PN

G

UNICAMP

MARCELLA BERGAMINI DE BAPTISTA

ANALISE DE MUTACOES NO GENE GLB1EM PACIENTES COM
GANGLIOSIDOSE GM1 FORMAS JUVENIL E CRONICA

CAMPINAS
2013



A
¥ 4

UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

MARCELLA BERGAMINI DE BAPTISTA

ANALISE DE MUTACOES NO GENE GLB1EM PACIENTES COM
GANGLIOSIDOSE GM1 FORMAS JUVENIL E CRONICA

Orientador: Prof. Dr. Carlos Eduardo Steiner

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de
Pés-Graduagdo em Ciéncias Médicas da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de Campinas para obten¢do do
titulo de Mestra em Ciéncias Médicas, drea de concentracdo em

Ciéncias Biomédicas.

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO FINAL DA
DISSERTACAO DEFENDIDA PELA ALUNA MARCELLA
BERGAMINI DE BAPTISTA E ORIENTADO PELO PROF. DR.
CARLOS EDUARDO STEINER

Assinatura do Orientador

CAMPINAS
2013



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Faculdade de Ciéncias Médicas
Maristella Soares dos Santos - CRB 8/8402

Baptista, Marcella Bergamini de, 1988-

B22%9a Analise de mutagdes no gene GLBT em pacientes com gangliosidose GM1
formas juvenil e cronica / Marcella Bergamini de Baptista. — Campinas, SF - [s.n],
2013

Orientador: Carlos Eduardo Steiner.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de
Ciéncias Médicas.

1. Gangliosidose GM1. 2. Sequenciamento de DNA. |. Steiner, Carlos
Eduardo, 1969-. Il. Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de Ciéncias
Medicas. lll. Titulo.

Informactes para Biblioteca Digital

Titulo em outro idioma: Mutation analysis in GLB1 gene in patients with GM1 gangliosidosis,
Juvenile and chronic typs

Palavras-chave em inglés:

GM1 gangliosidosis

DMNA sequencing

Area de concentragio: Ciéncias Biomédicas
Titulagéo: Mestra em Ciéncias Medicas

Banca examinadora:

Carlos Eduardo Steiner [Orientador]

Ursula da Silveira Matte

Carmen Silvia Bertuzzo

Data de defesa: 30-07-2013

Programa de Pos-Graduagao: Ciéncias Medicas



BANCA EXAMINADORA DA DEFESA DE MESTRADO
MARCELLA BERGAMINI DE BAPTISTA

Orientador (a) PROF(A). DR(A). CARLOS EDUARDO STEINER

MEMBROS:
1. PROF(A). DR(A). CARLOS EDUARDO STEINER é&"‘@fﬂw\
N
2. PROF(A). DR(A). URSULA DA SILVEIRA MATTE (Lt feeln ARl
3. PROF(A). DR(A). CARMEN SILVIA BERTUZZO -(_J)Wj\,a

o |

\

Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Médicas da Faculdade de Ciéncias Médicas
da Universidade Estadual de Campinas

Data: 30 de julho de 2013




Dedicatoria

Aos meus pais, Elza Bergamini e Tarciso Francisco de Baptista, que sempre me
levaram por todos 0s caminhos que percorri na vida e sempre estavam por perto
quando eu olhei para tras, que me deram a vida e me ensinaram a vivé-la com
dignidade, que iluminaram os caminhos obscuros com afeto e dedicacao, que se
doaram inteiros e renunciaram aos seus sonhos, para que eu pudesse realizar o
meu e a quem dedicarei todas as minhas conquistas.

A todos que acreditaram em mim e aceitaram participar desse projeto, que serao
sempre parte da minha histéria e fundamentais na minha vida.



Agradecimentos

A Deus por ouvir minhas preces e muitas vezes atender meus pedidos.

Aos meus pais, Elza Bergamini e Tarciso Francisco de Baptista, por serem

excelentes exemplos.

Ao Prof. Dr. Carlos Eduardo Steiner, por orientar cada passo dessa trajetoria.
Nesses anos que convivemos me ensinou a ser mestre e a fazer as melhores
escolhas. Desenvolvi uma admiracdo imensa por seus valores e carater. Muito

obrigada por dividir seu conhecimento comigo, € um privilégio ser sua aluna.

As Profa. Dra. Carmen Silvia Bertuzzo e Profa. Dra. Ursula da Silveira Matte,
por participarem da minha defesa de metrado e contribuirem para a finalizagao
desse trabalho.

Aos meus irmaos, Fernanda Bergamini de Baptista e Leandro Francisco
Bergamini de Baptista, por toda a forca e amor que me deram a vida inteira. Ser
a irm& mais nova de vocés é muita responsabilidade, mas n&o consigo imaginar

irmaos melhores.

A Rita de Cassia Rosa de Baptista, por ser mais que uma amiga e mais que uma

simples cunhada, por ser uma irma também.
A Giovanna Rosa de Baptista, por me acalmar nos momentos mais dificeis.

Aos meus tios Mirian Lucia Bergamini Gomes e Edison Luiz Magueta Gomes,

a presenga constante me faz enxergar vocés como meus segundos pais.

A Maria de Lourdes Bergamini (in memoriam) e Olyntho Bergamini (in

memoriam), por cuidarem de mim e visitarem meus sonhos.

A Benjamin Fisher (in memoriam), por hoje ser minha estrela guia.



A Juliana Cantarino Merino, por ser minha caixinha de segredos, meu porto
seguro e por ser a irma que a vida me deu a oportunidade de escolher. E a familia

Merino por sempre me considerarem parte de familia.

As familias Battagin e Laranjeira por me acolherem com tanto carinho, cuidarem
de mim, por me aceitarem do jeito que sou e terem sempre muita paciéncia com a
minha personalidade forte. Tenho muito orgulho de conviver e de futuramente

pertencer a essa familia.

A Karina da Costa Silveira, nunca existirdo palavras para te agradecer e nunca
saberei por onde comecar a ser grata por tudo o que vocé ja fez por mim.
Agradeco a Deus todos os dias por ter vocé na minha vida.

A Thatiane Yoshie Kanazawa, por ser meu contrario e me ensinar a amar o
diferente. Nossas diferengcas me ensinaram o que € amizade verdadeira. Sem
vocé nem um passo de todo esse caminho teria graga.

A Fernanda Christina Reis Pinto, Alexandre Hilario Berenguer de Matos e
Daniel Zanetti Scherrer por estarem sempre presentes com os melhores

conselhos, eu ndo conseguiria sem vocés.

A Luciana Cardoso Bonadia, por me guiar por todo o caminho, desde o mais
simples procedimento até a conclusao desse trabalho. Por ser um exemplo, por

abrir as portas do meu futuro e por estar sempre ao meu lado.

A todas as pessoas que fazem do Laboratério da Genética Molecular da
Faculdade de Ciéncias Médicas o melhor lugar do mundo para trabalhar. Tenho

muito orgulho de fazer parte dessa equipe tdo competente.

A André Silva Battagin, sua forca, sua paciéncia e seu amor me fazem melhor a
cada dia. Sem vocé eu teria desistido na primeira tempestade. Ter vocé ao meu
lado me faz corajosa para enfrentar qualquer coisa. Muito obrigada por me amar e
me fazer amar, por me fazer sorrir, por toda a paciéncia que tem comigo e por

cada minuto que passei com vocé nesses trés anos que estamos juntos.

vi



“Liberte seu coracéo e deixe que ele
construa o seu futuro.”

Roberto Shinyashiki

vii



Sumario

== 1] 1 1 Vo R Xi
Y o =3 1 - T P Xii
Lista de abreviaturas...............ccooo o e Xiii
Lista de tabelas @ qUAdro.................ccoiiiiiii i Xiv
Lista de fIQUIaS. ........oooiii e e XV
1. INEPOAUGAO. ...ttt e e enaeas 16
1.1. Erros Inatos do MetaboliSMO.........couueiiiii e 17
1.2. Doengas lisossdmicas de depiOSitO........ccuiieiriiiieieiiiiii e 18
1.3. GanglioSidOSE GIMT ... it 20
1.3.1. Formainfantil..........coooo e 21
1.3.2. FOrMAa JUVENIL...cooiiiiiie e 21
1.3.3. FOrmMa CroNiCa......cooeiieei e 22
1.4. Doenga de Morquio B (Mucopolissacaridose tipo IV B)........ccccceviiiiininenenes 23
1.5. GanglioSidE0 GMT ... ..o e 24
1.6. Enzima B-galactosidase. ........ccooviiiiiiiiiiii i 26
LA C 1T L= N = B S 27
1.8. Elastin binding Profein................oouueeiii it 28
1.9. Relagdo genoitipo-fENOLIPO. .....c.veii e 29
2. ODjJELIVOS. ... ..o 30
P2 @ o] 1= ()0 I C LT - | ST 31
2.2. Objetivo ESPECITICO ....veiiiiiiiieeie et 31
3. Casuistica € MEtOAOS..............ooiiiiiiiii e e n e 32
3.1. ASpectos tiCOS da PESQUISA.....cuvereiieireeiiiiie e et e eee e e e e eeeee e 33
3.2. Caracteristicas da POPUIAGAD. .......cceeiiuuere e eiieeee e e 34
3.2.1. Critérios de INCIUSA0. .....cceviueeii e 34
3.2.2. Critérios de eXCIUSAO. ....ccciiureieiieiieeeeie et 35
3.3. Estratégia de StUTO. ... ...oeiiiee e 35
RO o o Tod=To 10 0= o1 (1= 36
3.4.1. EXtrag8o de DNA.......o o 36
3.4.2. DeSenno de Primers...... ... 37
3.4.3. Reacao em Cadeia da Polimerase.........cccocceveieiiieniee e 39
3.4.4. Reagao COM EXO-SAP......uuiiiiiieiiiiie et 40



3.4.5. Sequenciamento por eletroforese capilar...........cccceeeveciieeeeecccienenen. 41

3.4.6. Andlise in silico das alteragfes inéditas...........cccvvvvveeeiiineiniieenens 42

3.4.7. Andlise com enzima de reStriGa0. .......cvveiiveeir i 43

K T O (o g F=To =100 Wo =1 o1 %= FOu SR 45
R S R I N o =T~ o FO PSRRI 45

3.4.8.2. TransformMagao. .......ccovoueeieiiiiieie e 46

3.4.8.3. Extracdo de DNA plasmidial (mini-prep).......ccccccvveeeeeennnes 46

4. RESUIATOS. ........ ettt e e e e e e e e e e nneaeas 48
4.1. MULAGA0 P-REGH. ... e 51
4.2. MUEAGAOD PF 107 i 52
4.3. Alteragao neutra P.P152P ... 53
4.4, MULACAOD P.LT73P ... 54
4.5. MUtaGA0 P-R20TH. ... 55
4.6. MULAGAO P.GT TR . e 56
4.7. Alterag@o inédita P.I354S..... . 57
4.8. Alteracao inédita P.T384S..... ..o 58
4.9. Polimorfismo IVS12+8T >0t 59
4.10. MUtaga0 P.TSOO0A. ...ttt e e e enee e ennee s 60
4.11.InSergao C.1717-1722INSG.......eeeiei e e 61
412, ANAIISE N SIICO......eeeeieeee et nee e 62
4.13. Digestao com enzima Hinf L..........ocooeieiii oo 63
O S 0 [ o =T 1= o P 64
L B =T o T Uo7 o TSR 66
5.1, MUtaga0 P-ROGH. ... e 67
L2 V)11 = Vo= Lo T o TN i I 04 P 68
5.3. Alteragao neutra P.P152P.......ooo e 69
5.4, MULEGAO P.LT7BP . e 70
5.5. MUtaga0 P-R20TH. ... 71
G\ [0 = Vo= o 3N o € 1 I I 1 TSP 72
5.7. Alterag@o inédita P.I354S.......oo o e 73
5.8. Alteragao inédita P.T384S..... ..o s 73
5.9. Polimorfismo IVS12+8T >0t 74
5.10. MUtaga0 P.TSOO0A. ...t en e 74



5.11.InSergao C.1717-1722INSG........eeeeiiiiie e e 77

6. CONCIUSOES. ...ttt e s et e et e e et e e e sne e e easeeeaenneeeeensaeeeane 78
A 5 1= (=1 =T 3 o7 - TS SRPPRR 81
S Y 5 1= (o P 90
oY o T=T T [T TSR 93



Resumo

Gangliosidose GM1 é uma doenga autossdmica recessiva rara, classificada
em trés formas clinicas de acordo com a idade de apresentagcédo dos sintomas e a
gravidade, provocada pela deficiéncia da enzima lisossémica B-galactosidase que
leva ao acumulo, principalmente, do gangliosideo GM1. A forma juvenil
geralmente apresenta inicio entre sete meses e trés anos de idade, com
progressao lenta dos sinais neurolégicos, dimorfismos menos graves que na forma
infantil e deformidades 6sseas. A forma crénica € caracterizada por apresentagdes
clinicas mais leves e sintomas extrapiramidais. O gene codificador da enzima é o

GLB1, no qual mais de 130 mutagdes foram descritas.

