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NOTA EXPLICATIVA

Seguindo os critérios estabelecidos pelo Colegiado do Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias da Salde - Area de Concentragéo: Salude da Crianca e do
Adolescente da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais
(FM-UFMG), esta tese foi elaborada na forma de artigos cientificos, contendo um
artigo de revisao e outro original.

E de acordo com a resolucao 03/2010 que regulamenta o formato de teses e
dissertacdes do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias da Saude — Saude da
Crianca e do Adolescente da Faculdade de Medicina da UFMG a apresentacao
desta tese seguira o0 esquema:

1. Consideracgoes iniciais

2. Artigo | - Sequenciamento de nova geracao no estudo de miopatias

relacionadas a selenoproteina N1.
3. Objetivos
4. Metodologia
5. Artigo Il - Aplicacdo do Sequenciamento de Nova Geragdo (NGS) no
estudo de muta¢cdes em pacientes brasileiros com miopatias relacionadas
a selenoproteina N1.

6. Considerag0es finais

7. Apéndices e Anexos



RESUMO

Introducdo: Diferentes formas de miopatias estdo relacionadas ao gene da
selenoproteina N1, entre as quais a distrofia muscular congénita tipo espinha rigida
(DMER), miopatia multiminicore (Mm), desmiopatia com mallory body e miopatia
com desproporcdo congénita de fibras (MDCF). Até o momento, ndo ha estudos
nacionais sobre mutacdes no gene SEPN1 em pacientes brasileiros com miopatias
relacionadas a selenoproteina N1. O presente estudo é uma tese de doutorado
apresentada na forma de dois artigos cientificos: o primeiro, uma revisdo da
literatura sobre o sequenciamento de nova geragdo no estudo de miopatias
relacionadas a selenoproteina N1; e 0 segundo apresenta os resultados da
aplicacdo do sequenciamento de nova geracdo no estudo de mutacdes em
pacientes brasileiros portadores de miopatias relacionadas a selenoproteina N1,
assim como o estudo destes pacientes para outros genes relacionados a doencas
neuromusculares. Objetivo: Avaliar a presenca e caracterizar as mutacfes no
gene SEPN1 em pacientes brasileiros com miopatias relacionadas a
selenoproteina N1, correlacionando tais mutacbes aos achados clinicos e
histopatolégicos, assim como realizar a verificacdo de possiveis mutacdes em
outros genes relacionados a doencas neuromusculares que apresentam
caracteristicas fenotipicas semelhantes aos das selenopatias. Metodologia:
Incluiram-se 19 pacientes portadores de miopatias relacionadas a selenoproteina
N1 de 16 familias diferentes. Desses, 14 foram classificados como portadores de
DMER, quatro com Mm e um com MDCF. Foram avaliados os aspectos clinicos,
histopatoldgicos musculares (reacfes histoldgicas e histoquimicas musculares) e
moleculares. O estudo genético foi feito através de sequenciamento de Sanger afim
de detectar mutacdes no gene SEPN1. Os demais genes foram avaliados através
de sequenciamento de nova geracao realizado em painel contendo 61 principais
genes relacionados a doencas neuromusculares. Realizou-se estudo de
segregacao familiar em alguns familiares por sequenciamento de Sanger.
Resultados: O estudo molecular revelou mutacdes em 12 familias. Familia 1: um
paciente com fenoétipo classico de Mm, apresentou uma mutacao nova (c.1010G>T)
em heterozigose composta com uma mutagdo patogénica ja descrita (c.1384T>G)
no gene SEPN1. Familias 2, 3, 4 e 15: quatro pacientes ndo aparentados, com
fenétipo de DMER, apresentaram a insercdo de uma base fora de fase (c.713-
714insA), trés deles em heterozigose composta com outras mutacdes patogénicas,
sendo uma delas uma mutagéo nova (3’'UTR:c.53G>T) e um em homozigose (caso
18). Familia 5: um paciente com Mm forma pré-natal com artrogripose e mutacao
com sentido trocado em heterozigose (c.583G>A), cuja alteragdo complementar
nao foi identificada. Familia 16: um paciente com Mm no qual foi encontrada uma
mutacdo patogénica (c.1406G>A) em heterozigose composta com uma mutacéo
nova (c.1396C>T) no gene SEPN1. Familia 14: um paciente com MDCF com
insercao de 12 bases em fase (c.316-317ins12bp) no gene SEPN1, esta alteracao
foi considerada como um polimorfismo, neste paciente foram detectadas mutacdes
em heterozigose composta (c.6469G>A/c.9457G>A) no gene RYRL1. Familia 12:
trés irmaos afetados com quadro de miopatia e rigidez cervical, nos quais foi
identificada uma insercédo em fase, de trés pares de base, em heterozigose (c.438-
439ins3bp) no gene SEPNL1, esta alteracdo foi considerada como um polimorfismo
e posteriormente foi detectada uma mutacdo patogénica no gene LAMA2 em
heterozigose composta com uma mutacdo nova (c.1259delA). Na Familia 10 e 11
foram detectadas mutacdes em heterozigose composta nos genes COLG6AL e



