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As ataxias espinocerebelares (AEC) formam um grupo heterogéneo de doencas
degenerativas do sistema nervoso central, caracterizadas por degeneracio do cerebelo e
suas vias aferentes e eferentes. Clinicamente, a maior parte dos pacientes com AEC

apresentam alteragbes do equilibrio e disartria, que evoluem de forma progressiva.

As AEC autossdmicas dominantes se iniciam normalmente na idade adulta. At o
momento, existem 16 loci mapeados para as formas dominantes de AEC: tipo 1 (SCA7) no
cromossomo {(cr) 6p, tipo 2 (SC42) no er 12q, tipo 3 ou doenca de Machado-Joseph
(SCA3/MJD) no cr 14q, tipo 4 (SCA4) no cr 16q, tipo 5 (SCAS) na regifo centromérica do
cr 11, tipo 6 (SCA6) no cr 19p, tipo 7 (SCA7) no cr 3p, tipo 8 (SCA8) no cr 13q, tipo 10
(8CA10) no cr 22q, tipo 11 (SCA11) no or 15q, tipo 12 (SCA12) no cr 5q, tipo 13 (SCA413)
no cr 19q, tipo 14 (SC4/4) no cr 19q, tipo 16 (SC416) no cr 8q, tipo 17 (SCA17) na regido
TATA- box da proteina e a atrofia dentatorubropalidoluisiana (DRPLA) no cr 12p. Em sete
formas autossémicas dominantes, cujos genes j& foram identificados (SCA7, SCA2,
SCA3/MID, SCA6, SCA7, SCA12 e DRPLA), a.expanséo de trinuéieotideo CAG localizada
na regido codificadora dos genes, foi identificada como a mutaciio responsavel pela
neurodegeneragdo, ja na SCA8 a mutacdo responsavel é uma repeticdo do trinucleotideo
CTG. Algumas evidéncias experimentais apontam para um garho especifico de fun¢fo que

levaria a toxicidade neuronal nas doengas causadas pela expansdo do trinucleotideos CAG.

O objetivo principal deste projeto de pesquisa foi a determinac8o da frequéncia ¢ das
caracteristicas moleculares das mutagdes responsaveis pelas diferentes formas de AEC em

uma amostra da populacfio brasileira.

Cento e sessenta ¢ trés individuos com ataxia espinocerebelar progressiva foram analisados
clinicamente ¢ as amostras de sangue periférico foram coletados para os estudos
moleculares. Os 163 pacientes pertenciam a 123 familias nfio relacionadas entre si. O DNA
gendmico foi extraido de cada individuo e as amostras foram genotipadas pela técnica da
PCR, utilizando pares de “primer” que flanqueiam as regides adjacentes aos tripletos
expandidos encontrados nos genes SCA1, SCA2, SCA3/DMJ, SCA6, SCA7, SCA8 e DRPLA.
Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em géis de sequenciamento por
aproximadamente 3 horas. A leitura dos alelos foi por auto-radiografia apés 3 diasd de

exposicio a fiimes de raio-X.

Resumo
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Na amostra de 123 familias encontraram-se: 7 individuos portadores da mutagdo SCAJ
(5%), 2 individuos portadores da mutagio SCA2 (2%), 52 individuos portadores da mutagfo
SCA3/DMJ (32%) e 2 individuos portadores das mutagio SCA7 (2%). Nio se encontrou
nenhum individuo portador das mutagdes: SCA6, SCA8, DRPLA.

Observa-se que na populagido estudada a forma mais frequente de AEC € causada pela
mutagdo SCA3/DMJ. Nesse estudo foi também importante para estabelecer quais as AEC
autossdmicas dominantes mais frequentes em nosso meio e assim orientar o diagnéstico

clinico e molecular.
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The spinocerebeilar ataxias (SCAs) are a clinically and genetically heterogeneous group of
late onset neurodegenerative disorders. Clinically this group of diseases is caracterized by

cerebellar dysfuction manifested by gait and limb ataxia, incoordination and dysarthria.

There are a total of sixteen loci for autosomal dominant SCAs described: spinocerebellar
ataxia type 1 (SCA1) on chromosome (ch) 6p, spinocerebellar ataxia type 2 (SCA2) on ch
12q, spinocerebellar ataxia type 3 (SCA3) or Machado- Joseph disease (MJD) on ch 14q,
spinocerebellar ataxia type 4 (SCA4) on c¢h 16q, spinocerebellar ataxia type 5 (SCAS) on
the centromeric region of ch 11, spinocerebellar ataxia type 6 (SCA6) on ch 19p.
spinocerebellar ataxia type 7 (SCA7) on ch 3p, spinocerebellar ataxia type 8 (SCA8) on ch
13q, spinocerebellar ataxia type 10 (SCA10) on ch 22q, spinocerebellar ataxia type 11
(SCA11) on ch 15g, spinocerebellar ataxia type 12 (SCA12) on ch 5q, spinocerebellar
ataxia type 13 (SCA13} on ch 19q, spinocerebellar ataxia type 14 (SCA14) on ch 19q,
spinocerebellar ataxia type 16 (SCA16) on ch 8q, spinocerebellar ataxia type 17 (SCA1T)
on the region of TATA- box protein and dentétorubropalﬁdoluysian atrophy (DRPLA) on
ch 12p. Are eight different genes causing autosomal dominant SCA have been mapped:
SCA41, SCA2Z, SCA3/MJD, SCA6, SCA7, SCA12 and DRPLA caused by expansions of an
unstable CAG repeat localized in the coding region of causative genes. SCAS is caused by

expansions of an unstable CTG repeat.

The frequency of SCAI, SCA2, SCA3/MJD, SCA6, SCA7, SCA8 and DRPLA in brazilian

patients and to compare their molecular and clinical characteristics for SCAs mutations.

One hundred and sixty three individuals were genotyped in this study. Of 163 individuals
belonging to 123 unrelated families. Genomic DNA was isolated from peripheral blood
leukocytes. Polymerase clain reaction (PCR) amplication of the CAG repeat and CTG
repeat. PCR products we separated in eletrophoresis on 6% denaturing polyacrylamide gels.
Polyacrylamide gels we transfered into Hybond H+ nylon membranes and hybridized with
an o P 3’- end- labeled (CAG), probe. Were determined allele by comparing migration
relative to an M13 sequencing ladder and used as positive and negative controls in all

analyses.
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Of the 123 families studied: 7 positive individuals of the SCA1 mutation (5%), 2 positive
individuals of the SCA2 mutation (2%), 52 positive individuals of the SCA3/MJID mutation

(32%) and 2 positive individuals of the SCA7 mutation (2%). We found no SCA6, SCA7,
DRPLA and SCA8 mutations.

The frequency of SCA3/MJD is substantially higher than that of SCA1, SCA2 and SCA7 in
individuals with SCAs.