No presente estudo foi realizada a caracterizagdo molecular de 10
individuos de nove familias ndo relacionadas diagnosticados com gangliosidose
GM1, nas formas juvenil e crénica. Todas as familias s&o originarias do interior do

estado de Sao Paulo ou do sul do estado de Minas Gerais.

Para a analise realizada foi possivel identificar a mutagdo anteriormente
descrita p.T500A, em sete das nove familias estudadas, a insergao c.1717-
1722insG e a mutacdo p.R59H foram encontradas em duas familias (a ultima
segregou juntamente com o polimorfismo descrito IVS12+8T>C). As demais
mutagdes descritas (p.F107L, p.L173P, p.R201H, p.G311R) foram encontradas
em uma familia cada. Uma alteracdo neutra (p.P152P) e duas mutacdes (p.1354S
e p-T384S) sao inéditas. Foi possivel identificar a ocorréncia de uma mutagéo de

novo em uma familia. Todas as mutacdes foram encontradas em heterozigose.
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Abstract

GM1 gangliosidosis is a rare autosomal recessive, classified in three clinical
types according to age of onset and severity. The disease is caused by the
deficiency of lysosomal enzyme B-galactosidase that leads to the accumulation of
GM1 ganglioside. The juvenile form usually shows an onset between seven
months and three years of age, with slowly progressive neurological signs, less
severe dysmorphisms than the infantile form and skeletal changes. The adult form
is specified by a milder clinical manifestations and extrapyramidal signs. The
lysossomal enzyme is coded by the GLB7 gene which more than 130 mutations
have been decribed.

In the present study it was genotyped 10 individuals of nine unrelated
families originated from the States of Sdo Paulo and Minas Gerais diagnosed with
the juvenile and chronic forms of the disease.

It was possible to find the previously described mutations p.T500A in seven
of the nine families, ¢.1717-1722insG and p.R59H in two alleles (the latter also
segregating with IVS12+8T>C), and p.F107L, p.L173P, p.R201H, and p.G311R in
one familie each. One neutral alteration (p.P152P) and two mutations (p.I1354S and
p.T384S) are described for the first time. The occurrence of a de novo mutation

was seen in one family. All patients presented as heterozygous compound.
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1.1 Erros Inatos do Metabolismo

Os Erros Inatos do Metabolismo (EIM) formam um grupo heterogéneo de
doencas originadas a partir de uma alteracdo em genes que controlam processos
biogquimicos em uma via metabdlica conhecida do organismo, podendo levar a

falha de sintese, degradacao, armazenamento ou transporte de moléculas (1, 2).

Sao doengas monogénicas, sendo que a maioria apresenta heranca
autossGmica recessiva. A alteragdo em um gene produz um defeito enzimatico e
provoca as alteragdes bioquimicas caracteristicas de cada doencga. Esse defeito
enzimatico pode ser a auséncia de um produto esperado, acumulo de substrato da
etapa anterior a interrompida ou o surgimento de uma rota metabdlica alternativa

(figura 1) (2).

A— B—C A— B #£

c/ K

" I I f[&%nn—}nc
IAAlB>lo | |*A7TYR T
IA?'{H > \[,FII

Figura 1. A) Via metabdlica hipotética normal. B) Defeito enzimatico ocasionando auséncia de
um produto esperado. C) Acumulo de substrato e(ou) deficiéncia dos produtos intermediarios e
finais. D) Surgimento de rota metabdlica secundaria, geralmente resultando em produtos

alternativos toxicos.
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A maioria dos EIM se manifesta na faixa etaria pediatrica, mas podem
manifestar-se em qualquer faixa etaria (1, 2, 3). A incidéncia isolada de cada uma
das doencas metabdlicas € pequena, porém em conjunto a frequéncia dos

disturbios se torna mais expressiva (1, 3).

Tratando-se de alteracdes distintas, os EIM tém diversas classificagdes. Nesse
trabalho serd utilizada a de Saudubray e Charpentier (4), que as dividiram em trés
grupos de acordo com suas caracteristicas fisiopatolégicas e fenoétipo clinico. Sao

eles:

e Grupo I: Disturbios de sintese ou catabolismo de moléculas complexas.
e Grupo ll: erros inatos do metabolismo intermediario.

e Grupo lll: Deficiéncia na produgéo ou utilizagdo de energia

Entre os disturbios de sintese ou catabolismo de moléculas complexas estao

as doencas lisossdmicas de depdsito como as gangliosidoses.
1.2 Doencas lisoss6micas de depdsito

Os lisossomos sao organelas citoplasmaticas com a funcdo de degradar
particulas do meio extracelular e a reciclagem de outras organelas, contendo uma
série de enzimas hidroliticas envolvidas na degradacdo de uma variedade de
macromoléculas. Defeitos genéticos nessas hidrolases tém como consequéncia o
acumulo intralisossémico de compostos ndo metabolizados, como
mucopolissacarideos, esfingolipideos e glicoproteinas (5). O acumulo desses
compostos leva ao aumento da massa dos tecidos e érgdos acometidos. Quando

ocorre no cérebro, esse depdsito provoca neurodegeneracao (5, 6).
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As alteragdes genéticas podem levar a uma doenca lisossémica por uma série

de fatores, como:

e Auséncia de sintese de precursor e enzima,

e Precursor e enzima sintetizados em uma taxa reduzida,

e Alteracao do precursor da forma madura da enzima,

e Degradacao da enzima devido a auséncia da proteina protetora,

e Auséncia de um fator necessario para a atividade enzimatica,

¢ Inibicao de atividade enzimatica provocada por residuos resultantes da

deficiéncia de outra enzima (7, 8).

Para o diagnostico realiza-se a medida da atividade enzimatica e a
investigacdo do acumulo de compostos ndo degradados nos tecidos, sangue e

urina (5).

Neste grupo de doencas encontra-se a deficiéncia hereditaria da enzima
lisossOmica [B-galactosidase (B-gal), expressa clinicamente em trés diferentes
doencas: gangliosidose GM1, doenca de Morquio B e Galactosialidose. Enquanto
a gangliosidose GM1 € uma doenga neurodegenerativa com envolvimento
visceral, a doenga de Morquio B era descrita tradicionalmente como uma displasia
esquelética sem envolvimento do sistema nervoso central. A galactosialidose é
caracterizada pela deficiéncia secundaria de B-gal e de neuraminidase devido a
um defeito na proteina protetora/catepsina A (PPCA) que confere estabilidade a

enzima madura (9, 10, 11).

A gangliosidose GM1 e a doenca de Morquio sao provocadas por alteracoes
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no mesmo gene, o GLB1, codificador da enzima f3-gal e da proteina ligadora de

elastina (EBP) (11).

1.3 Gangliosidose GM1

A gangliosidose GM1 é uma doenga rara, autossémica recessiva, provocada
pela deficiéncia da enzima lisossbmica B-gal (10, 12). Sua incidéncia esta
estimada em 1:100.000 a 200.000 nascidos vivos (11), porém existe uma maior
incidéncia no Brasil (1:14.000), na Italia (1:10.000) e nas llhas de Malta (1:3.700)

(7,10, 11,13, 14).

A diminuicdo da atividade da enzima [B-gal provoca um acumulo de
gangliosideos GM1 e GA1 nos lisossomos, principalmente nas células nervosas.
Os glicosaminoglicanos e glicopeptideos acumulam-se nas visceras e em outros
tecidos (15, 16) enquanto o sulfato de queratina deposita-se principalmente na

cartilagem (17).

A doenga, geralmente, é diagnosticada na infancia devido ao atraso no
desenvolvimento do sistema neuropsicomotor, mas a idade de inicio é variavel. Os
casos de inicio tardio sdo descritos como forma juvenil ou tipo 2 e forma
adulta/crénica ou tipo 3 (18). Em casos que apresentam inicio tardio, o
desenvolvimento inicial € normal e 0 0s sinais da degeneracao do sistema nervoso
central aparecem de maneira gradual. Portanto, a gangliosidose GM1 &
classificada em trés formas clinicas de acordo com a idade de manifestacao dos
primeiros sintomas, atividade enzimatica residual e gravidade do quadro clinico
(15). Existe uma relagédo clara entre a gravidade de cada tipo e a atividade
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residual da enzima -gal (11), sendo que pelo menos 50% da atividade enzimatica

garante um feno6tipo normal (6).

1.3.1 Forma infantil

Chamada tipo | ou forma infantil (MIM# 230500), com inicio das manifestacoes
clinicas entre o nascimento e seis meses, € uma forma rapida e progressiva (19).
O paciente apresenta hipotonia muscular em fases iniciais que gradualmente
mudam para rigoespasticidade associada a crises convulsivas. Manchas vermelho
cereja na macula assim como a hepatoesplenomegalia estao presentes em quase

todos os casos (19, 20, 21).

Em casos tipicos sdo evidentes os sinais dismérficos e a displasia esquelética
generalizada, assim como a cardiomiopatia e a degeneragdo do sistema nervoso

central (11, 18, 19).

O paciente torna-se vegetativo com rigoespasticidade generalizada e,

geralmente, morre entre um e dois anos de idade (11, 18).

A atividade da enzima B-gal em cultura de fibroblastos € muito reduzida, sendo

menor que 1% (13).
1.3.2 Forma juvenil

O tipo Il ou forma juvenil (MIM# 230600) apresenta os primeiros sintomas entre

sete meses e trés anos, com progressao lenta (20).

As caracteristicas principais s&o o atraso no desenvolvimento do sistema motor

e cognitivo (11), lipidose neuronal (22), sendo que os dismorfismos esqueléticos
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sdo menos graves que na forma infantii e a visceromegalia e as manchas

vermelho cereja na macula nao sao frequentes (12, 11, 23).

Problemas locomotores iniciais podem ser seguidos de estrabismo, fraqueza
muscular, letargia e broncopneumonia (23). A atividade residual da enzima esta

entre 0,3 a 4,8% (10).
1.3.3 Forma cronica

Também denominada tipo lll, forma adulta ou crénica (MIM# 230650), tem
inicio tardio (entre trés e 30 anos) e é caracterizada por sinais clinicos mais
brandos (23, 16) como disfuncéo cerebelar, distonia, baixa estatura, deformidades
vertebrais leves (23), sintomas extrapiramidais (disartria, disfagia, face sem
expressao, tremores nas maos e rigidez de bracos e pernas), deposicao
progressiva de glicoesfingolipideos nos nucleos da base e alteragéo de substancia
branca (11, 23), bem como atividade enzimatica proxima a 9% da atividade normal

(10).

O resumo das principais caracteristicas clinicas é apresentado na tabela 1.

22



Tabela 1. Principais caracteristicas das formas clinicas de gangliosidose GM1.

Caracteristicas Forma infantil Forma juvenil Forma crénica

Inicio 0-6 meses 7 meses — 3 anos 3 —30 anos

Comprometimento

cognitivo A i *
Manchas vermelho N +ou - )
cereja
Hepatoesplenomegalia + +0U - -
Dismorfismo + 00U - + 0OU - -
Displasia esquelética Generalizada Generalizada Localizada
Acumulo de et iy N
gangliosideo GM1
Atividade B- <1% 0,3 —4,8% ~9%

galactosidase

Legenda: (+++) maior gravidade; (++) gravidade média; (+) forma mais leve do
sintoma; (-) auséncia da caracteristica.

