC Camargo — SP.

EXPLICA(;ﬁES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU REPRESENTANTE LEGAL
Justificativas da pesquisa

Todas as células de nosso corpo contém em seu interior as informagdes necessarias para
seu funcionamento. Essas informacgbes estdo codificadas nas moléculas de DNA presentes no
nucleo das células. As informacgGes contidas no DNA tem sido cada vez mais estudas e ja foi
demonstrado que pequenos erros nessas moléculas, como as chamadas mutac¢des, podem causar
doencas como a Esclerose Multipla. Neste projeto nosso objetivo é verificar todo o conteudo
presente nas moléculas de DNA, buscando todos os possiveis erros que possam contribuir para a
Esclerose Multipla, a fim de melhor entender essa doenca. Os resultados deste estudo ndo trardo
beneficios diretos a vocé, mas talvez sejam uteis no futuro, permitindo um diagndstico mais
informativo e um maior conhecimento a respeito desta doenca.

Objetivos da pesquisa

Avaliar se as mutac¢des encontradas no DNA dos pacientes com Esclerose Multipla tem
algum papel no desenvolvimento desta doenca.

Procedimentos que serdo utilizados e propdsitos
Para participar do estudo vocé (o paciente) devera:

- Ter diagndstico de Esclerose Mdltipla ou
- Ser pai ou mae bioldgico de portador de Esclerose Multipla



Caso vocé concorde em participar deste estudo, sera feita uma coleta de quinze mililitros
(15mL) de sangue por um profissional treinado. Esta coleta devera ocorrer quando vocé for fazer
coleta de sangue para outros exames solicitados pelo seu médico, portanto vocé nao tera
despesas adicionais decorrentes da participacdo nesta pesquisa, e deste modo ndo sera ressarcida
de gastos com transporte ou alimentacdo no dia da coleta de sangue. Este serd um procedimento
absolutamente normal de coleta de sangue, geralmente tem uma dura¢cdo de menos de 3 minutos
e ndo ha necessidade de uso de qualquer tipo de anestesia. O sangue coletado sera processado
para a isolamento do DNA presente nas células do sangue. O DNA extraido ficarda armazenado até
a sua utilizacdo, em freezers apropriados, localizados no Centro de Pesquisas (sob
responsabilidade do Dr. Emmanuel Dias-Neto, PhD). Havendo sobra de material, este podera ser
utilizado para outros estudos futuros visando a maior compreensdo do cancer humano. Vocé pode
optar, neste momento, pelo direito de ser contactado para fornecer autorizacdo para cada nova
pesquisa que venha a fazer uso do seu material biolégico ou autorizar o uso futuro do mesmo sem
a necessidade de um novo contato.

Vocé tem a absoluta liberdade de participar ou ndo deste estudo sem que isto acarrete
qualquer comprometimento ou alteragdo em seu tratamento. Caso vocé concorde em participar,
ndo havera nenhum gasto extra para vocé ou para a sua seguradora de saude. Do mesmo modo, a
sua participacdo é uma colaboracdo voluntaria, e ndo havera nenhuma forma de remuneracao.
Vocé pode desistir de participar deste estudo em qualquer momento, mesmo que vocé ja tenha
assinado este termo. Sua desisténcia em participar do estudo, assim como seu pedido de retirada
de qualquer material armazenado, podem ser feitos a qualquer momento, e ndo irdo trazer
qgualquer prejuizo ao seu tratamento. Todas as informacdes obtidas sdo sigilosas e ndo serdo
usadas para nenhum outro fim que ndo os objetivos desta pesquisa. Sua identidade sera sempre
preservada.

Se vocé concordar em participar, este Termo de Consentimento devera ser assinado em 2
vias, sendo que uma via permanecera com vocé e a outra com o pesquisador responsavel.

Complicagdes e riscos esperados

Os riscos e complicagBes fisicas associadas com a participacdo neste estudo sdo
decorrentes da coleta de sangue, que sera feita por profissional treinado seguindo procedimento
padrdo. E pouco provavel que a coleta de sangue cause desconforto prolongado. Porém, se isto
ocorrer, este deve ser bastante leve conseqliente apenas de uma picada de uma agulha. Todas as
perguntas aqui feitas, e também o método de coleta que sera utilizado neste estudo foram
previamente empregados em outros projetos feitos neste e em outros hospitais do Brasil e do
exterior. Todos os dados aqui levantados serdo usados apenas para pesquisa cientifica, visando a
melhor compreensdo do cancer de mama. Todos os dados serdo mantidos confidenciais e sua
identidade sera preservada em qualquer forma de divulgacdo cientifica dos mesmos.