Abstract
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1.1. AS ATAXIAS ESPINOCEREBELARES

As ataxias espinocerebelares (AEC) sfio doencas degenerativas do sistema
nervoso central, caracterizadas clinicamente por disfungfio cerebelar progressiva que se
manifesta por alteragdes de equilibrio e disartria (GREENFIELD, 1954). A heranca
genética ¢ variavel, podendo ocorrer casos esporadicos, autossdmicos recessivos e
autossOmicos dominantes (HARDING, 1986). Desde as primeiras descricdes clinicas de
pacientes com AEC, em meados do, século XIX (FRIEDREICH, 1876), a classificacdo
dessas doencas tem sido muito discutida. Essa dificuldade se origina principalmente da
heterogeneidade clinica observada muitas vezes entre pacientes da mesma familia.
Acredita-se que com o0 avango nas pesquisas moleculares e com a incorporacio dos
aspectos genéticos, uma classificacio de comsenso possa ser mais facilmente elaborada
(ROSENBERG, 1990).

A prevaléncia dos casos familiares ¢ estimada em  1:50.000 individuos
(GUDMUNDSSON, 1969). Para as AEC autossémicas recessivas existem cinco Joci
mapeados at¢ o momento: ataxia de Friedreich (AF) no cromossomo (cr) 9q
(CHAMBERLAIN et al., 1988), ataxia com deficiéncia de vitamina E (ADVE) no cr 8g
(BEN HAMIDA et al., 1993), uma forma rara da doenca, a ataxia espinocerebelar de inicio
na infincia (I0SCA) ne cr 10q (NIKALI et al, 1995) descrita somente na populacio
finlandesa, ataxia telangectasia (SALINAS et al., 1981) e a ataxia Charlevoix-Saguenay
(RICHTER et al., 1999).

Nas formas de AEC autossdmicas dominantes, um total de dezesseis loci ja
foram descritos: tipo 1 (SCA7) no cromossomo (cr) 6p ( YAKURA et al., 1974), tipo 2
(SCA2) no er 12q (GISPERT et al, 1993), tipo 3 ou doenga de Machado-Joseph
(SCA3/MJD) no cr 14q (TAKIYAMA et al., 1993), tipo 4 (SCA4) no cr 16q (FLANIGAN
etal., 1996), tipo 5 (SCA5) na regifio centromérica do er 11 (RANUM et al, 1994b), tipo 6
(SCA6) no cr 19p (ZHUCHENKO et al., 1997), tipo 7 (SCA7) no cr 3p (BENOMAR et al.,
1995), tipo 8 (SCA8) no er 13q (KOOB et al., 1999), tipo 10 (SCA10) no cr 22q ( ZU et al..
1999), tipo 11 (SCAZI) no cr 15q (WORTH et al., 1999), tipo 12 (SCA12) no cr 5q
(HOLMES et al.,1999}, tipo 13 (SCA13) no cr 19q (HIERMAN-BERT et al., 2000), tipo 14
(SCAI14) nocr 19q (YAMASHITA et al., 2000) tipo 16 (SC476) no cr 8q (MIYOSHI et al.,
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2001), tipo 17 (8CA417) no TATA box proteina (NAKAMURA et al., 2001) e a atrofia
dentatorubropalidoluisiana (DRPLA) no cr 12p (KOIDE et al, 1994) (Quadro 1). Na
maioria das formas autossdmicas dominantes, cujos genes j4 foram identificados (SCA/,
SCA2, SCA3/MJD, SCA6, SCA7, SCA12 e DRPLA) (ZHUCHENKO et al., 1997;: KOIDE et
al., 1994; ORR et al,, 1993; PULST et al, 1996: KAWAGUCHI et al, 1994; DAVID et al.,
1997), a base molecular se caracteriza por uma expansio de repeticdes CAG localizadas na
regifio codificadora dos genes. Apos translagdo, essa seqiiéncia de CAG resulta em um
residuo de poliglutaminas ao nivel protéico (ROSS, 1995). Em individuos normais esses
trinucleotideos CAG variam de tamanho entre 8 até aproximadamente 35 unidades de
CAG. A doenga aparece quando 0 CAG expande acima de 40 unidades (SUTHERLAND e
RICHARDS, 1995). Existe ainda uma forma de AEC autossémica dominante cujo gene ja

foi identificado (SCA8), que ¢ causada pela expansio de repetiges CTG (KOOR et al.,
1999).

Todas as doencas causadas pela expansio de CAG identificadas até hoye,
apresentam uma série de caracteristicas em comum (LA SPADA et al, 1991; ORR et al.,
1993; PULST et al, 1996; KAWAGUCHI et al, 1994; ZHUCHENKO et al, 1997;
DAVID et al., 1997), entre elas: a presenca de variabilidade clinica importante, mesmo
dentro de uma tnica familia; o fenémeno de antecipagfio, definido como um inicio precoce
da doenca em geragdes mais recentes, geralmente com quadros mais graves; ¢ a morte
neuronal acompanhada de gliose (SUTHERILLAND e RICHARDS, 1995). Existe ainda uma
correlagdo inversa entre a idade de inicio e a gravidade da doenca, com o tamanho do
tripleto expandido (ROSS, 1995; SUTHERLAND e RICHARDS, 1995; LA SPADA et al,
1991; ORR et al,, 1993; PULST et al,, 1996; KAWAGUCHI et al., 1994; ZHUCHENKO et
al, 1997; DAVID et al., 1997). Algumas evidéncias também apontam para 0 mecanismo

de ganho de fungdo, levando a toxicidade neuronal nessas doencas (ROSS, 1995;
ZOGHBI, 1996).
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Quadro 1: Tipos das formas das ataxias autossdmicas dominantes e a suas localizagBes nos

genes.
Tipo de mutacio Loci
SCA1 Cr6p
SCA2 CriZq
SCA3MID Cr 14q
SCA4 Cr 16q
SCAS Regido centroméricadocr 11
SCA6 Cri9p
SCA7 Crip
SCAS% Cr13g
SCAID Cr22q
SCAI1l Cr I5g
SCA12 Cr5q
SCA13 Cr19q
SCAl4 Cri9q
SCAl6 Cr8qg
SCAl7 TATA box proteina

Fontes: YAKURA et al., 1974; GISPERT et al.,1993; TAKIYAMA et al., 1993; RANUM et al., 1994b;
BENOMAR et al.. 1995; FLANIGAN et al., 1996; ZHUCHENKO et al., 1997; KOOB et al., 1999; ZU et al.,

1999; WORTH et al,, 1999; HOLMES et al., 1999; HERMAN-BERT et al., 2000; YAMASHITA et al., 2000;
MIYOSHI et al., 2001; NAKAMURA et al, 2001,
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1.2. AS ATAXIAS ESPINOCEREBELARES AUTOSSOMICAS DOMINANTES
CUJOS GENES JA FORAM IDENTIFICADOS

1.2.1. Ataxia espinocerebelar tipo 1 (SC4 I):

O locus para SCAI foi o primeiro locus para AEC autossdmica dominante a ser
localizado no brago curto do cr 6 (6p22-p23) (ZOGHBI et al., 1991). O gene SCAJ foi
também o primeiro gene para AEC autossOmica dominante que foi identificado como
contendo uma repetigéo de (CAG), na regifio codificadora (ORR et al., 1993). A SCA 1 é
responsavel por aproximadamente 5% a 10% dos casos de AEC autossGmicas dominantes
na populagdo da América do Norte (RANUM et al,, 1995; SILVEIRA et al., 1996) ¢ é a
forma de AEC mais freqliente na Itdlia (JODICE et al, 1993). No Brasil, apenas trés
familias com essa mutacfio foram identificadas até o momento (LOPES-CENDES et al.,
1997a). Como nas outras formas de AEC, a variabilidade clinica ¢ grande, mesmo entre
pacientes pertencentes a mesma familia. Algumas caracteristicas clinicas estdo ausentes nas
familias, tais como: deméncia, atrofia 6tica e sinais extrapiramidais (SCHUT, 1950). Nos
casos terminais, a neuropatologia é caracteristica, revelando atrofia olivo-ponto-cerebelar,

com grau severo de perda neuronal, nas células de Pukinje, do cértex cerebelar
(ROBITAILLE et al., 1995) (Quadro 2).