1.4 Doenca de Morquio B (Mucopolissacaridose tipo IV B)

A doenca de Morquio B tem heranca autossémica recessiva e é caracterizada
por disostose multipla com alteragdes dsseas tipicas, retardo no crescimento,
opacificacao de coérneas, dano na funcao cardiaca e, diferente da gangliosidose
GM1, é descrita tradicionalmente como nao apresentando comprometimento
cognitivo. Esses sintomas aparecem devido ao acumulo de sulfato de queratina e
oligossacarideos nos ossos, cartilagens e cérnea. Geralmente os pacientes

excretam grande quantidade desses produtos na urina (13, 17, 22).
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Pacientes descritos previamente na literatura (11, 24) com atraso no
desenvolvimento cognitivo indicativos de gangliosidose GM1 e anormalidades
esqueléticas de Morquio B apresentaram sulfato de queratina e oligossacarideos
na urina, dificultando a diferenciacado entre as duas doencas. Evidenciando essa
situacdo, Hofer et al. (2010) (25) descreveram um paciente que apresenta as
mutagdes p.R201H e S149F no gene GLB1. Esse paciente apresentou sintomas
tipicos de Morquio B aos 19 anos, tais como os valores elevados de sulfato de
queratina e oligossacarideos na urina. Esse individuo, porém, também apresentou
envolvimento neurol6gico algum tempo depois, passando a apresentar a forma

clinica de gangliosidose GM1 crénica.

Atualmente, ha controvérsias na literatura se a condic¢ao clinica rotulada como
“Morquio B” representa uma entidade especifica, uma vez que tem se observado
que tais individuos evoluem para os demais sinais e sintomas da gangliosidose

GM1 nas formas tardias (25).

1.5 Gangliosideo GM1

Gangliosideo GM1 é um glicoesfingolipideo composto por uma molécula de
acido sialico (acido N-acetilneuraminico) unida a quatro oligossacarideos neutros
(duas galactoses, uma N-acetilgalactosamina e uma glicose) através de ligacao a-

glicosidica (figura 2) (26).
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Acido N-acetilneuraminico

Figura 2. Estrutura quimica do gangliosideo GM1. Adaptado de Mocchetti, 2005.

Esse gangliosideo esta ligado a membrana celular em todos os tecidos dos
vertebrados (27), localizando-se principalmente no sistema nervoso. Embora
esteja distribuido por toda a superficie neuronal, existe uma maior concentragao

na regiao sinaptica (28, 29).

Muitos estudos (26, 27, 29) sugerem a participacdo desse gangliosideo no
desenvolvimento neuronal, na sinaptogénese e na transmisséo sinaptica, podendo
funcionar como receptor, interagindo com outras células, com a matriz extracelular
ou com substancias exégenas. O gangliosideo GM1 pode, também, ter a fungéo
de modulador de proteinas funcionais de membrana, como, por exemplo, fatores

tréficos e transportadores.

O crescimento e a maturagcdo do sistema nervoso central parecem ser
influenciados por todos os gangliosideos, uma vez que sua concentracao e
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localizagdo sofrem importantes mudangas durante o desenvolvimento cerebral
(29). Além disso, de forma individual, essas moléculas podem ser usadas como
marcadoras dos estagios de diferenciacao celular, sendo o gangliosideo GM1 e o

GM4 relacionados com a mielinizagao (30).

A biossintese do GM1 ¢é realizada por transferases ligadas a membrana.
Este gangliosideo € transportado da membrana para o lisossomo, onde é
degradado de maneira gradual pela hidrolase acida 3-galactosidase. Mutagdes no
gene codificador da hidrolase resultam na sua deficiéncia e consequentemente no

acumulo intralisoss6mico de gangliosideo GM1 (18).

1.6 Enzima pB-galactosidase

A B-gal € codificada como uma enzima precursora de 76 kDa, que é
primeiramente modificada na forma glicosilada de 85 kDa e processada na forma
madura de 64kDA dentro dos lisossomos (31). A maturacdo da precursora da [-
gal exige a associacao com a proteina protetora/catepsina A (PPCA) (16). Quando
ativada, a enzima madura forma um complexo de alto peso molecular com a
PPCA, a neuraminidase (NEU1) e a N-acetil galactosamina-6-sulfato (GALNS) nos
lisossomos (15, 32). Nesse caso a PPCA é essencial para o transporte intracelular
e para a estabilidade intralisossémica da B-gal e NEU1 (10, 15). O complexo
enzimatico realiza a degradacdo de gangliosideos GM1 (Figura 3) e GAf1,
glicoesfingolipideos, glicosaminoglicanos (queratan sulfato), glicopeptideos e

esfingolipideos dentro dos lisossomos (10).
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Figura 3. Hidrélise do terminal B-galactosil do gangliosideo GM1 pela 3-galactosidase. Gal:
galactose, GalNAc: N-acetilgalactosamina, Glc: glicose, NANA: &cido N-acetilneuraminico.
Adaptado de Brunetti-Pierre, 2008.

A degradacdo enzimatica do sulfato de queratina e do gangliosideo GM1, o
principal glicoesfingolipideo das membranas neuronais, € a funcdo mais

importante da enzima B-gal (18).
1.7 Gene GLB1

O gene codificador da enzima B-gal é o GLB1, mapeado no brago curto do
cromossomo 3 (3p21.33) com 16 éxons (23), abrangendo cerca de 62,5 kb. Esse

gene origina dois RNAs mensageiros, um com 2,5 kb que codifica a enzima

lisossOmica e outro com 2,0 kb que codifica a EBP (16).

Em revisdo da literatura especializada, foram descritas mais de 130 mutacdes

no gene GLBT (33), sendo a maioria missense/nonsense, seguidas por mutagdes
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em sitios de splicing, enquanto as menos frequentes sao as insergdes e delecoes
(13, 34).
A localizacado das mutagcdes missense/nonsense principalmente nos exons 2, 6

e 15 (Figura 4) sugere possiveis fungbes cataliticas ou regulatérias nas porcoes
proteicas codificadas por essas regides (11).

D108X *
o 180C
AT 201H/R201C
Y8TX R208 RASTX/RASTO
(884N D214Y G401X
RS8HREEC RAB2C/RAB2H +
REAW 6A INABAK *
N "o D4GTND491Y
Te2m 236
. T420K/ GAS4CIOA94S +
YB3H/YBIC T420P S00A, *
P2638 W509C *
IKIZtS L2648 LA22R ES17X
Il s Ws2TX
Y2700
G1aev PS40L
1368 ‘-"“m""* 543 GS54E  enor
[rtR 281Y T STEX. | Re00H/RS00C
D151Y/ T320A K5TER
D161V Y316C [pasaN T QHOSP D441N YE91IN/Y591C
oy i ez
5’ ATIP [ R351X | 3’
132 y3;,4g5y 6 g7 89410 11g12513,;14, 15 g 16
IVS8+2T>C ©.1835_1838delCC
m"‘"'“s ¢.1309delA| | | | 0.1706_1707deic
TN |} ot ©.1131_1145del15 ©.1622_1627InsC
©.638_641InsT | 0,895 806iInsC
¥ ©.1103_1104dup 185 L1572 16770
0.458-401_552+1033del1629 BT WB2e
©.435_440del3 VS14+1G>T
©.276_27TIne23
VS2-1G>A
VS2+1G>A
IV81+2insT
Figura 4. Localizagao das mutagdes no gene GLB1. Adaptado de Brunetti-Pierre, 2008.
* Mutagbes associadas a doenga de Morquio B.

1.8 Elastin Binding Protein

O outro transcrito do gene GLB1, responsavel pela producdo da EBP, nao

contém a sequéncia nucleotidica relativa aos éxons 3, 4 e 6, bem como parte do 5.

Os 32 cbédons conservados do éxon 5 sdo responsaveis pela por¢ao protéica
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relacionada a ligacdo entre o transcrito formado e a tropoelastina nas fibras

elasticas da superficie celular (11, 16).

A EBP é necessaria na formagdo de monémeros de tropoelastina em fibras
elasticas na superficie celular, onde forma um complexo com PPCA e NEU1.
Neste complexo, PPCA age como uma proteina protetora sem fungdo enzimatica,

enquanto NEU1 permite a ligagdo do complexo nas membranas (15).

Quando afetada, a EBP contribui com caracteristicas especificas dos pacientes

com gangliosidose GM1, como a cardiomiopatia e defeitos no tecido conjuntivo
(11).
1.9 Relacao genétipo-fenétipo

O conhecimento sobre os efeitos das alteracées na funcéo e biossintese da
proteina B-gal ainda é limitado (13), dificultando uma clara relagdo genétipo-
fendtipo. Outro fator que dificulta o esclarecimento dessa relacdo é a
heterogeneidade molecular, porque enquanto um caso prévio de um paciente
homozigoto para a mutagdo p.R201H sem envolvimento neuroldgico foi
classificado com doenca de Morquio B, outros heterozigotos com essa mutacao

foram associados com a forma juvenil ou adulta da gangliosidose GM1 (13).
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2. Objetivos

»
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2.1 Objetivo geral

Realizar a caracterizagdo molecular dos pacientes diagnosticados com
gangliosidose GM1, nas formas juvenil e cronica, atendidos no Ambulatério de
Erros Inatos do Hospital das Clinicas da Universidade Estadual de Campinas —

Unicamp.
2.2 Objetivo especifico

Rastrear mutagdes através da técnica de sequenciamento.
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(4&) 3. Casuistica e Métodos

»
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Trata-se de um estudo descritivo em uma amostra de individuos afetados
por uma condi¢do rara. Os sujeitos de pesquisa foram oriundos do ambulatério de
Erros Inatos do Metabolismo do Servico de Genética Clinica do Departamento de
genética médica da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) e os
experimentos foram realizados no Laboratério de Genética Molecular na

Faculdade de Ciéncias Médicas/Unicamp.
3. 1 Aspectos éticos da pesquisa

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Faculdade de Ciéncias Médicas/Unicamp sobre o numero 236/2011 (anexo) e
a partir de entdo os pacientes foram contatados pela equipe de pesquisadores
para serem informados sobre o estudo. Aos sujeitos e seus responsaveis legais foi
apresentado um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (apéndice), em
duas vias, que assegura o direito de desligar-se da pesquisa e retirada do
consentimento em qualquer de suas etapas, sem prejuizos ao seu atendimento no

Ambulatério de Erros Inatos do Metabolismo.

Os resultados dos exames e suas implicacbes para fins de
aconselhamento genético foram transmitidos aos médicos responsaveis pelos
pacientes e seus familiares. O aconselhamento genético foi conduzido por
profissional habilitado e capacitado para tal (geneticista clinico), que é também o

médico responsavel pelos pacientes.

Também foram garantidas a confidencialidade, a privacidade e a protecao

da imagem dos voluntarios e de suas informagdes confidenciais. O material
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biolégico e os dados obtidos na pesquisa foram exclusivamente usados para este
projeto, sendo oferecida a possibilidade de armazenamento por cinco anos para
eventual realizacdo de outros exames adicionais, apds aprovacéo pelo CEP ou

por novo consentimento informado dos sujeitos ou seus responsaveis legais.

3.2 Caracteristicas da populacao

Foram estudados os individuos com diagnéstico confirmado de
gangliosidose GM1, nas formas juvenil ou crénica, que estdo em
acompanhamento no Ambulatério de Erros Inatos do Hospital das Clinicas da
Unicamp, bem como os pais desses sujeitos. Pacientes com a forma infantil da
doenga foram avaliados, porém devido as caracteristicas clinicas levando ao ébito
precoce nao foi possivel a inclusdo desses pacientes nessa casuistica. Foram
incluidos 10 casos de nove familias, sendo cinco do sexo masculino e cinco do
sexo feminino (incluindo um casal de irmaos), além dos pais, totalizando 28
individuos. Todas as familias eram procedentes da regido de Campinas/SP ou do
sul do estado de Minas Gerais. Em nenhuma das familias foi descrita
consanguinidade parental. N&o foi possivel detalhar a origem étnica dessas
familias, sendo em sua maioria referidos como “mista”, representada por ibéricos,

italianos, alemaes, holandeses, franceses, afro-brasileiros e indigenas.