Beneficios que poderdo ser obtidos

A sua participacdo neste estudo ndo ird te trazer nenhum beneficio pessoal direto.
Contudo, os resultados podem contribuir para o maior entendimento dos fatores que determinam
o inicio, a progressdo ou a agressividade da Esclerose Multipla, e desta forma podem ajudar outras
pessoas no futuro.



Por favor, responda sim ou ndo as questoes a seguir:

Foi garantido a vocé o direito de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento acerca
dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos relacionados com a pesquisa e o
tratamento?

SIM NAO

Ficou esclarecida a vocé a liberdade de retirar o seu consentimento a qualquer momento, sem que
isso traga prejuizo quanto a continuidade do seu tratamento neste hospital?
SIM NAO

Ficou esclarecido que ndo havera ressarcimento ou qualquer tipo de pagamento referente a
realizacdo deste estudo?
SIM NAO

Ficou esclarecido que ndo havera indenizagdo além das previstas pela lei, em reparagdo a dano
imediato ou tardio, causado pela pesquisa em questdo?
SIM NAO

Ficou esclarecido que a sua identidade sera preservada, mantendo-se todas as informacdes em
carater confidencial, sob guarda do pesquisador principal, e que os dados serdo utilizados somente
para andlises estatisticas e posteriormente para publicacdes cientificas, sem qualquer informacao
gue possa identificar o participante?

SIM NAO

Ficou esclarecido a vocé os possiveis riscos e complicagdes associadas com a participacdo neste
estudo, decorrentes da coleta de sangue?
SIM NAO



CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

“”

De acordo com a Resolugdo n° 441/2011 do Conselho Nacional de Saude, item 5: “o
consentimento livre e esclarecido referente a coleta, depdsito, armazenamento e utiliza¢do de
material biolégico humano em Biobanco é formalizado através de TCLE, por meio do qual o sujeito
da pesquisa deve se manifestar expressamente quanto as seqguintes alternativas, excludentes entre
si: I - necessidade de novo consentimento a cada pesquisa; e Il - dispensa de novo consentimento a
cada pesquisa”.

Declaro que, apods ter sido convenientemente esclarecida dos riscos e beneficios deste estudo,
consinto em participar, na qualidade de paciente, deste projeto de pesquisa, e opto pela
alternativa marcada abaixo:

() Quero ser contactado para fornecer novo consentimento a cada pesquisa futura que venha a
fazer uso do meu material bioldgico.

( ) Dispenso ser contactado para fornecer novo consentimento a cada pesquisa futura que venha
a fazer uso do meu material biolégico .

Ainda de acordo com esta mesma resolucdo, item 5b: “o TCLE deve conter a garantia expressa da
possibilidade de acesso pelo sujeito da pesquisa, inclusive a(s) forma(s) de contato para tal, ao
conhecimento dos resultados obtidos com a utilizagdo do seu material bioldgico e as orientagées
quanto as suas implicagbes, incluindo aconselhamento genético quando aplicavel, a qualquer
tempo”.

Deste modo, garantimos que vocé tera acesso, a qualquer momento, a todos os resultados
gerados a partir das analises de sua amostra de sangue. Do mesmo modo é seu direito obter
orientacdo, quando cabivel, incluindo aconselhamento genético, se achados aplicaveis forem
obtidos a partir da sua amostra.

Em casos de duvidas e para ter acesso aos resultados da pesquisa, assim como as orientacées
guanto as implica¢cGes dos resultados obtidos, contatar o pesquisador principal, Emmanuel Dias-
Neto, do Laboratdrio de Gendmica Médica, do AC Camargo Cancer Center, no telefone 11 2189-
5023. Se o pesquisador principal ndo fornecer as informacdes e/ou esclarecimentos suficientes,
por favor, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do AC
Camargo Cancer Center, pelo telefone 11 2189-5000 ramal 2069, de segunda-feira a sexta-feira
das 8 horas as 17 horas.

S3o Paulo, de de 2015

Assinatura do sujeito da pesquisa ou do responsavel legal

—_—

Assinatura do pesquisador