1.2.2. Ataxia espinocerebelar tipo 2 (§CA4 2):

O locus para SCA2 foi inicialmente mapeado em um grupo de familias cubanas
de origem espanhola, no brago longo do cr 12 (12923-q24.1) (GISPERT et al., 1993).
Familias de outras origens étnicas também foram mapeadas na mesma localizagio
(LOPES-CENDES et al., 1994). Acredita-se que a SCA2 seja a segunda forma mais
freqiiente de AEC autossdmicas dominante em pacientes da América do Norte (SILVEIRA
et al., 1996). Estudos subsequentes identificaram até o momento cinco familias no Brasil
(LOPES-CENDES et al, 1997b). Individuos nos estdgios iniciais da doenca sdo
clinicamente muito semelhante a pacientes com SCA1, porém, na evolugio, individuos com
SCAZ desenvolvem mais freqlientemente sinais extrapiramidais e lentificacio dos

movimentos oculares (LOPES-CENDES, 1993) (Quadro 2).
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1.2.3. Ataxia espinocerebelar tipo 3 (§C4 3) ou Doenga de Machado-Joseph
(DM.1y:

A primeira descrigBio dessa doenga foi feita em familias de origem agoreana que
imigraram para a regifio da Nova Inglaterra nos EUA (NAKANO et al, 1972) . O locus
para SCA 3/DMJ foi localizado no brago longo do cr 14 (TAKIYAMA et al., 1993). Hoje
se sabe que a doenca afeta também outros grupos étnicos e que ¢ responsavel por
aproximadamente 20% de todos os casos de AEC autossémica dominante na populagfio ndo
portuguesa na América do Norte (RANUM et al., 1995; SILVEIRA et al., 1996). Acredita-
se que seja a forma mais freqilente de AEC autossdmica dominante no Brasil (LOPES-
CENDES et al., 1997a; LOPES-CENDES et al.,, 1997¢).

Como nas outras formas de AEC autossémica dominante, a doenga se inicia
geralmente na idade adulta, por volta dos 40 anos de idade (COUTINHO, 1994). Os
primeiros sintomas sdo quase que invariavelmente alteragdes do equilibrio durante a
marcha e a oftalmoplegia externa, caracterizada, inicialmente, por uma limitag8o primeiro
do olhar vertical para cima e da convergéncia, seguida por limitagdo do olhar lateral. Qutro
achado ocular muito caracteristico na DMJ, presente em aproximadamente 25% dos

pacientes de origem portuguesa, ¢ o aspecto dos olhos saltados (COUTINHO, 1994)
(Quadro 2).

1.2.4. Ataxia espinocerebelar de tipo 6 (SCA 6):

Esse locus foi identificado no brago curto do cr 19 {(ZHUCHENKO et al.,1997).
Estudos moleculares subsequentes demonstraram que a SCA6 ¢ uma forma freqiiente de
AEC na America do Norte e Europa (MATSUYAMA et al., 1997; ISHIKAWA et al.,
1997, HAYES et al., 1997). No Brasil, nenhum estudo anterior determinou sua freqii€ncia.
Diferentemente de todas as outras doengas neurodegenerativas causadas pela expansdo de
tripletos CAG, essa expansio foi localizada em um gene para qual se conhece a funcdio, a
subunidade a4 voltagem dependente do canal de calcio (ZHUCHENKO et al., 1997).

Outro achado mteressante, ¢ que mutages pontuais localizadas nesse mesmo gene foram
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encontradas em pacienies com ataxia episédica, doenga paroxistica ndo progressiva,
caracterizada por surtos de ataxia cerebelar e periodos intercriticos sem sintomas (OPHOFF
et al., 1996) {(Quadro 2).

1.2.5. Ataxia espinocerebelar do tipo 7 (SCA47):

O locus para SCA7 foi mapeado no brage curto do cr 3 (BENOMAR et al.,
1995} e o gene foi identificado (DAVID et al., 1997). Foi diagnosticada em pacientes de
véarias origens geograficas: Bélgica, Franca, Inglaterra, Suécia, Noruega, Estados Unidos,
Brasil, Israel, Holanda, Marrocos, Argélia, Tunisia, Coréia ¢ Africa do Sul (STEVANIN et
al., 1998) (Quadro 2).

1.2.6. Atrofia dentatorubropalidoiuisiana (DRPLA):

E uma doenga neurodegenerativa rara na populagdo caucasiana, mas descrita
com alta freqiiéncia nos japoneses (KOIDE et al., 1994; NAGAFUCHI et al, 1994:
WARNER et al., 1995). A heranga é autossémica dominante e o Jocus foi identificado no
brago curto do cr 12 (KOIDE et al., 1994; NAGAFUCHI et al., 1994). Até o momento
nenhum caso de DRPLA foi identificado no Brasil (LOPES-CENDES et al, 1997a). A
DRPLA apresenta uma grande variabilidade clinica, mesmo dentro de uma tnica familia.
Individuos com inicio dos sintomas na primeira ou segunda década de vida apresentam uma
evolucio mais grave, com quadro tipico de epilepsia mioclonica progressiva (EMP), crises
mioclénicas e tonico-clonicas generalizadas e declinio mental grave. Por outro lado,
pacientes com inicio dos sintomas na terceira ou quarta década de vida apresentam um
quadro de ataxia cerebelar progressiva com declinio mental moderado (SMITH, 1975).
Existe uma forte correlagio entre o tamanho do tripleto e os sinais clinicos, isto é,
individuos com inicic precoce e quadro de EMP apresentam os maiores alelos expandidos
(SCHMITT et al., 1995) (Quadro 2).
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1.2.7. Ataxia Espinocerebelar do tipo 8 (SC48)

O locus para SCA8 foi mapeado no braco longo do cr 13. E a primeira ataxia
espinocerebelar autossdmica dominante que nfio ¢ causada pela expanséo do tripleto
(CAG)y.- e sim causada pela expansdo do tripleto (CTG), (KOOB et al., 1999). No Brasil,

ndo existe ainda nenhum estudo a respeito da freqiiéncia dessa mutagso (Quadro 2).

1.2.8. Ataxia espinocerebelar do tipo 12 (SCA412)

O gene foi encontrado em uma familia de origem alemi. A expansio CAG
localiza-se antes do sitio de inicia¢fio de um gene conhecido como PPP2R2B e que codifica
uma subunidade regulatéria da fosfatase de proteinas PP2A, localizado no 5q31-33. A
regifio que vem apls sio as repetighes de CAGs sem homologia com nenhum gene

conhecido; além disso, nio se sabe se a seqiiéncia CAG ¢ transcrita ou ndo { HOLMES et
al., 1999) (Quadro 2).