3.2.1 Critérios de inclusao
Para a inclusdo nesse projeto de pesquisa foi necessario o diagnostico
confirmado de gangliosidose GM1, forma juvenil ou crbnica, baseado na

apresentacao clinica e na dosagem da atividade reduzida da 3-galactosidase, com
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neuraminidase normal. Além disso, 0s pacientes e seus pais assinaram o
consentimento livre e esclarecido para a participacdo na pesquisa. No caso de
menores de idade, o consentimento foi fornecido pelos pais ou responsaveis
legais.

Os exames bioquimicos foram realizados regularmente em parceria com o
laboratério de Referéncia de Erros Inatos do Metabolismo do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, sendo que a investigacao bioquimica foi previamente realizada

como parte da rotina de atendimento ambulatorial.

3.2.2 Critérios de exclusao

Nao foram chamados para participar da pesquisa pacientes com
diagnostico da forma infantil de gangliosidose GM1, baseado na apresentacao
clinica, atividade normal da beta-galactosidase em ensaio enzimatico especifico

e(ou) atividade reduzida da neuraminidase em ensaio enzimatico especifico.

3.3 Estratégia de estudo

Apés a coleta de sangue periférico em tubo vacutainer com anticoagulante
EDTA, o DNA genbémico foi extraido e os 16 exons do gene GLB1 foram
amplificados por Reacdao em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando os primers,
listados na tabela 2. Posteriormente as amostras foram submetidas a
sequenciamento dos fragmentos amplificados pelos mesmos primers ja utilizados
na PCR para término da triagem de mutagdes. Em casos de inser¢ao ou suspeita
de mosaicismo foi utiizado o método de clonagem para confirmagdao dos

resultados.
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3.4 Procedimentos

As amostras de sangue para obtencdo de DNA foram coletadas a partir de
pungdo de veia periférica, por profissional habilitado (médico, enfermeira ou

biomédico).

3.4.1 Extracao de DNA

O DNA gendmico das amostras coletadas foi obtido pela técnica do fenol-
cloroférmio (35). A extracdo de DNA consistiu inicialmente da obtengédo de 10 a 15
mL de sangue venoso colhido de cada individuo recrutado para o estudo. As
amostras foram centrifugadas a 1080 G por 10 minutos e a parte intermediaria,
onde se localizavam os leucécitos foi transferida para um tubo de fundo cénico de
polipropileno. Em seguida foram adicionadas as solugées de RSB (Reaction Stop
Buffer, contendo 0,1 M de Tris pH 7,0; 0,1 M de KCI; 0,1 M de MgCl2) até
completar o volume de 11 mL no tubo e 60 uL de Nonidet®. Esta solucao foi
homogeneizada por 10 minutos em agitador e posteriormente centrifugada a 1080
G por 10 minutos e o sobrenadante descartado. Apos a adicdo de 3 mL de
solugdo de SDS para sangue (0,5% de dodecil sulfato de sédio, 1 M de Tris, 1 M
de KCI, 1 M de MgClz, 0,4 M de NaCl e 20 mM de EDTA) e 10 pL de proteinase K
(100 pg/mL) as amostras foram incubadas a 37°C por 24 horas. Apds essa etapa
foram adicionados 3 mL de fenol, as amostras foram homogeneizadas por 10
minutos em agitador, centrifugadas a 1080 G por mais 10 minutos e a parte
organica da solucado foi descartada. Esse processo foi repetido com 1,5 mL de

fenol e 1,5 mL de solugédo de alcool isoamilico e cloroférmio (1:24), seguida por
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mais uma repeticdo desse processo com 3 mL de solugdo de alcool isoamilico e
cloroférmio (1:24). A precipitagdo do DNA gendmico foi feita com 6 mL de etanol
absoluto e o DNA extraido foi armazenado em tubo cénico de polipropileno de 1,5

mL com 200 pL de agua para injecao.

3.4.2 Desenho de primers
Para a amplificacdo por reacdo em cadeia da polimerase e sequenciamento
dos éxons do gene GLB1, foram desenhados oligonucleotideos iniciadores
(primers) que flanqueiam essas regides. Esses primers foram desenhados com o
auxilio do programa Gene Runner®, respeitando as seguintes determinagdes:
tamanho entre 18 e 25 nucleotideos; auséncia de complementaridade entre os
primers; porcentagem semelhante do conteudo de G e C dos dois primers;
temperaturas de anelamento parecidas; tamanho do fragmento a ser amplificado
até 700 pares de bases.
Foram utilizados, no total, 15 pares de primers. As sequéncias nucleotidicas

dos primers e temperatura de anelamento (Ta) estao apresentadas na tabela 2.
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Tabela 2. Primers utilizados nas reacoes de PCR e sequenciamento

Exon Primer sense Primer antisense Ta
1 GCCGTGGGTCCTTAGTCAAG CTCGTCTCAACACCTCGTTAC 52,8°C
2 TGCTACTCTCAAAGGATCG ATAGCCACCCTGAGAAATAC  57,9°C
3 TCTTTCTTCTTGACTCTGCC GCTTTAATTCCCTTTGCC 56,7°C
4 ACCCTTCACGGAACAGAC TCAGCCTCCCAAAGTGTC 56,7°C
5 CACATTCAAAGCCATCCTG TAATGTAGATGGATGGGAAC  52,8°C
6 AAAGCTTGCATTAGGGTG CACTTATAACAACAGCTGC 59,9°C
7 TTAACTTCTTGTCATTTCCACG TTCTCTCTTAACAGCTGCAAAC 59,9°C
8/9 ACACCTGTCATAGATGGG CTCCTCAAATTAATCAACAG 59,9°C
10 AGAACTTGTCCCAGAGCTG CAAGATCAGCCCACCACAG  58,8°C
11 ATGTTTCTGAAGGTTTACC TCTCACTCCCATCTCTCAC 58,8°C
12 GGGTGCAGTGTGTGAATG AGAATGGGCACTGCAAGG 54,1°C
13 AATGAATGGCAATAGTGATG GTTAACAAGTGCAGGCTG 51,7°C
14 CTCCTTGCTGACCTTCTTAC GAGATTACAGGTGTGAGCC 58,8°C
15 TGCAGAGACATGTGAAGC CACGATATCTCACTAACAGC  58,8°C
16  CTTCCTCAGGGCTTTCGGTG GTGGCATGACAGGGAGGATC 64,9°C
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3.4.3 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

Os fragmentos de DNA genémico foram amplificados por reacao em cadeia
da polimerase (PCR), utilizando os primers descritos na tabela 2. Cada reacao
com volume final de 12 microlitros, contendo 10,42 mM de Tris-HCI (pH 8,8), 52,1
mM de KClI, 0,083% de NONIDET®, 2,60 mM deMgClz, 0,083 mM de cada dNTP,
7 pmoles de cada primer, 0,5 u de Tag DNA polimerase e 50 ng/uL de DNA.

Em seguida as amostras foram submetidas a uma desnaturagéo inicial a
94°C por 5 min, seguidas por 40 ciclos de 30 segundos de desnaturacao a 94°C,
30 segundos em temperatura de anelamento (Ta) e 45 segundos de extensao a
72°C. Depois do ultimo ciclo as amostras passaram por uma extensao final de 10
min a 72°C (Figura 5). As reagdes de PCR foram realizadas em termociclador

Eppendorf®.

94°C 1 94 °C
Smins 305

72°C T2°C
455 10 min

A0s

€ 40 ciclos

Figura 5. Condigdes utilizadas na PCR.

Para determinar a temperatura de anelamento ideal dos pares de primers,

foram realizados PCRs com gradientes de temperatura. Para os éxons 3, 6, 10, 11
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e 12 foi necessario minimizar a amplificagéo inespecifica utilizando a técnica de

Touchdown PCR (36), em que a temperatura de anelamento no primeiro ciclo é

programada para 10°C acima da temperatura de anelamento especifica dos

primers, em cada ciclo a temperatura diminui 0,5°C, a partir do 20° ciclo segue-se

a temperatura de anelamento ideal de cada primer descrita na tabela 2 (figura 6).

g4°C + 94 °C $ 940 C
Smins 305

72°C 720

10%C acima
TA®C

30 5 : 30 5

455

20 ciclos ' 15 ciclos

10 min

Figura 6. Condi¢6es utilizadas na PCR touchdown

Os produtos de amplificacdo (amplicons) foram visualizados em gel de

agarose 1% corado com SYBR® Safe DNA stain.

3.4.4 Reacao com Exo-sap

Para preparagdo das amostras para o sequenciamento utilizou-se a

purificacdo com Exo-sap (exonuclease | e fosfatase alcalina de camarao) para

remover o excesso de primers e de nucleotideos. Adicionou-se 0,7 puL de Exo-sap

a 1,5 yL de PCR. As amostras foram incubadas a 37°C por 15 minutos e depois

aquecidas a 80°C por mais 15 minutos.
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3.4.5 Sequenciamento por eletroforese capilar

Os amplicons foram submetidos a sequenciamento no equipamento ABI
3500xL (Life Technologies®) por eletroforese capilar utilizando o método de
Sanger com o Kit BigDye® Terminator Cycle Sequencing Standart Version 3.1, a
reacdo de sequenciamento foi realizada com volume final de 10 pL contendo 4,5
uL de agua destilada, 1 yL de BigDye®, 2 uL de solugao tampéao (fornecido pelo
fabricante), 0,5 uL de primer (10pmol/uL) e 2 puL do produto tratado com Exo-sap.

As reacdes foram realizadas em termociclador Eppendorf® nas seguintes
condigdes: 35 ciclos de 10 segundos a 96°C, cinco segundos a temperatura de
anelamento de cada primer descrito na tabela 2 e quatro minutos a 60°C (figura 7).

Para o éxon 16 a temperatura utilizada na reacao de sequenciamento foi de 59°C.

96°C

A5

35 ciclos

Figura 7. Condigbes utilizadas na rea¢éo de sequenciamento

A purificacdo das amostras para sequenciamento foi realizada com EDTA
(125 mM) e etanol de acordo com as instrucoes do fabricante. Apos a finalizagao
do processo de purificagdo as amostras foram ressuspendidas em 10 uyL de
formamida Hi-Di®.

Todas as alteragdes encontradas foram testadas em duplicata.
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Todas as alteragbes inéditas identificadas por meio da técnica de
sequenciamento foram estudadas em um grupo controle de 50 individuos (100
alelos) normais, provenientes do banco de armazenamento de DNA do
Laboratério de Genética Molecular da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas, para certificar de que nao se tratavam de
variantes polimérficas normais da populacgao.

Os resultados obtidos através do sequenciamento foram salvos em
eletroferogramas e analisados com o programa Chromas. As sequéncias foram
comparadas com as sequéncias normais dos genes GLB1 (numero
ENST00000307363) disponibilizado no banco de dados Ensembl Genome
Browser (37).

As trocas de bases encontradas nos genes foram pesquisadas em banco
de dados especializados para verificar se a alteragdo ja era descrita. O primeiro
pesquisado foi o Ensembl Genome Browser, para verificar se tratava-se de uma
alteracdo descrita e qual sua frequéncia na populagdo. O outro banco de dados

utilizado foi o Humam Gene Mutation Database (HGMD) (38).

3.4.6 Analise in silico das alteracoes inéditas
A andlise do resultado da triagem de mutag¢des nos pacientes permitiu a
identificacdo de duas alteragbes inéditas, as quais tiveram seu impacto sobre a

formacgéo da proteina avaliado por programas de predicao.
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As alteracdes inéditas encontradas foram avaliadas in silico nos programas
MutPred, PolyPhen 2, Snps&GO, SIFT, SNAP e Phd-SNP (39, 40, 41, 42, 43, 44),
listados na tabela 3.

Tabela 3. Lista de algoritmos e enderego eletrénico.

Algoritmo Endereco eletrénico
MutPred http://mutpred.mutdb.org
Polyphen 2 http://genetics.bwh.harvard.edu

http://snps-and-

Snps&GO go.biocomp.unibo.it/snps-and-go/
SIFT http://sift.jcvi.org/
SNAP http://www.rostlab.org/services/snap/
Pha-SNP http://snps.biofold.org/phd-snp/phd-

snp.html

Os softwares MutPred, Polyphen 2 e Snps&GO avaliaram a substituicao da
base nitrogenada fundamentando-se na combinacdo de parametros funcionais e
estruturais das proteinas. Os programas SIFT, SNAP e Phd-SNP consideram as

informacodes evolutivas (45).
3.4.7 Analise com enzima de restricao

Uma alteracdo descrita na literatura especializada foi encontrada em 40%
dos alelos mutados da casuistica. Para confirmar os resultados encontrados,
descartando a possibilidade de a alteragdo ser um artefato de técnica, a mutagéao

foi investigada com a enzima de restricdo Hinf I (figura 8) em todos os pacientes.
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3’_C-T-N-A-G_51

Figura 8. Sitio de restricdo para a enzima Hinf |

A reacao enzimatica foi feita para um volume final de 16 pL, contendo 5 pL
de PCR, 0,625 mM de Tris-HCI, 0,625 mM de MgClz, 6,25 mM de KCI, 0,0001 mg
de BSA, 10 u de enzima. As reacdes foram incubadas a 37°C por 16 horas. Os
produtos da digestdo foram visualizados em gel de agarose 1,5% corado com

SYBR® Safe DNA stain.

A alteragdo abole um dos dois sitios de restricdo para a enzima Hinf |
(G'ANTC) nos 418 pares de base do éxon 15, clivando o alelo mutante em
fragmentos de 387 e 31 pares de base, enquanto o alelo normal é clivado em 303,

84 e 31 pares de base (figura 9).
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84 pb 5 ANTC 303 pb 5 ANTC 31pb
CTHA G TCTHA Lc]
337&”‘b G ANTC Slg“b
bbb bl T TTUUrrIT T UTosT oYY
CTh & G

Figura 9. Fragmentos formados pela digestdo com a enzima de restricao Hinf I no éxon 15.
1 Fragmento inteiro, 2 Alelo normal e 3 Alelo mutante sem um dos sitios de restricao para a
enzima.

3.4.8 Clonagem génica

A triagem de mutacdes através da técnica de sequenciamento permitiu a
identificacdo de uma insercdo previamente descrita na literatura especializada,
para confirmacao da mesma foi realizado o experimento de clonagem génica, que
consistiu em inserir o éxon de interesse, com a inser¢ao, em células bacterianas e
isola-las em colénias. O experimento consistiu em trés etapas: ligagéo,

transformacéo e extragao.

3.4.8.1 Ligacao
Primeira etapa que consistiu na ligacao entre o fragmento de DNA a ser
clonado, obtido pela técnica de PCR descrita previamente e chamado inserto, com
o plasmideo (moléculas de DNA fita dupla extracromossomal encontrados em

todas as espécies de bactérias) para formar uma molécula de DNA recombinante
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utilizando o kit pGEM®-T Vector System | seguindo as recomendacdes do
fabricante (Promega).
3.4.8.2 Transformacao

A etapa de transformacao consistiu na introdugdo de um DNA exd6geno em
células bacterianas hospedeiras (Escherichia coli) por choque térmico na
temperatura de 42°C, criaram-se poros na membrana e o DNA foi incorporado a
célula bacteriana. O protocolo utilizado foi fornecido pelo fabricante (Promega).
Foi adicionado a célula competente 10 uL da reacao de ligacdo. Essa mistura ficou
no gelo por 30 minutos e em seguida foi incubada 42°C por um minuto e 30
segundos e novamente foi colocada no gelo por mais um minuto. Apds essa etapa
foram adicionados de 400 a 800uL de meio SOC sendo a cultura levada a
agitacao vigorosa a 370C por uma hora.

Cerca de 200uL foram plaqueados em placas LB-agar mais o antibiético

apropriado. As placas foram deixadas em incubadora a 37 oC por 12-18 horas.

3.4.8.3 Extracao de DNA plasmidial (mini-prep)

Para esta etapa foi utilizada a mini-preparacdo caseira, que consiste de
ressuspensao com 300pul da solugéo 1 (Tris-HCI 50mM, pH 8.0, EDTA 10mM, pH
8,0 e 6ul de RNase 1mg/mL), seguido da adicao de 300pl de solugcdo 2 (NaOH
200mM, SDS 1%), agitacao por inversao suave do tubo cinco vezes, incubacao a
temperatura ambiente por 5 minutos, 300ul de solucdo 3 (acetato de potassio 3M,
pH 5.5), agitacdo por inversdo, centrifugacdo a temperatura a 14°C (1000g)
durante 10 minutos, transferéncia de 700-800ul do sobrenadante para um novo
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tubo, precipitagdo primeiro com 400ul de isopropanol seguida de inversao e
centrifugacdo a 1000g por 10 minutos a 4°C, descarte do sobrenadante, nova
precipitacdo com 500ul de éalcool etilico 70%, inversdo do tubo e centrifugacao
durante 5 minutos a 1000g, descarte do sobrenadante e eluicdo em 30ul de agua

deionizada.
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@D 4. Resultados
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Para os 10 individuos com diagnédstico confirmado de gangliosidose GM1,
nas formas juvenil ou crénica foi realizada a dosagem da atividade da enzima
lisossGmica 3-gal (tabela 4) em parceria com o laboratério de Referéncia de Erros
Inatos do Metabolismo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre como parte da

rotina de atendimento ambulatorial.

Os 16 éxons do gene GLB1 foram amplificados por PCR (figura 10)
utilizando os primers, descritos na tabela 2, que flanqueiam essas regides e as

respectivas jungdes intron-éxon.

1 2 3 4 5 6 T &9 10 1112 13 14 15 16 M

Figura 10. Amplificacdo dos 16 éxons do gene GLBT por PCR. 1 éxon 1 (441pb), 2 éxon 2 (329
pb), 3 éxon 3 (284 pb), 4 éxon 4 (201 pb), 5 éxon 5 (235 pb), 6 éxon 6 (331 pb), 7 éxon 7 (160 pb),
8 éxon 8/9 (401 pb), 9 éxon 10 (209 pb), 10 éxon 11 (185 pb), 11 éxon 12 (208 pb), 12 éxon 13
(232 pb), 13 éxon 14 (278 pb), 14 éxon 15 (418 pb), 15 éxon 16 (427 pb).

Em seguida foi realizado o sequenciamento, em que foram encontradas
seis mutacdes missense descritas e uma inédita, uma alteracao neutra inédita, um
polimorfismo em sitio de splicing descrito e uma inser¢cdo descrita. Todas as
alteracbes foram encontradas em heterozigose. A tabela 4 mostra a distribuicao
das mutagdes nas familias, a dosagem enzimatica e os principais aspectos
clinicos dos pacientes.
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Tabela 4. Dosagem enzimatica, aspectos clinicos e mutagdes encontradas.

. B-galactosidase Enzima de controle Neuraminidase Clinica idade de Mutagao 1 Mutagao 2 Mutagao 3 Polimorfismo
Paciente A a A q q G q q q a
tecido simultanea tecido tecido inicio Origem Origem Origem Origem
15 (VR: 394 — 1440) o —iduronidase . “ . ow * p.T384S
: Pl AR e w o - -
Fibroblastos Fibroblastos
6 (VR: 78 — 280) beta-glucosidase Displasia espondilo
2 7,7% 12.2 (VR: 10 - 45) NR epifisaria tarda p-RS9H p-T500A - IVS12+8T>C
. . . Materna NA Materna
Leucdcitos Leucdcitos 2 % anos
3.3 (VR: 78 - 280 —id id N i lucdo +
( ) a-iduronidase 4.9 (VR: 1,02 - 5,9) euroinvolugao p.R59H p.R201H IVS12+8T>C
3a 4,2% 204 (VR: 74 — 148) . displasia 6ssea -
. .. Fibroblastos Materna Paterna Materna
Leucdcitos Leucdcitos 7 anos
4 (VR: 78 —280) beta-glucosidase Neuroinvolugdo +
3b 5,1% 9,8 (VR: 10 — 45) NR “Morquio B” p-R59H p-R201H - IVS12+8T>C
L. .. Materna Paterna Materna
Leucdcitos Leucdcitos 8 anos
7.8 (VR: 78 — 280) beta-glucosidase “ . ow p.T500A .
4 10% 8.6 (RV: 10 - 45) NR Morquio B Materna C1717-1722insG - -
. . 14 meses NA
Leucécitos Leucécitos
21 (VR: 394 — 1440 —id id
( ) a-iduronidase 43 (VR: 30 - 38) “Morquio B” p.T500A
5 5,3% 48 (VR: 32 -52) . - - -
. . Fibroblastos 6 anos Materna
Fibroblastos Leucdcitos
9 (VR: 78 — 280) a —iduronidase ) “Morquio B” +
6 11,5% 130 (VR: 74 — 148) >4 (VR: 30 - 38) atraso de fala p-G311R p-T500A ; ;
- . Fibroblastos Materna Paterna
Leucdcitos Fibroblastos 3 % anos
11.7 (VR: 394 - 1440) Arllsulfatase A 19 (VR: 30 -38) . - N
7 2.9% 9.1 (VR: 5 - 20) Fibroblastos Neuroinvolugdo p.F107L p.L173P p.P152P )
. s 3 anos Materna - Paterna
Fibroblasts Leucdcitos
. Galactose 6-sulfate "
8 93 (VI;.17980/ 280) sulfatase NR “Morquio B” p.’\ll?;54s p.TS00A i i
o 0.72 (VR: 0.53 - 1.03) 5 anos Materna
Leucdcitos .
Fibroblastos
36 (VR: 394 — 1440) o —iduronidase Dificuldade escolar p.T500A .
33 (RV:30-38 .1717-1722insG
9 9,1% 114 (VR: 74— 148) ( ) + alteragdo marcha Materna ¢ ns - -

Fibroblastos

Fibroblastos

Fibroblastos

12 anos

Paterna

Legenda: valores em nmol/h/mg proteina; NR = n&o realizado; VR = valor de referéncia; NA = nao foi possivel avaliar; (*) mutagdes inéditas.
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4.1 Mutacao p.R59H

Esta mutagéo, encontrada nas familias 2 e 3, nos pacientes 2, 3a e 3b e em
suas maes, provoca a troca de uma base G (guanina) por uma base A (adenina)
no nucleotideo 321 do gene GLB71 (c.321G>A), levando a substituicdo do

aminoacido arginina por histidina no cédon 59 (figura 11).

Juloony

AW W)

as 4k 48 &
275 GAT 278 GGC 281 CAG 284 COCh 287 TTT 280 CGC 253 TAC 256 ATC 259 TCR

a3 ab ] 54 54 B0 Bl

302 GEA 305 AGC 308 ATT 311 CAC 3149 TAC 317 TOC|3z0 CGT|323 GIG 326 CCC

Figura 11. Eletroferograma do fragmento que contém o éxon 2.A: alteracédo em heterozigose
evidenciada por dois picos (A e G) no mesmo lugar. B: sequéncia do gene GLBT1 de referéncia da
mesma regiao.
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4.2 Mutagao p.F107L

A mutacao p.F107L foi encontrada no paciente da familia 7 e em sua mae.
Essa mutacao consiste na troca de uma base T (timina) por uma base C (citosina)
na posicao 464 (c.464T>C) do éxon 3 do gene GLBT, levando a troca do

aminodcido fenilalanina por leucina no cédon 107 (figura 12).

| | I. I'. .II_ | " f II-‘II : II a l: ".:
' 4 [-X | i [ 'y | |I 1
| 1 VLY Ii|I \ .'II I'I.I | I'I, / | I|I
il . \f ! A l,'l I'.I I:' / I:__.,_lll__‘_ll'. k‘l Ill: |

T Qs T T § B i L5 B

£ 0] a7 g8 gy 100

CAG 431 TAC 434 ChG 437 TIT 440 TCT 443 GAG

101 102 103 104 105 106 107 108 109

44& GAC 445 CAT 452 GAT 455 GIG 452 GAR 461 TAT 464) TITp467 CIT 470 OGG

Figura 12. Eletroferograma do fragmento que contém o éxon 3.A: alteracédo em heterozigose
evidenciada por dois picos (T e C) no mesmo lugar. B: sequéncia do gene GLB1 de referéncia da
mesma regiao.
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4.3 Alteracao neutra p.P152P

A alteracao neutra p.P152P foi encontrada no paciente da familia 7 e em
seu pai. Trata-se de uma alteracdo neutra nao descrita em que ocorre a troca de

uma base A por uma base G na posi¢ao 601 (c.601A>G) do éxon 4 do gene GLB1

(figura 13).
A G e |le e G & T ¢ 6 T TG T T c
B G

L

569 ARA STI GAle 279 IGL ST8 AIT 581 CIT 584 CIC 587 CGC 590 TCC 593 ICC
151 152 153

596 GAC|59% CCA60Z G

Figura 13. Eletroferograma do fragmento que contém o éxon 4.A: alteracdo em heterozigose
evidenciada por dois picos (A e G) no mesmo lugar. B: sequéncia do gene GLB1 de referéncia da
mesma regiao.
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4.4 Mutagao p.L173P

A mutacao p.L173P foi encontrada apenas no paciente da familia 7. Nesse
caso ocorre uma troca de uma base nitrogenada C por uma T na posi¢do 663 do

éxon 5 (c.663C>T) (figura 10), levando a troca do aminoacido leucina por prolina

(figura 14).