Quadro 2: Variagio dos tamanhos dos alelos normais e expandidos para AEC dominantes.

Muatacio Tamanho dos alelos normais Tamanhe dos alelos expandidos
SCAl 19 36 (CAG), 42 - 69 (CAQG),
SCA2 14—~ 31 (CAG), 34 -57(CAG),
SCA3/DMJ 1234 {CAG), 61 -84 (CAG),
SCA6 6—17 (CAGY, 21 -30(CAG),
SCA7 717 (CAG), 38 - 130 (CAG),
DRPLA 7-35(CAG), 49 - 88 {CAG),
SCAS 74 - 94 (CTG), 107 - 127 {CTG),
SCA12 7-28(CAG), 66 — 78 (CAG),

Fontes: ORR et al, 1993; KOIDE et al, 1994: KAWAGUCHI et al, 1994; PULST et al, 1996;
ZHUCHENKO et al., 1997, DAVID et al., 1997; KOOB et al., 1999; HOLMES et al., 1999,
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1.3. MECANISMO BASICO ENVOLVIDO NA PATOGENESE DAS ATAXIAS
ESPINOCEREBELARES AUTOSSOMICAS DOMINANTES

Na doenga de Machado-Joseph observou-se que as poliglhutaminas
precipitavam-se através de uma auto-agregagio em células COS cultivadas e assim
induziam a morte celular (IKEDA et al, 1996). Essa precipitagio s6 acontecia se as
poliglutaminas provinham de uma por¢do da proteina, mas nfo da proteina completa.
InclusBes ou agregados intracelulares foram vistos em neurénios de pacientes, em modelos
transgénicos e em modelos in vifro da doenca de Huntington , da SCA1, da DMJ, da
doenca de Kennedy e da DRPLA (HACKAM et al., 1998).

As inclusdes de poliglutaminas nos estudos in vive eram intranucleares ou
estavam no citosol dos neurbnios e, em geral, se restringiam as regides encefalicas afetadas
pela doenca. Na glia nfio havia agregados. Para desencadear a formagfio desses agregados ¢

necessdrio um prévio processo de protedlise. (DAVIES et al., 1997; DIFIGLIA et al., 1997;
SKINNER et al., 1997; PAULSON, 1999).

Nos estudos in vitro formaram-se agregados somente nas células transfectadas
com construtos que expressassem proteinas expandidas, especialmente quando a proteina
era truncada ou fragmentada. Por exemplo, os agregados de huntingtina em células 2-2
eram marcades apenas por anticorpos dirigidos contra o término-N e nfio por anticorpos
dirigidos contra epitopos mais distais da proteina huntingtina (0 mesmo acontecendo nos
agregados intraneuronais dos doentes humanos) (DIFIGLIA et al., 1997). Ndo se obteve a
formacdo de agregados se o trato de poliglutamina era menor do que 44 ou 40 glutaminas,

enquanto havia tanto mais agregados quanto maior fosse a expansio do trato {(HACKAM et
al., 1998).

O modelo atual de relagiio entre agregados e morte celular propde que o
acumulo de fragmentos protéicos nos quais haja um trato de poliglutamina expandido seria
toxico para a célula neuronal Essa toxicidade poderia ser anterior ou subsequente 2
formago de agregados. Nesse modelo, o processo patologico seria desencadeado, num
certo momento, pela protedlise da proteina original, pois as regifes atingidas sempre
acumulariam fragmentos da proteina que, por conterem a polighitamina, tornar-se-iam

resistentes & degradacio (HACKAM et al., 1998).
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Esse modelo deve prever que o processo de quebra das proteinas seja diferente
em cada regido cerebral, para explicar o actimulo de agregados em topografias tdo
especificas (KAKIZUKA et al, 1998). As razdes para que isso acontega ainda sdo
desconhecidas, embora algumas j4 tenham sido sugeridas, por exemplo, € possivel que as
proteases responsaveis pela degradagio das polighitaminas tenham expressdo diferencial no
cérebro. Portanto, os efeitos toxicos iniciais, prévios a agregagio, envolvem apenas

determinadas popula¢des de neurbnios (HACKAM et al., 1998).

Esse modelo finalmente deve explicar por que hd um periodo pré-sintomatico

tdo longo em todas essas doengas, e por que nfio sd o tempo, mas a gravidade sdo tfo
diversos em cada individuo (KAKIZUKA et al., 1998).

Introducas
39



2. OBJETIVOS

41



2.1, OBJETIVOS

Os objetivos desse projeto foram:

a) Testar para a presenca de diferentes muta¢des por expansic de
trinucleotideos (CAG), (SCA1, SCA2, SCA3/MDYJ, SCA6, SCA7 e DRPLA)
¢ (CTG), (SCA®), através da técnica da PCR, em amostras de DNA
gendmico extraidas de pacientes com AEC.

b} Determinar a freqiiéncia relativa de cada uma das mutagles responsdveis por
AEC em familias com heranca autossémica dominante.

¢) Estudar as correlagdes entre o genotipo ¢ o fendtipo dos pacientes
analisados.

d) Caracterizar, do ponto de vista molecular, as mutacdes por expansic do
trinucleotideo (CAG), e (CTG), nas AEC dominantes, através da
determinacio do tamanho do tripleto (CAG), & (CTG), em individuos
normais e afetados.

¢) Determinar os padrdes de normalidade dos alelos CAG e CTG, em nossa

populagio.

2.2. IMPORTANCIA DO ESTUDO

As AEC sdo doengas progressivas para as quais nio existe tratamento
especifico. Com a detecgfio direta das mutacdes dindmicas em pacientes isolados, uma
reavaliacio das caracteristicas clinicas e patoldgicas das AEC se torna possivel. Isto tem
implicacGes diretas na classificacio dessas doengas neurodegenerativas, assim como no
estudo de casos ‘atipicos’, o que devera ajudar na melhor defini¢do do espectro clinico de
cada uma delas. A possibilidade de estabelecer correlagBes entre variabilidade clinica e
caracteristicas moleculares da mutagio pode ajudar no melhor entendimento e,
possivelmente, na determinagfio de hipdteses sobre 0 mecanismo fisiopatologico dessas
entidades, assim como dos processos de degeneracfio neuronal em geral. Uma aplicacio
pratica imediata derivada desse estudo é a determinagfio de padrbes para a definicdo de
alelos normais e anormais na nossa populacio, levando a critérios mais especificos para o

diagnéstico molecular de pacientes brasileiros com AEC.
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3.1. CASUISTICA

Apbs aprovagdo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da
FCM-UNICAMP foi iniciada a coleta de amosiras de pacientes para ¢ estudo. A
participacdo no estudo foi proposta a todos o0s pacientes avaliados no ambulatéric de
Neurogenética do HC-UNICAMP e que apresentavam quadro clinico de AEC. Ou seja
ataxia e incoordenaciio motora progressivas com padro de heranca autossbmico
dominante ou casos isolados, nos quais nfio havia informacio adequada sobre ¢ estado
clinico dos pais. O objetivo e os procedimentos envolvidos no projeto foram
detalhadamente explicados acs pacientes e seus familiares. Quando obtida a concordancia
em participar no projeto ¢ mediante a assinatura do formulério de consentimento (veija
Anexo) as coletas das amostras de sangue eram realizadas. Foram coletadas amostras
somente de individuos afetados. Histéria clinica, exame neurologico e genealogia detalhada
foram tambem obtidos para cada paciente probando (veja Anexo para formuldrio clinico).
Iniciou-se também amplo trabalho de divulga¢do com varios neurologistas e geneticistas do
pais, a fim de aumentar nossa casuistica. Vale lembrar que os mesmos critérios clinicos e
eticos aplicados nesse servico foram seguidos pelos colaboradores em outros centros
(assinatura do formulério de consentimento e preenchimento do formulério clinico). No
Anexo incluiu-se um exemplo de como os resultados do teste molecular foram enviados aos
colaboradores de outros centros do pafs. Quanto aos pacientes acompanhados nesse servigo,
esses receberam aconselhamento genético, orientagdo psicossocial e acompanhamento
neurologico pela equipe multidisciplinar do Ambulatério de Neurogenética do

HC-UNICAM, sob a coordenagio da Dra. Iscia Lopes Cendes.

No presente estudo, identificaram-se um total de 163 pacientes, pertencentes a
123 familias nfo relacionadas. Cingiienta e oito dessas familias foram selecionadas no
Ambulatério de Neurogenética do HC- UNICAMP e 65 familias foram identificadas por

colaboradores de outros centros.

Além disso, genotipamos um total de 30 individuos normais nio relacionados, a
fim de determinar os padrdes de normalidade dos alelos CAG (SCA1,5CA2,5CA3, SCAS,
SCA47, DRPLA) e CTG (SCA8) na populacio estudada.
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3.2. ASPECTOS ETICOS

Para assegurar que toda a manipulacio de informacdo clinica e molecular fosse
confidencial, questionarios clinicos, amostras de sangue e DNA foram identificados por um
codigo comum, designado no momento em que o individuo entrou no estudo. A chave de
identificacBo entre ¢ nome do individuo, seu dossi®é clinico e amostra de DNA era
conhecida apenas pelo clinico responsivel pelo atendimento direto do paciente.
InformagGes geradas durante o projetc e que tinham implicagdes na confirmacio
diagnéstica de individuos j& sintomaticos, foram comunicadas aos profissionais
responsaveis pelo tratamento direto dos pacientes. Dados para serem usados em diagnéstico
pré-sintomatico nfio foram gerados por esse projeto. Um formulério de consentimento
pos-informacdo {oi assinado por todoes os participantes no estudo {Anexo) . Este projeto foi

aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FCM- UNICAMP {Parecer n® 055/98).
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4.1, EXTRACAQ DE DNA:

Vinte a 30 ml de sangue venoso foram colhidos de cada individuo recrutado
para estudo. As amostras foram centrifugadas & 1900 pm por 10 minutos € a parte
intermediaria onde estfio localizados os leucéeites, foi transferida para um tubo de fundo
cbnico de polipropileno. Em seguida, foram adicionadas as solugbes de RSB ix ( até
completar um volume de 11ml ) e 60ul de Nonidet. A solucdo foi entdio centrifugada a
2.500 rpm por 10 minutos e o sobrenadante descartado. Trés mi de soligdo SDS 2 10% e
60pl de proteinase K( 100 mg/ ml ) foram adicionados e as amostras incubadas a 37°C por
24 h. Ap6s a incubagéo foi acrescentado trés mi de fenol, seguido de centrifugacio a 2.500
rpm por 10 minutos ¢ descarte da parte organica da solugio. Esse processo foi repetido com
1,5ml de fenol e 1,5mi de uma solugfio de dlcool isoamilico e clorofénmio (24:1}, seguido
de 3ml de uma solucdo de dlcool iscamilico e cloroférmio (24:1). O DNA gendbmico foi

entéo precipitado com 6ml de etanol absoluto (SAMBROOK et al., 1989).

4.2. GENOTIPAGEM DO FRAGMENTO (CAG)xE (CTG)y:

Nas sete AEC autossOmicas dominantes causadas pela expansiio de tripletos
(CAG)n e (CTG)n o teste direto da mutacfio foi realizado. Para 1sso, foi usada a
amplificagdo in vifro, através da PCR (reaciio da polimerase em cadeia), do fragmento de
DNA que contém o (CAG)n e (CTG), obtido a partir de leucéceitos do individuo. Um par de
fragmentos iniciadores ou “primers”, com seqiiéncia complementar 3 regido adjacente ao
(CAG)n ou (CTG), foi utilizado na reacdo de PCR juntamente com nucleotideos (dATP,
dTTP, dGTP e dCTP), nucleotideo radioativo («P*> dATP) ¢ a enzima Tug DNA
polimerase e/ou Tag Platinum. Condicdes da PCR  foram especificas para cada par de
“primers” utilizados (RANUM et al,, 1993; ORR et al, 1993; KAWAGUCHI et al., 1994;
PULST et al, 1996; ZHUCHENKO et al, 1997; DAVID et al., 1997) (Tabela 1) . Os
produtos da PCR foram ent3o submetidos a eletroforese em géis de sequenciamento por
aproximadamente 3 horas; posteriormente, foi utilizada uma membrana de nailon com
carga positiva para a transferéncia (Hybond — N"), molhada dos dois lados com TBE10x,

cobriu-se o gel com essa membrana e com dois pedagos de papel “whattman”™ do mesmo
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tamanho da membrana e deixou-se de um dia para outro. No dia seguinte, lavou-se a
membrana com duas solugdes NaOH 0,4N por quinze minutos e SSPE 2x, apos uma
hibridizag8o 2 42°C “over night”, utilizando uma sonda marcada radioativamente com P2
dATP. A leitura dos alelos foi feita por auto-radiografia apGs 3 dias de exposicio a filmes
de raios X, sob temperatura ambiente (ORR et al, 1993; KAWAGUCHI et al.,, 1994;
PULST et al,, 1996; SILVEIRA et al., 1996; ZHUCHENKO et al, 1997; DAVID et al,
1997, LOPES-CENDES et al, 1997a). O tamanho dos alelos (CAG), e (CTG), foram
determinados por comparacio com fragmentos de DNA submetidos 3 eletroforese em
paralelo e cujo tamanho ja era conhecido ou, quando o tamanho nio era conhecido foi
utilizado um marcador de pares de bases (SILVEIRA et al., 1996; LOPES-CENDES et al.,
1997a). Ja existem alguns estudos que estabeleceram, em algumas populagdes, os tamanhos
para alelos normais e expandidos nas sete formas de AEC autossdmicas dominantes
causadas pela expansdo de (CAG)n e (CTG),. E importante notar que existe a possibilidade

de uma superposigfo entre ¢ tamanho dos alelos normais e expandidos, os chamados alelos

mtermediarios.
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4.3. METODOLOGIA ESTATISTICA

Para comparar os tipos de mutacdo com os aspectos clinicos, foi utilizado o
teste Exato de Fisher.

Para comparar os grupos normal e afetado com o tamanho do alelo, foi utilizado
o teste de Mann-Whitney.

Para comparar o tamanho dos alelos normais e expandidos com as varidveis

sexo e transmissdo, foi utilizado o teste de Mann-Whitney para o grupe SCA3 e Mann-

Whitney Exato para o grupo SCAL.