632 GGR 635 GIC 638 CIT 641 CIG 644 CCC 647 ARG 650 AIG 653 AMG 658 CCT

172 173 174 175 176 1m 178 173 80
658 CIC 662 CIC|665 TAT 668 CRG 671 ART 674 GG 677 GGG €80 CCh €83

Figura 14. Eletroferograma do fragmento que contém o éxon 5.A: alteracédo em heterozigose
evidenciada por dois picos (T e G) no mesmo lugar. B: sequéncia do gene GLB1 de referéncia da
mesma regiao.
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4.5 Mutacao p.R201H

A mutacdo p.R201H foi encontrada na familia 3 (pacientes e pai) e
representa a troca de uma base G por uma base A no nucleotideo 747 do éxon 6
do gene GLB1 (C.747G>A) (figura 15), que determina a formagdo de um

amino&cido histidina no lugar de arginina, no codon 201.

A N C & T glE B e T % E il T8 6 G
AN AN
f I|I 'I I|
i II.-'I I::: i 4/\\."' ]
_ B A A R oaE P e BB B dm S el s ol NS Gl

Figura 15. Eletroferograma do fragmento que contém o éxon 6.A: alteragdo em heterozigose
evidenciada por dois picos (A e G) no mesmo lugar. B: sequéncia do gene GLBT de referéncia da
mesma regiao.
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4.6 Mutacao p.G311R

A mutagao p.G311R foi encontrada no paciente da familia 6 e em sua mée,
sendo que nesse caso ocorreu a troca de uma base G por uma base A no
nucleotideo 1076 do éxon 9 do gene GLB1 (c.1076G>A), levando a troca de um

aminoacido glicina por arginina no cédon 311, como demonstrado na figura 16.

no 1 . A I [l /\ /\ v A oA A\
.'I .. I :Il -II I\ I-'I | ! .I
) I"l' 'l ¥ / I'u"f [\ X ( \l._ 1Y W f
B Lo T0 & $EF st 0

Figura 16. Eletroferograma do fragmento que contém o éxon 9.A: alteragdo em heterozigose

evidenciada por dois picos (A e G) no mesmo lugar. B: sequéncia do gene GLBT de referéncia da
mesma regiao.
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4.7 Alteracao inédita p.1354S

A alteracao inédita p.I354S foi encontrada no paciente da familia 8, nao foi
possivel avaliar se a variacdo é de origem paterna. Essa alteracdo consiste na
troca de um T por um G no nucleotideo 1206 no éxon 10 do gene GLB1
(C.1206T>G) (figura 17), levando a troca do aminodcido isoleucina por serina no

codon 354.

Jna

& G & A G G T G

344 345 246 347 348 348 350 351

1175 ACT 1178 GAG 1181 ARG 11849 TAT 1187 TIT 1190 &CT 1193 CIG 1196 CGA

56

1211 ARG

Figura 17. Eletroferograma do fragmento que contém o éxon 10.A: alteragdo em heterozigose
evidenciada por dois picos (T e C) no mesmo lugar. B: sequéncia do gene GLB1 de referéncia da
mesma regiao.
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4.8 Alteracao inédita p.T384S

A variagao inédita p.T384S foi encontrada na paciente da familia 1, ndo
sendo possivel avaliacao se a alteracao era de origem paterna. Nesse caso ocorre
a troca de uma base A por uma base T no nucleotideo 1295 no éxon 12 do gene
GLBT1 (c.1295A>T) (figura 18), levando a formagao do aminoacido serina no lugar

de treonina, no cédon 384.

Figura 18. Eletroferograma do fragmento que contém o éxon 12.A: alteracao em heterozigose
evidenciada por dois picos (A e T) no mesmo lugar. B: sequéncia do gene GLBT7 de referéncia da
mesma regiao.
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4.9 Polimorfismo IVS12+8T>C

O polimorfismo 1IVS12+8T>C foi encontrado em heterozigose nas familias 2
e 3 nos pacientes 2, 3a, 3b e nas maes. Nesse caso ocorre a troca de uma base

T por uma base C no oitavo nucleotideo apds o término do exon 12 (figura 19).

E E‘x \/ J\/\/ W\ AW /\

G T & 6 L E E R

T C & 4 & G G T A&

1364 ATC 1367 C |

70 GIG 1373 ARA 1

Figura 19. Eletroferograma do fragmento que contém o éxon 12.A: alteracdo em heterozigose
evidenciada por dois picos (T e C) no mesmo lugar. B: sequéncia do gene GLB1 de referéncia da
mesma regido.
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4.10 Mutacao p.T500A

Esta alteracao foi encontrada nas familias 1, 2, 4, 5, 6, 8 € 9. Nas familias 1,
5, 8 e 9 a mutagao é de origem materna, na familia 6 a variagdo é de origem
paterna e nas familias 2 e 4 é provavel que a origem seja paterna, mas nao foi
possivel realizar essa avaliacdo. Nesse caso ocorre a troca de uma base A por
uma base G no nucleotideo 1643 no éxon 15 do gene GLBT7 (c.1643A>QG) (figura

20), levando a formagdo do aminodcido alanina no lugar de treonina, no cédon

500.
E £ I B & TS T € (e 1 Foo@l € T
A
Ill 1 I 1 A A IE ;a a i ;1 IE
. ' ¥ ¥ 5 [ '
B Iy E T B & 45 F T & & 0k & YT R

4596 497 498 499 500 501

mmr wmarm el s w el b e e
k 5 oA 1648 C

1634 TCT 1637 RAC 1640 CIG|1643

Figura 20. Eletroferograma do fragmento que contém o éxon 15.A: alteragdo em
heterozigose evidenciada por dois picos (A e G) no mesmo lugar. B: sequéncia do gene GLBT de
referéncia da mesma regiao.
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4.11 Insercao ¢.1717-1722insG

A insercdo de um G em um cluster de seis guaninas, entre os nucleotideo
1717 e 1722, no éxon 15 (figura 21) provoca a formagao de um stop cdédon apos a

codificagdo de quatro cédons diferentes.

AANANNANaAANNA

Ee 6 66 ¢ 6 C TG 6 6 G A& C & C C GIT G

A An iy

hell

218 219 220 Ll 522 223 325
1697 GAT 1700 GCA 1703 GIG 1706 TGC 1709 AGC 1712 CAC 1715 CTIG 171E GGG
526 527 528 529 Spo 531 332 233
1721 GEC 1724 TGG 1727 GGA 1730 CAC 1733 CPT 1736 GHC 1739 AGT 1742 GGC

Figura 21. Eletroferograma do fragmento que contém o éxon 15.A: alteragao em
heterozigose evidenciada por dois picos no mesmo lugar até o final da sequéncia do fragmento
iniciado a partir do primer foward. B: formagao do stop cdédon evidenciado no fragmento do éxon 15
iniciado a partir do primer reverse e sequéncia do gene GLBT de referéncia da mesma regiao.
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4.12 Analise in silico

Para as duas alteracdes inéditas encontradas foi realizada a analise de
predigdo utilizando os algoritmos MutPred, Polyphen 2, Snps&GO, SIFT, SNAP e

Phd-SNP, os resultados encontrados estédo listados na tabela 5.

Tabela 5. Resultados andlise in silico das novas alteragdes encontradas.

A":;f',g“ Mutpred  POVBMN  snpssGo  SIFT  SNAP  Phd-sNP
78,8% 1 Relacionada - Relacionada
p-1354S (patogénica) (deletéria) a doenga Deletéria - Neutra a doenca
(¢}
p-T384S 40% 0.02 Neutra Neutra  Neutra Neutra

(patogénica) (Neutra)

Por ter ocorrido diferencas nos resultados das alteracbes testadas foi
realizada uma comparacao entre os algoritmos com a finalidade de avaliar qual
apresentava resultado mais confiavel. Para isso todas as mutagdes previamente
descritas e comprovadamente patogénicas, através de analise funcional,
encontradas nos pacientes dessa casuistica foram testadas nos algoritmos

citados.

Como é possivel observar no quadro 1, Phd-SNP apresentou melhores

resultados na comparacao entre as mutagoes.
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Mutagio | MutPred | FOVPMeN | g.hs8GO | SIFT | SNAP | Phd-SNP

2
p-R59H
p-F107L
p-L173P
49,5% 0,74
p-T500A (possivel (Possivel Neutra Neutra

patogénica) | deletéria)

Quadro 1. Resultados comparagéo dos algoritmos para analise in silico.

4.13 Digestao com enzima Hinf |

Devido a alta frequéncia da mutacdo p.T500A no grupo de pacientes
estudados, a digestdo com a enzima Hinf | foi utilizada em todos os pacientes e
pais em que a mutagao foi identificada pelo método de sequenciamento, para
confirmagéo dos resultados encontrados, descartando a hipétese de ser um

artefato de técnica.

Como descrito anteriormente, a alteracdo abole um dos dois sitios de
restricdo para a enzima Hinf I no éxon 15, clivando o alelo mutante em fragmentos
de 387 e 31 pares de base, enquanto o alelo normal é clivado em 303, 84 e 31
pares de base. O método permitiu a confirmacdo de todos os casos como

demonstrado na figura 22.
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1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 111213 14 15 16 17 M

Figura 22. Eletroforese em gel de agarose 2% mostrando a digestao enzimatica da mutagao
p.T500A. 1 paciente familia 1, 2 mae familia 1, 3 paciente familia 2, 4 mae familia 2, 5 irmao nao
afetado familia 2, 6 paciente familia 4, 7 mae familia 4, 8 paciente familia 5, 9 mae familia 5, 10
paciente familia 6, 11 pai familia 6, 12 paciente familia 8, 13 mae familia 8, 14 paciente familia 9,

15 mé&e familia 9, 16 controle sem mutacéo, 17 PCR sem digerir e 18 marcador 100pb.

4.14 Clonagem

A confirmacdo da inser¢do c.1717-1722insG foi realizada através do
método de clonagem génica descrito anteriormente. No paciente da familia 5 foi
possivel visualizar tanto o alelo normal quanto o alelo com a insercao (figura 23 e

24), confirmando a alteracdo em heterozigose.
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1e0 170
B 4 CJ]C T 6 6 G 6 6 6 C]J]T 6 G G G A

525
CIG 1718 GGG

518 51% 520 521
1897 GAT 1700 GCA 1703 GIG 1708 TGC 1709 AGC 1712 CAC 171

526 827 528 329 530 531 532 5§33
1721 GEC 1724 TGE 1727 GGA 1730 CRC 1733 CGT 1736 GAC 1739 RGT 1742 GGC

Figura 23. Eletroferograma mostrando o alelo normal do paciente da familia 5.