Para comparar o tamanho dos alelos normais e expandidos com g variavel idade

de inicio, fol utilizado o coeficiente de correlaciio Spearman ( FLEISS, 1981; CONOVER,
1971).
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5. RESULTADOS
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Foram estudados cento ¢ sessenta e trés individuos perfazendo um total de 123
familias, ndo relacionadas. Cingilienta e oito dessas familias sdo acompanhadas no
Ambulatorio de Neurogenética e 65 familias foram identificadas e enviadas por

colaboradores de outros centros.

Cinglienta e dois individuos em estudo foram positivos para a mutacio
SCA3/MJD (41 familias nfo relacionadas), 7 individuos foram positivos para SCAJ
(6 familias ndo relacionadas), 2 individuos foram positivos para SCA2 (2 familias nfo
relacionadas), 2 individuos foram positivos para SC47 ( 2 famihas pfo relacionadas) e
nenhuma mutagfo foi encontrada para SCAS, DRPLA e SCAS. Portanto, 32% do total de
casos (33% das familias) apresentam a mutaciio SCA3/MJID, 4% apresentam a mutagfo
SCAlL (5% das familias), 1% apresentam a mutacio SCA2 (2% das familias) e 1%
apresentam a mutagdo SCA7 (2% das familias) (Tabela 2)

Tabela 2: Relagdo entre o tipo de mutagfo, niimero de individuos positivos e a fregliéncia.

MUTACAO NUMERQO DE INDIVIDUOS FREQUENCIA
SCA1 7 4%
SCA2 2 1%
SCA3/DMJ 52 32%
SCA7 2 1%
Resultados
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O tamanho dos alelos CAG normais encontrados no gene SCA3/MJD de
pacientes variou de 12 a 31 CAGs e do alelo expandido variou de 63 a 78 CAGs. O
tamanho dos alelos CAG normais encontrados no gene SC47 de pacientes variou de 30 a
33 CAGs ¢ do alelo expandido variou de 48 a 57 CAGs. O tamanho do alelo CAG normal
encontrados no gene SCA2 de pacientes foi de 22 a 23 CAGs e do alelo expandido variou
de 48 a 50 CAGs. O tamanho dos alelos CAG normais encontrados no gene SCA7 de
pacientes variou de 11 a 12 CAGs e do alelo expandido variou de 45 a 50 CAGs (Quadro 3)

Quadro 3: Varia¢io dos tamanhos dos alelos normais e dos alelos expandidos para as

mutacdes encontradas.

Mutacéo Tamanho dos alelos normais Tamanho dos alelos expandidos
SCAl 30-33(CAG), 48 — 57 (CAG),
SCA2 22 - 23 (CAQG), - 48 -50 (CAG),
SCA3/DMJ 12 -31(CAG), 63 — 78 (CAG),
SCA7 1112 (CAG), 45 - 50 (CAG),

N&o se encontrou diferenca significativa entre o tamanho do alelo CAG normal
e as varidveis sexo e tipo transmissfio (materna ou paterna) para os pacientes com a
mutacdo SCA/ (teste de Mann-Whitney, sexo p= 0.14 e transmissio p= 0.57). Essas
comparacbes também ndo foram significativas no grupo de pacientes com a mutacdio
SCA3/MJD (sexo p= 0.22 e transmissio p= 0.42). Também ndoc se encontrou correlacéo
entre o tamanho do alelo CAG expandido ¢ as varidveis sexo e tipo de transmissiio para os
pacientes com a mutacio SCA4/ (teste de Mann-Whitney, sexo p=0.82 e transmissio

p=0.42). e SCA3/MJD (sexo p= 0.84 e transmissdo p= 0.54) (Quadros 4, 5, 6, 7).

Quando se analisou a idade de inicio da doenga e o tamanho dos alelos CAG
(correlagdo de Spearman) viu-se que, na comparacio entre o tamanho do alelo normal e a
idade de inicio para as mutagbes SCA! e SCA3/MJD ndo foram encontradas qualquer

relaglio (SCAI p= 0.55 e SCA3/MJD p= 0.45) . No entanto, houve uma tendéncia, nio
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significativa estatisticamente, para a comparacio entre 0 tamanho do alelo expandido e a
idade de inicio para a mutagio SCA/ (p= 0.06); ja para a mutacdo SCA3/MJID, tal
correlaglo foi significativa, mostrando que quanto mais precoce a idade de inicio da doenca

maior € a expansdo CAG (p= 0.001) (tabela 6,7,8 ¢ 9).

Na comparagio dos achados clinicos entre os pacientes com as mutacdes SCAJ

e SCA3/MJD encontrou-se que somente o achade de nistagmo se correlacionou

significativamente com a presenca da mutagio SCA3/AMID { Fisher p=0.036)
(Tabela 3 e 4).

Na andlise do tamanho dos alelos CAG em 30 individuos normais, portanto 60
alelos CAG normais genotipados, encontrou-se que: para o gene SCAJ, tais alelos variaram
de 26 a 37 CAGs com média de 32,9 CAGs ¢ mediana de 33 CAGs. Para o gene SCA2Z, os
alelos normais da populacio controle variaram de 22 a 30 repetiches CAG, com média de
22,3 CAGs e mediana de 22 CAGs. .No gene SCA3/MJD, os alelos CAG normais variaram
de 14 a 32 CAGs, com média de 22.6 CAGs e mediana de 23 CAGs. No gene SCAG6, os
alelos normais variaram de 5 a 20 CAGS com média de 12.2 CAGs e mediana 11.5 CAGs.
No gene SCA47, a variagdo do alelo CAG normal foi de 7 a 16 CAGs com média de 10.3
CAGS ¢ mediana de 10 CAGs. No gene DRPLA, os alelos normais da populagdio brasileira
estudada variaram de 8 a 19 CAGs com média de 12.6 CAGS e mediana de 13 CAGs. No

gene SCAS, os alelos CTG normais variaram de 74 a 90 CTGs com média de 77.9 CTGse
mediana 76.5 CTGs. (Tabela 5)
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Tabela 5: Variagdo dos tamanhos dos alelos normais, média e mediana analisados 30

individuos normais (60 alelos) para cada mutagio estudada.

Mutacio Tamanho dos alelos normais Média Mediana
SCALl 26 =37 (CAG), 329 33
SCAZ2 2230 {CAG), 223 22

SCA3/DMI 14-32 {CAG), 22.6 23
SCAb 5+ 20 (CAG), 2.2 1.5
SCA7 716 (CAG), 10.3 I0
SCAR 74 - 90 (CTG)Y, 77.9 76.5

DRPLA &~ 19 {CAG), 12.6 13

Tabela 6: Localizagio mais comum, variagiio de freqiiéncia no Brasil em relacdio a cada

uma das mutagdes (SCA1, SCA2, SCA3/DMJ e SCA7).