170
C C A& CJ€ T G GG G G G 6 6 CJT 6 e G B

WV

518 519 520 521 522 523 524 525
1697 GAT 1700 GCA 1703 GIG 1706 TGC 1708 AREC 1712 CAC 1715)CIG 1718 GGG

326 527 528 529 2320 531 532 533
1721 GGC 724 TGG 1727 GGA 1730 CRC 1733 CGT 1736 GAC 1739 AGT 1742 G0

Figura 24. Eletroferograma mostrando o alelo mutante do paciente da familia 5.
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5. Discussdo
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5.1 Mutagao p.R59H

A mutagcdo p.R59H foi encontrada em duas familias, ndo aparentadas,
dessa casuistica, familias 2 e 3. Na familia 2 foi possivel realizar a triagem da
mutagdo apenas na méae do paciente e observou-se que a alteracéo € de origem
materna. Na familia 3 ambos os pais foram avaliados e concluiu-se que a mutacao

€ de origem materna.

Essa mutacéo foi descrita por Morrone et al. (1997) (46) em um paciente
com a forma infantil da gangliosidose GM1 e estd associada a pacientes de
origem cigana (norte da india) que a apresentaram em homozigose. Em 2007,
Santamaria et al. descreveram a mutacdo como mais frequente, presente em
15,8% dos alelos mutantes no grupo de pacientes estudado, todos de origem

argentina.

A variacdo foi encontrada em um grande numero de pacientes nao

relacionados, sugerindo maior susceptibilidade deste codon para alteragoes (20).

Em 2006, a mutacdo foi estuda por Sinigerska et al. Nesse estudo a
frequéncia da variagdo e a historia de familias brasileiras publicadas
previamente por Silva et al., bem como de familias européias publicadas por
Santamaria et al. (2006 e 2007), foram analisadas e concluiu-se que o
haplétipo encontrado em ciganos dos Balcéas era idéntico ao dos pacientes
brasileiros, 0 que explicaria um efeito fundador para essa mutacdo no Rio

Grande do Sul (21).
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Nos pacientes estudados pelo grupo de pesquisa da Universidade
Federal do Rio Grande Sul essa mutacdao apresentou uma frequéncia de
19,2%, sendo considerada a segunda alteracdo mais frequente na regiao
(14). Além disso, a variacdo esta geralmente associada ao polimorfismo

S532G.

Em estudos funcionais prévios, a atividade residual da enzima B-gal foi de
0,9% (17). No caso do paciente da familia 2, a atividade enzimatica residual foi de
7,7%, tendo sido mensurada apenas em leucécitos. Quanto a familia 3, foi de
4 2% em leucdcitos e 7,1% em fibroblastos na paciente 3a, e de 5,1% em
leucocitos em seu irmao, paciente 3b. A diferenca entre a atividade enzimatica
descrita e a avaliada nos pacientes dessa casuistica provavelmente ocorreu
devido ao fato dos pacientes apresentarem a mutagdo em heterozigose com
mutagdes associadas a formas mais leves da doencga (p.T500A no caso da familia

2 e p.R201H nos pacientes da familia 3).

Nesse trabalho a mutagcdo p.R59H foi encontrada juntamente com a
alteracdo 1VS12+8T>C, sugerindo um haplétipo comum a essas familias e

diferente do encontrado nos pacientes estudados pelo grupo de Porto Alegre/RS.
5.2 Mutagao p.F107L

A mutagao p.F107L foi encontrada na familia 7, no paciente e em sua mae.
Foi descrita por Hofer et al. (2010) em um paciente de origem grega,

diagnosticado com gangliosidose GM1 forma juvenil aos dois anos de idade, esse
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paciente apresentou a alteracdo em heterozigose com a mutacdo frameshift
c.1342dupG, que leva a formacao de um stop cédon ap6s 8 nucleotideos. Na
avaliacao funcional, realizada pelo mesmo grupo, a atividade da enzima 3-gal era
de 1,2%.

Em nossa casuistica a mutagdo foi encontrada em um paciente que
apresentou os primeiros sintomas aos trés anos, apresentando, portanto, a forma
crbnica da doencga, com atividade residual da enzima de 2,9%. A diferenca da
atividade enzimatica entre os pacientes pode ter ocorrido por nessa casuistica
existir a associacao de duas mutacdes relacionadas a formas brandas da doenca
(p.F107L e p.L173P), enquanto no caso descrito por Hofer et al. (2010) a alteragéo
¢.1342dupG leva a uma atividade enzimatica menor devido a formacao de um

stop codon.

5.3 Alteracao inédita p.P152P

A alteracao p.P152P trata-se de uma variagdo inédita encontrada em
heterozigose na familia 7, no paciente e em seu pai. A alteracao foi pesquisada e
nao foi encontrada em grupo controle de 100 alelos, ndo aparentados e nao

afetados.

Durante a analise do gendtipo do paciente da familia 7 foram identificadas
trés alteracdes no gene GLB1 (p.F107L, p.L173P e p.P152P), as mesmas foram

procuradas em ambos genitores e foi possivel observar que a mutacéo p.F107L é
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de origem materna, p.P152P é de origem paterna e p.L173P né&o foi encontrada

em nenhum dos pais.

O fato de p.P152P ser infrequente e estar presente no paciente e no pai
depde contra a possibilidade de paternidade ilegitima e reforca a ideia que

p.L173P trata-se de mutagao de novo.

5.4 Mutacao p.L173P

No mesmo individuo da familia 7, foi encontrada a mutacéo p.L173P. Essa
mutagao foi descrita por Santamaria et al. (2006), segregando juntamente com a
alteragcdo p.T500A em um paciente de origem espanhola diagnosticado com a
doenga de Morquio B. Em estudos funcionais foi descrita uma atividade enzimatica

de 1,8% (25, 47).

Hofer et al. (2010) descrevem os codon 173 e 500 do gene GLB1 como
fundamentais para doenca de Morquio B, pois as mutacées p.L173P e p.T500A
foram encontradas em pacientes com atividade nula ou muito reduzida da enzima

B-gal e apresentacao clinica de Morquio B.

A p.L173P foi a primeira mutagdo descrita no éxon 5, porém no estudo
funcional ela nao foi relacionada a formacado da EBP, o que poderia explicar o

fenotipo mais leve apresentado pelos pacientes portadores dessa alteracao (17).

70



No presente estudo a alteracdo nao foi encontrada no pai do paciente, de
modo que a interpretacao foi de que se trata de uma mutacao de novo. Esse tipo
de alteracdo em doencgas recessivas € raro, a probabilidade de ocorrer varia de 1
em 10° a 1 em 10°% mas pode ter acontecido devido ao fato de mutacdes
ocorrerem frequentemente na formacdo dos gametas (48). Como a amostra
analisada proveniente do pai compreende tecido somatico (DNA extraido de
leucocitos de sangue periférico), ndao é possivel excluir a possibilidade de
mosaicismo em outra linhagem somatica ou em células germinativas, o que teria

repercussao no aconselhamento genético do casal.

5.5 Mutacao p.R201H

A alteragdo p.R201H foi encontrada apenas na familia 3, no par de irmaos
e em seu pai. Foi descrita em homozigose por Kaye et al. (1997) em um paciente
com a forma juvenil da gangliosidose GM1. Em 2010, Hofer et al. encontraram a
mutagdo em um paciente de origem britanica e a associaram as formas juvenil e

crénica, por apresentar uma maior atividade residual da enzima (-gal.

Essa mutagédo é conhecida por proteger os pacientes da forma mais grave
da doenca (7, 15, 17, 25 e 45), porque quando p.R201H est4 presente, associada
a uma alteracdo grave ou nao, o precursor da enzima € estavel, ocorrendo a
agregacao com as outras enzimas do complexo formado pela B-gal, a

neuraminidase e a PPCA, porém ele é rapidamente degradado (25). Em andlise in
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vitro da enzima foi possivel confirmar a hipétese de que a alteracao p.R201H

interfere menos na atividade catalitica da B-gal (32).

Essa alteracdo nao afeta a formacédo da EBP apenas da 3-galactosidase, o
que contribui para a apresentagao de formas mais leves da doenca por pacientes

com a mutacao.

A atividade enzimatica descrita foi de 2,5%. Conforme mencionado
anteriormente, os valores de atividade enzimatica residual foram de 4,2% na

paciente 3a, e de 5,1% em seu irmao, paciente 3b.

5.6 Mutacao p.G311R

A mutacado p.G311R foi descrita por Moore et al. (2012) em uma paciente
dos Estados Unidos na qual existia uma davida no diagndstico entre gangliosidose
GM1 forma crénica ou doenga de Morquio B. Em analise in silico em sites de
predicdo (SIFT e PolyPhen) a mutacao foi considerada patogénica por estar

localizada em uma regiao que codifica o sitio catalitico da enzima B-gal (34).

O aminoécido é também altamente conservado entre espécies € a troca de
uma glicina por uma arginina pode provocar o enfraquecimento na formagéo do

complexo enziméatico (34).

Nao ha informacao referente ao valor de atividade enzimatica residual no

unico individuo no qual foi descrito. Na presente casuistica, a atividade enzimatica
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foi 11,5% para a paciente da familia 6, que apresentou essa mutacao em

heterozigose com a alteracdo p.T500A associada a formas mais leves da doenca.

5.7 Alteracao inédita p.I1354S

A alteracédo nova p.I1354S foi encontrada na familia 8 dessa casuistica em
heterozigose com a mutacao mais frequente p. T500A. A alteracéo foi analisada in
silico, nos programas de predicdo MutPred, PolyPhen 2, Snps&GO, SIFT, SNAP
e Phd-SNP. Com excecado do algoritmo SNAP, todos os sites de predicao
consideraram a mutacao patogénica, relacionada ao fendtipo apresentado como
demonstrado na tabela 5. O nivel de atividade enzimética residual foi de 11,9%

para a paciente da familia 8.

5.8 Alteracao inédita p.T384S

A alteracdo p.T384S foi encontrada apenas na familia 1. Ndo ha
informagdes na literatura, pois se trata de uma alteragao inédita, para a qual foi

também realizada analise in silico nos sites de predicdo previamente citados.

O programa MutPred, que analisa a substituicdo da base nitrogenada de
acordo com uma combinagcado de parametros funcionais e estruturais da enzima,
considerou a alteracao p.T384S com 40% de chance de ser patogénica. Os
demais programas (PolyPhen 2, Snps&GO, SIFT, SNAP e Phd-SNP)

consideraram a alteracao benigna.
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A paciente da familia 1 apresentou p.T384S em heterozigose com a mutagao
p.T500A. O nivel de atividade enzimdtica residual foi de 3,8%, correspondendo ao
valor mais baixo na presente casuistica, por essa razao acredita-se que a paciente
apresente uma alteracao intrénica distante que nao foi possivel identificar até o

momento.

5.9 Polimorfismo IVS12+8T>C

O polimorfismo 1IVS12+8T>C localizado em sitio de splicing foi descrito pelo
banco de dados dbSNP (rs13093698) com frequéncia de 15,8% e pode provocar
uma pequena alteracdo no RNAm (RNA mensageiro) por estar localizado em
regidao préxima ao sitio de splicing. Nessa casuistica, esse polimorfismo foi
encontrado juntamente com a mutagcdo p.R59H, sendo tal combinagdo néo
descrita e presente em duas familias, aparentemente ndo aparentadas entre si.
Isso leva-nos a pensar que na realidade pode ser um Unico alelo derivado de
ancestral comum, o que indicaria a possiblidade de efeito fundador nessa

populacédo estudada.

5.10 Mutacao p.T500A

A mutagcdo p.T500A foi encontrada em 40% dos alelos mutantes dos
pacientes dessa casuistica. Foi descrita em 2002 por Bagshaw et al. (49) em trés
pacientes (de duas familias) com a doenca de Morquio B, sendo dois irmaos

gémeos dizigbticos de origem portuguesa. Nesse caso a atividade enzimatica foi
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de 2,1%. No mesmo estudo Bagshaw et al. (2002) afirmaram que os pacientes
com a mutacdo p.T500A apresentaram pequena quantidade das formas
precursora (84kDa) e madura (64kDa) da enzima B-gal, a forma degradada com
45 kDa foi encontrada em maior quantidade. Isso indica que a enzima formada
pelo gene com a mutacao p.T500A n&o chega ao lisossomo sendo degradada no

reticulo endoplasmaético.