Mautacio Localizacio mais comum Variacfio de fregiiéncia no Brasil
SCA1 Italiana e europeus orientais 6/5%
SCAZ Mexicanos, negros norte-americanos, franceses ¢ 9/2%
Suecos
SCA3/DMI Portugueses e agorianos 30/33%
SCA7 Virias origens geograficas 0/ 2%
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A mutacio SCAJ ja foi encontrada em familias com diferentes origens étnicas e
geograficas, porém tem sido mais fregiientemente relatada em familias de descendéncia
italiana e entre europeus orientais (RANUM et al., 1994a; SILVEIRA et al, 1996;
LOPES-CENDES et al, 1997a). Em familias norte-americanas, a freqiiéncia da mutacio
SCA1 ¢ de 3 a 10% (RANUM et al, 1994a; SILVEIRA et al, 1996) e, em familias
brasileiras, a anterior relatada foi de 6% (LOPES-CENDES et al., 1997a). Tal relato prévio

na populagio brasileira ¢ bem semelhante 3 proporcfio encontrada nesse estudo atual, que
foide 5% (Tabela 5).

A mutagfio SCA2 tem sido relatada como a segunda causa mais freqiiente de
ataxia dominante em populagdes mistas, com uma freqli€ncia de 13 a 24% em pacientes
mexicanos, negros norte-americanos, franceses e suecos (GESCHIWIND et al, 1997;
SCHOOLS et al., 1997). Em familias brasileiras, a freqliéncia previamente estabelecida foi
de 9% (LOPES-CENDES et al,, 1997a), o que foi diferente do encontrado nessa amostra
atual de pacientes , apenas 2% (Tabela 6).

A mutagio SCA3/MJD é relatada como a mais freqliente em populacdes
portuguesas ¢ acorianas, mas € também responsavel por aproximadamente 20% de todos os
casos, na populagio ndo portuguesa na América do Norte (SILVEIRA et al, 199¢;
RANUM et al., 1995). No Brasil, tem sido relatada como a forma mais freqgilente de AEC
autossomica dominante, com uma freqtiéncia de aproximadamente 30% em relatos
anteriores (LOPES-CENDES et al., 1997a; LOPES-CENDES et al., 1997¢). Os achados do
estudo atual estdo de acordo com os dados previamente apresentados para a populacio
brasileira, freqli€ncia de 33% (Tabela 6).

A mutagfo SCA7 foi encontrada em individuos de varias origens geograficas:
Bélgica, Franca, Inglaterra, Suécia, Noruega, EUA, Brasil, Israel, Holanda, Argélia,
Tunisia, Coréia e Africa do Sul (STEVANIN et al., 1998). Sua freqiiéncia, porém, para a
populagdo brasileira nio havia sido estimada anteriormente. No presente estudo,

encontrou-se uma fregiiéncia de 2% (Tabela 6).

Relatos anteriores nfio detectaram a mutagiio no gene DRPLA na populagio
(LOPES-CENDES et al.,, 1997a), 0 mesmo foi encontrado no presente estudo. Existem

alguns relatos prévios do encontro de mutacbes SCA6 e SCAS em pacientes brasileiros,
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porém suas freqiiéncias na nossa populagio nio foi estimada (SILVEIRA et al. 2000). Esse
estudo ndo identificou nenhum paciente com essas mutacdes, o que indica que tais tipos de

AEC sdo raros na populacio brasileira.

Muito se tem especulado sobre as diferencas clinicas entre os pacientes com 08
diversos tipos de AEC e pode-se ter uma idéia a priori do tipo de mutagdo, com base na
apresentag8o clinica (ARRUDA E TEIVE et al, 1997). Esses dados indicam que existe
grande heterogeneidade clinica entre pacientes com SCA1 e SCA3/DMJ (os Unicos dois
grupos com nimero suficiente de pacientes para serem analisados), sendo que apenas a
presenca mais freqiiente de nistagmo foi encontrada entre os pacientes com SCA3/DMJ
(87%) em comparagdo com o0s pacientes com SCAJ (43%), p=0,036). Esse estudo
demonstrou que o tamanho dos alelos normais nas seqiéncias CAG dos genes SCAJ, SCA42,
SCA3/DMJ, SCA6, SCA7, DRPLA ¢ da seqiiéncia CTG no gene SCAS nio diferem
significativamente dos valores relatados na literatura (Quadro 2 e 3). Além disso, nio se
encontrou nenhuma sobreposi¢do entre os tamanhos dos alélos normais ¢ expandidos, o que
permitiu o diagndstico molecular de certeza em todos os casos analisados. Esses resultados
sdo de grande importancia pritica, pois auxiliam na orientagio do diagnostico molecular
dos pacientes com AEC no Brasil. Com base nesses achados pode-se recomendar que, em
primeiro lugar, seja pesquisada a mutagio SCA3/DMJ, seguida da SCAI, SCAZ, SCA7 e,

somente depois dessas serem negativas, haveria indicacio para a pesquisa das mutac¢les
SCA6, SCA8 e DRPLA.

A recomendacfio para seqiiéncia da pesquisa das mutagSes também esta
relacionada com a distribuigdo étnica do Brasil, em razio da imigragio para cada uma das
regibes brasileiras,e devido a nossa colonizagdo ser portuguesa, estes fatores fazem com

que a primeira mutagdo a ser estudada seja a mutacio SCA3/DMJ (Tabela 6).
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&

O diagnéstico molecular foi possivel em 38% dos individuos com o
diagnéstico clinico de AEC, sendo a mutagio SCA3/DMJ a mais fregiiente

€I NIOSSe meio.

Os estudos moleculares foram importantes para estabelecer quais as formas
de AEC mais fregiientes em nosso meio ¢ assim orientar o diagnéstico

clinico e molecular.

Uma correlagio inversa entre o nimero de repeti¢des trinucleotidicas CAG e
a idade de inicio dos sintomas clinicos foi identificada entre os individuos

com AEC autossdmicas dominantes analisados.

A caracterizacio molecular das AEC autossdmicas dominantes, em todas as
amostras analisadas, quanto a variacdes dos alelos CAG e CTG normais e

expandidos se mostraram condizentes com achados mundiais.
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é«% Universidade Estadual de Campinas
) Departamento de Genética Médica

UNIiCAMP

ENCAMINHAMENTO DE AMOSTRAS DE SANGUE PARA O LABORATORIO DE GENETICA

MOLECULAR

Seguir as instrugdes para coleta de amosiras de sangue para extracio direta de DNA e contactar o
iaboratério de genética molecular para obter autorizacio para a coleta {rama}l: 6-88902).

Data da coleta: Nome do paciente: Idade:

Filho de consanguineos: { ) sim { )nio
Origem étnica dos avos: Maternos: - Paternos: -

HC:

Registro no Dep. de Genética Médica (DGM):

Ambulatorio:

Docente Responsavel:

Diagneostico Clinico:

Resumo  da  histéria  clinica e exame fisico (incluir idade de
sintomas):

inicio

dos

Heredograma: Sexo feminino O Sexo masculino

Clinicamente afetado Possivelmente afetade O D
Individuo cuja amostra foi colhida —»

Anexos
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% Universidade Estadual de Campinas
L Departamento de Genética Médica

UNICAMP
FORMULARIO PARA AVALIACAQ CLINICA DE INDIVIDUOS COM ATAXIA
ESPINOCEREBELAR
1.Neme
2.HC: 3.DGM:
4. Data da comsulta: 5. Nimero no heredograma:
6.Origem éinica dos avos: §.1.Maternos 4 6.2.Paternos: A

7. Heranca genética: (case isolado, autossémica recessiva, sutossdmica deminante, heranga materna, heranga
ligada as X):

8. Historia Médica Pregressa:
8.1. Diagnéstico de ataxia: Sim ( ) Nao( ) Idade:
8.2. Primeiros sintomas: Idade:

8.3. Outros sintomas neurolégicos:
8.4. Qutras condicies médicas (ex. diabetes, hipertensiio, etc.):

9. Uso de Drogas ou Medicacdes:
9.1 Bebida alcoslica:
9.2 Medicaciio em uso (incluir dose ¢ por quanto tempo vern tomande):

1¢. Achados Neurologices: Sim Nio Idade de Aparecimento
16.1. Alteracées Cognitivas:

16.2. Movimentos Oculares anormais:
10.2.1.Nistagmo:
10.2.2. Movimentos sacadicos lentos

10.3. piminuicio da acuidade visual
1.4, Atrofia éptica

10.5, Retinite pigmentosa

10.6. Diminuiciio da acuidade andititva
10.7. Disartria

10.8. Disfagia

10.9. Incoordenacio:
10.%9.1.Membros superiores
10.9.2. Membros inferiores
10.9.3.Marcha
16.10. Tremor
16.11. Caimbras musculares
10.12. Fasciculagoes:
10.12.1. Membros
19.12.2. Facial
19.12.3. Perioral
10.12.4. Lingual
10.13. Sipais extrapiramidais
10.14. Movimentos involuntarios

10.15. Distonia
10.16. Reflexos tendinoses: Membros superiores: Normal { ) Aementado ()
Diminuidos ( ) Ausente { )
Membros inferiores: Normal { ) Aumentado { )}

Dimipuide () Ausente ()
106.17. Sensibilidade:

10.18. CT:

10.19. MRI:
10.26. EMG:
10.21. Autepsia:
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g..;' Universidade Estadual de Campinas
UNICAMP Departamento de Genética Médica

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA, Pagina 1 de 3

Titulo do projeto: Estudos Genéticos em Ataxias Espinocerebelares

Investigador principal: Dra. Iscia Lopes Cendes

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entende que fui convidado (a) a participar em um projeto de pesquisa envolvendo
pacientes com ataxia espinocerebelar. O objetivo geral do estudo é o de determinar a fregiiéncia ¢ as
caracteristicas moleculares das diferentes formas de ataxia espinocerebelar. Esses estudos poderdo
levar a identificagdio do defeito genético que causa a forma de ataxia da qual sou portador. Além de
Jevantar dados que possibilitario um conhecimento mais aprofundado das ataxias espinocerebelares.
Tanto as amostras de DNA, de linhas celulares e a informacgio médica a meu respeito bem como a
respeito de minha familia que forem obtidas para esse estudo, poderio ser compartilhadas com outros
pesquisadores que trabalham com ataxias espinocerebelares. Podendo assim ser utilizadas
eventualmente para outros fins de pesquisa sobre as ataxias. O sigilo ser4 mantido em todos os
estudos colaborativos através da utilizacio de um nimero de cédigo para a identificacio dos
individuos participantes.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que se concordar em participar desse estudo, os pesquisadores participantes
fardo perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e familiais. Eu serei submetido a um
exame fisico neurologico para confirmagio do meu estado clinico. Além disso, poderei ser submetido
a uma tomografia computadorizada ou uma ressondncia magnética de cranio. Uma amostra de
sangue venoso sera colhida (20 a 30 mi, o equivalente a duas colheres de sopa). Hospitalizagio ndo
sera necessaria. Os procedimentos mencionados acima, com excegdo da coleta da amostra de sangue,
fazem parte dos cuidados médicos de rotina para um paciente com ataxia. Os procedimentos
mencionados acima serdo realizados dentro do primeiro ano apés o meu consentimento em participar
no estudo, porém a pesquisa laboratorial utilizando as amostras de sangue poderio ser feitas durante
um periodo méximo de 30 anos apos a coleta. As células que por ventura forem isoladas do meu

sangue serdo preservadas para utilizacdo durante todo o estudo e depois que ele se completar serdo
destruidas.

RISCO E DESCONFORTO:

Uma coleta de 20 a 30 ml de sangue venoso ser4 efetuada. Os riscos associados a esse
procedimento s&o minimos, podendo ocorrer dor ¢ manchas roxas (equimoses) no local da coleta do
sangue. O desconforto serd minimo pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da veia do

brago que serd realizada por profissional treinado e devidamente habilitado para realizar esse
procedimento.
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VANTAGENS:

Eu entende que nfo obterel nenhuma vantagem direta com a minha participaciio nesse estudo
e que o meu diagnostico e o meu tratamento provavelmente ndo serdo medificados. Os resultados dos
testes moleculares obtidos, serdo disponiveis através do meu acompanhamento no Ambulatério de
Neurogenética que funciona toda segunda-feira das 8:30 as 12:00hs no 2° andar do Hospital de
Clinicas (HC) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), tel. (019) 788-8908. Esse
Ambulatério oferece um atendimento multidisciplinar com a participagio de geneticista clinico,
neurologista, psicologo(a), assistente social e fisioterapeuta. E importante salientar gue qualquer

membro da minha familia que desejar obter orienta¢fio genética podera ser atendido Ambulatorio de
Neurogenética do HC-UNICAMP.

SIGILO:

Eu entendo que toda informacio médica, e os resultados dos testes genéticos decorrentes
desse projeto de pesquisa, fardo parte do meu prontuario médico e serio submetidos aos
regulamentos do HC- UNICAMP referentes ao sigilo da informagio médica.

Se os resultados ou informagdes fornecidas forem utilizados para fins de publicacio
cientifica, nenhum nome sera utilizado.

FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL:

Eu entendo que posso requisitar informagdes adicionais relativas ao estudo a qualguer
momento. A Dra. Iscia Lopes Cendes, tel (019) 788-8907 estara disponivel para responder minhas
questdes ¢ preocupacdes. Em caso de recurso, duvidas ou reclamacfes contactar a secretaria da
comissdo de ética da Faculdade de Ciéncias Médicas-UNICAMP, tel. (019) 788-7232.

RECUSA OU DESCONTINUACAOQ DA PARTICIPACAQ:

Eu entendo que a minha participagio € voluntéria € que eu posso me recusar a participar ou
retirar meu consentimento e interromper a minha participagio no estudo a qualguer momento
(incluindo a retirada da amostra de sangue) sem comprometer os cuidados médicos que recebo
atualmente ou receberei no futuro no HC- UNICAMP. Eu reconhego também que a Dra. Iscia Lopes

Cendes pode interromper a minha participagio nesse estudo a qualquer momento que julgar
apropriado.
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Eu confirmo que o{a) Dr(a).
me explicou o objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei submetido e os riscos,
desconforto e possiveis vantagens advindas desse projeto de pesquisa. Eu li e/ou me foi explicado,

assim como compreendi esse formulério de consentimento e estou de pleno acordo em participar
desse estudo.

Nome do participante ou responsével

Assinatura do participante ou responséavel data

Nome da testemunha

Assinatura da testemunha data

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a
o objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e os possiveis riscos € vantagens que poderio advir

do estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma copia desse
formulério de consentimento ao participante ou responsavel.

Nome do pesquisador ou associado

Assinatura do pesquisador ou associado data
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