Em 2009 Hofer et al. descreveram um paciente, de origem francesa, com a
mutacdo p.T500A em heterozigose diagnosticado com doenca de Morquio B e
atividade enzimatica de 1,3%. Santamaria et al. (2006 e 2007) descreveram dois
pacientes com essa mutacdo juntamente com a alteragdo p.L173P, ambas em
heterozigose, também com a doenga de Morquio B e consideraram o cédon 500

crucial para a doenga, tanto quanto o cédon 173, como discutido anteriormente.

Na presente casuistica, a atividade enzimatica variou de 3,8 a 11,9% em
leucocitos, em sete dos 10 pacientes avaliados. Essa alteracao foi encontrada em
heterozigose em sete familias estudadas (1, 2, 4, 5, 6, 8 e 9), ndo aparentadas,
participantes dessa pesquisa. Em busca em banco de dados especializados nao
foi possivel encontrar descricdo da mutacdo em outros pacientes brasileiros,
sendo assim a frequéncia da mutacéo p.T500A difere de outro grupo de pacientes
estudados no Rio Grande do Sul, em que a mutagdo mais frequente foi a ¢.1722-
1727insG (20, 50). Essa diferenca pode ser explicada pela variagdo genética das

regides geograficas e porque o grupo de Porto Alegre estudou pacientes com
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todas as formas da doenga, mas principalmente com a forma infantil, enquanto

essa casuistica é composta por pacientes apenas com as formas juvenil e cronica.

Na familia 5 foi encontrada apenas a mutacdo p.T500A e na familia 1
apenas essa mutacao pode ser considerada patogénica e relacionada ao fenotipo.
Através de pesquisas em bancos de dados especializados foi possivel considerar
duas hipo6teses. Primeiramente, pode ser que os pacientes tenham uma mutacao
intrébnica distante que nao foi possivel encontrar até o momento. Além disso,
Santamaria et al. (2007) descreveram um caso semelhante em que encontraram
apenas uma mutacao patogénica em heterozigose no paciente, por esse motivo
analisaram as regides intrbnicas e perceberam que os introns que flanqueiam o

éxon 5 tem grande concentracao e variedade de sequéncias Alu.

Alu sdo sequéncias de 300pb conhecidos como Short Interspersed Nuclear
Elements (SINEs) que estdo presentes apenas em genomas de primatas e sao
compostos por dois monémeros com origem no gene 7SLRNA. Por estarem muito
abundantes no genoma humano (aproximadamente 10%), por ter uma alta
quantidade de C e G em sua composi¢ao e por serem sequéncias quase idénticas
as Alus sao regidbes muito propensas a cross over desigual. Sempre que
recombinacdes mediadas por Alus provocam rearranjos envolvendo sequéncias

génicas codificantes efeitos deletérios sdo esperados (51).

No caso descrito por Santamaria et al. (2007) ocorreu um cross over
desigual no gene GLB1 que ocasionou a delegcdo do éxon 5 do paciente em

heterozigose.
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Baseados nesse caso descrito mais testes serdo realizados visando

encontrar grandes delecdes em heterozigose nos casos das familias 1 e 5.

5.11 Insercao ¢.1717-1722insG

A insercdo ¢.1717-1722insG foi encontrada em duas familias estudadas.
Essa alteragédo foi descrita em 1999 por Silva et al. em pacientes brasileiros. A
mutacao provoca um frameshift apds o codon 524 em um cluster de 6 guaninas e
termina a sintese da cadeia proteica, formando um sfop cdédon apds a

incorporacao de quatro aminoacidos diferentes (20).

Essa alteragdo é a mais frequente no Rio Grande do Sul (20, 50), onde
38,5% dos pacientes afetados nessas casuisticas apresentaram essa mutagédo. A
frequéncia estimada dessa insercdo na populagdo normal de Porto Alegre é de
0,5% (50). Até o momento, essa alteracao foi encontrada apenas em brasileiros e

esta relacionada com a forma infantil da doenga e com pouca atividade da enzima

B-gal.

Na presente amostra, a atividade enzimdtica residual foi de 10% para a
paciente da familia 4, e de 9,1% para o paciente da familia 9, em ambos os casos
a insercao foi encontrada em heterozigose com a mutacdo p.T500A. Como dito
anteriormente, p.T500A estd associada com a doenca de Morquio B e em
pacientes que apresentam atividade enzimatica mais alta, por esse motivo apesar
de ter a insercao que provoca a formagcao de uma proteina truncada os pacientes

das familias 4 e 9 tém maior atividade enzimatica.
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C&) 6. Conclusoes
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A estratégia utilizada para o estudo molecular possibilitou a identificagcao de

sete mutagdes causadoras de doenca nas nove familias estudadas.

O presente trabalho contribui com a identificacdo de duas mutacdes
inéditas e de uma alteracao neutra p.P152P, adicionando dados a literatura

especializada em gangliosidose GM1.

Embora tenha havido predominio da mutacao p.T500A, presente em sete
dos 17 alelos identificados, a diversidade de mutagdes indica que ha uma
grande heterogeneidade alélica para essa condicdo na populagcao

estudada.

A ocorréncia de mutacdo nova no gene GLB1, documentada em um dos
casos, colaborou para o aumento da frequéncia génica na populagéao

estudada.

Por outro lado, o haplétipo determinado pela associacdo da mutacao
p.R59H com a IVS12+8T>C, além de ser inédita na literatura, indica a

possibilidade de um efeito fundador na populagao estudada.

Existe diferenca genotipica entre a populacdo estudada, composta de
familias procedentes da regiao de Campinas/SP e do sul do estado de MG,
em comparagdo com a casuistica da populagdo do Rio Grande do Sul,
sendo que em nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais houve predominio
da mutagao p.T500A e no Rio Grande do Sul o maior frequéncia é da
insergao ¢.1722-1727insG. Nao fica claro se essa diferenca se deve, na
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realidade, ao fenotipo clinico dos pacientes estudados, pois na primeira foi
exclusivamente de pacientes com a forma juvenil e crénica, enquanto na

segunda houve predominio da forma infantil.
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fem.unicamp.br/fem/pesquisa

CEP, 26/04/11
(Grupo II)

PARECER CEP: N° 236/2011 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto).
CAAE: 0179.0.146.000-11

1- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ANALISE DE MUTACOES NO GENE GLBI E EXPRESSAO DA ENZIMA
3-GALACTOSIDASE EM PACIENTES COM GANGLIOSIDOSE GM1”.
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Marcella Bergamini de Baptista

INSTITUIGAO: Hospital das Clinicas/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 07/04/2011

APRESENTAR RELATORIO EM: 26/04/12 (O formuldrio encontra-se no sife acima).

II - OBJETIVOS.

Caracterizagéo molecular dos portadores de gangliosidose GMI, nas formas juvenil e
crdnica, atendidos no ambulatério citado no campo 4.

III - SUMARIO.

Tese de Mestrado. Glangliosidose GM1 ¢ uma doenga autossdmica recessiva rara,
apresentada em trés niveis de sintomas e severidade; é provocada por uma deficiéncia da enzima
beta-galactosidase que leva ao actimulo do gangliosideo GMI, entre outros compostos. A
proposta do estudo € caracterizar as mutagdes do gene codificador da enzima numa amostra de
portadores de gangliosidose nas formas juvenil e crénica, atendidos no Ambulatério de Erros
Inatos do Metabolismo-HC. Serdo utilizadas as técnicas de PCR, seqiienciamento automatico,
PCR em tempo real e Western blott para a andlise do material genético, que serd colhido através
de pungfio venosa de veia periférica, por profissional habilitado. Serdo estudados os portadores
da disfungdo metalolica, assim como seus pais, totalizando 30 sujeitos de pesquisa. H4 previsio
de armazenamento do material biol6gico, desde que mediante autorizagio dos sujeitos. Os
autores anexaram documento sobre regimento do Banco de Material Biolégico Humano do
laboratério de genética molecular, FCM, Unicamp.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES.

Projeto bem elaborado em todos os seus itens. O Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido esta adequadamente elaborado, no qual o sujeito podera autorizar ou néo a guarda de
seu material biologico. Em caso positivo, o material serd armazenado em laboratério que possui
autorizag8io do CEP para tal finalidade.

Comité de Btica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (819) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX  (019)3521-7187
13083-887 Campinas— SP cep@fem.unicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fem.unicamp.br/fem/pesquisa

V - PARECER DO CEP.

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apds
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, bem como
todos os anexos incluidos na pesquisa supracitada.

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

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES.

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

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente ap6s andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

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

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

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

VII - DATA DA REUNIAO.

Homologado na IV Reunido Ordindria do CEP/FCM, em 26 de abril de 2011.

Profa. Dra. é? m §1A Silvia Bertuzzo
VICE-PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua; Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019)3521-7187
13083-887 Campinas — SP cep@fem.unicamp.br
-2
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do Projeto: Analise de mutagdes no gene GLB1 e expressao da enzima -
galactosidase em pacientes com gangliosidose GM1.

Responsaveis: Marcella Bergamini de Baptista e Prof. Dr. Carlos Eduardo Steiner

Justificativa e objetivo da pesquisa

A gangliosidose GM1 é uma doenca rara causada por mutagdes no gene GLB1. O
projeto tem como objetivo procurar mutagbes nesse gene nos pacientes com essa doenca

e seus familiares.

Procedimentos, riscos e desconfortos

O estudo do gene seré feito no laboratério a partir de amostras de sangue colhidas
durante a consulta médica de rotina no ambulatério.

A coleta das amostras de sangue sera feita a partir de pungéo de veia periférica, por
profissional habilitado (médico, enfermeira ou biomédico). Os desconfortos possiveis sé&o
dor, inchago e pequenos hematomas na regiao, que desaparecem em poucos dias. Nao
serda realizado nenhum outro procedimento na propria pessoa além dos descritos acima.

Beneficios

A identificacdo das mutagdes podera ser usada para o aconselhamento genético do
paciente e dos familiares proximos.
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Sigilo

As informacbes sobre os pacientes serdo mantidas em sigilo, os resultados de
exames e testes serdo fornecidos apenas durante consulta médica, se utilizadas em

congressos e publicagbes serdo excluidos os nomes dos pacientes.

Recusa ou descontinuacao da participacao

Garante-se ao paciente a liberdade de recusa em participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa sem prejudicar ou modificar o seu
atendimento e acompanhamento no HC/Unicamp.

A participagdo na pesquisa é de forma voluntaria, ou seja, sem remuneragao

financeira e sem ressarcimento, pois ndo existirdo gastos por parte dos pacientes.

Esclarecimentos

Garante-se aos pacientes participantes qualquer tipo de esclarecimento em caso de
duvida ou informacédo adicional antes, durante e apés a realizagao da pesquisa, podendo
ser fornecidos pela pesquisadora responsavel.

Nome: Marcella Bergamini de Baptista
Local de trabalho: Departamento de Genética Médica — FCM — Unicamp
Tel: (19) 3521- 8902

Em caso de recursos, davidas ou reclamagoes referentes aos aspectos éticos, entrar
em contato com a secetaria do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de
Ciéncias Médicas-Unicamp. Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 - Caixa Postal 6111
13083-887 Campinas — SP. Fone (019) 3521-8936 Fax (019) 3521-7187 e-mail:
cep@fcm.unicamp.br

Armazenamento de material bioldgico

Fui informado que poderei autorizar que esse material genético seja guardado no

Banco de Material Biol6gico do Laboratério de Genética Molecular/FCM/Unicamp. Caso
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este material venha a ser (Util para outros estudos aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa, estou ciente que serei informado para que autorize ou ndo o uso da(s)
amostra(s).

L1 Autorizo o armazenamento do material obtido de minha pessoa ou da pessoa sob

minha responsabilidade legal.

0 NAO Autorizo o armazenamento do material obtido de minha pessoa ou da

pessoa sob minha responsabilidade legal.

Apos ter lido, esclarecido minhas dividas e compreendido totalmente o processo da
pesquisa, assino este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Nome do(a) paciente:

Assinatura do(a) participante ou nome e assinatura do responsével legal, se for o caso:

Responsabilidade do Pesquisador

Asseguro ter explicado, e fornecido uma cépia deste Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido a , responsavel por si

proprio/pelo menor

Pesquisador

Data: /[
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