COLG6A3, sendo na familia 10 ambas ja descritas como patogénicas (c.6859delG/
€.6064_5G>A) e na familia 11 uma mutagdo patogénica (c.850G>A) em
heterozigose com uma mutagdo nova (c.2959G>A). Conclus&o: As miopatias
relacionadas a selenoproteina N1 apresentam ampla variabilidade fenotipica e
genotipica. Foram detectadas 12 mutacdes patogénicas no gene SEPN1 em 7
pacientes com DMER e Mm, dentre estas 4 ndo haviam registros na literatura
meédica. Além disso, foi possivel detectar 10 mutacdes em 7 pacientes em outros 5
genes relacionados a doencas musculares incluidos no painel de NGS, sendo 8
descritas como patogénicas e duas mutacGes novas. A analise molecular pode
ajudar a confirmar o diagnostico de doencas complexas que apresentam ampla
variabilidade genética e fenotipica, bem como no aconselhamento genético das
familias .

Palavras-chave: Miopatias relacionadas a selenoproteina N1. Distrofia muscular
congénita tipo espinha rigida. Miopatia multiminicore. Miopatia com desproporcao
congénita de fibras. Sequenciamento de nova geracao.
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ABSTRACT

Introduction: Different kinds of myopathy are related to the selenoprotein N1 gene,
among which: congenital muscular dystrophy with rigid spine (RSMD) multiminicore
myopathy (Mm), desminopathy with Mallory body and congenital fiber-type
disproportion myopathy (CFTD). Until the present moment there are not any
national studies that evaluated mutations in the gene SEPNL1 in Brazilian patients
with myopathy related to selenoprotein N1. This study is a PhD thesis and will be
presented in the form of two scientific articles: the first is a literature review about
the next generation sequencing in the study of the myopathies related to
selenoprotein N1 and the second shows the results of the the next generation
sequencing in the study of Brazilian patients with myophathies related to
selenoprotein N1, and the study of these patients for others genes related to
neuromuscular diseases. Objective: To evaluate the presence and characterize the
mutations in the SEPN1 gene in Brazilian patients with myophathies related to
selenoprotein N1, correlate the mutations to clinical and histopathological findings,
thereby checking mutations in some others genes related to neuromuscular
diseases that can show similar phenotypic characteristics to the myopathies related
to selenoprotein N1. Methodology: 19 patients were included with myopathies
related to SEPN1 from 16 different families. Among these, 14 were classified as
RSMD, four with Mm, and one with CFTD. The clinical, muscular histopathologics
(histological reactions and muscle histochemical) and molecular findings were
evaluated for the characterization of mutations in the SEPN1 gene to research and
identify mutations in the SEPN1 gene as well as in others genes included in the
next generation sequencing technique that include the 61 principal genes related to
neuromuscular diseases. We conducted family segregation studies of some families
by Sanger sequencing. Results: The molecular study revealed mutations in 12
families. Family 1 : one patient with classic phenotype Mm , with one new mutation
(c.1010G>T) in compound heterozygous with one pathogenic mutation already
described (c.1384T>G) in SEPN1 gene. Families 2, 3 , 4, and 15: four unrelated
patients with RSMD phenotype, showed insertion of a base out of phase (c.713-
714insA) , three of them in compound heterozygous with other pathogenic
mutations, one being a new mutation (3'UTR: ¢.53G>T) and homozygous (case 18)
Family 5: One patient with Mm prenatal form with arthrogryposis showed a
missense mutation in heterozigose (c.583G>A) in which the complementary
change was not identified. Family 16: A patient with Mm was detected with a
pathogenic mutation (c.1406G>A) in compound heterozygosity with a new mutation
€.1396C>T. Family 14: One patient with CFTD showed insertion of 12 bases in
phase (c.316-317 Ins.12bp), this insertion was considered a polymorphism. In this
patient was a mutation  detected in  compound  heterozygosity
(c.6469G>A/c.9457G>A) in the RYR1 gene. Family 12: three siblings with with
RSMD phenotype , were identified with an insertion in frame, three base pairs, in
heterozygous (c.438-439ins3bp), it was considered as a polymorphism. In this
family a pathogenic mutation was detected in LAMA2 gene in compound
heterozygosity with a new mutation (c.1259delA). In the families 10 and 11 were
mutations detected in compound heterozygosity in the COL6A1 e COL6A3 genes,
in the family 10, both mutations were described as pathogenic (c.6859delG/ ¢.6064-
5G>A) and in family 11 was one pathogenic mutation (c.850G>A) detected in
compound heterozygous with a new mutation (c.2959G>A). Conclusion:
myopathies related to selenoprotein N1 showed wide phenotypic and genotypic
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variability. 12 pathogenic mutations were detected in SEPN1 gene in 7 patients with
RSMD and Mm, among them 4 didn’t have registers in the medical literature. In
Addition, it was possible to detect 10 mutations in 7 patients in 5 others genes
related to neuromuscular diseases that were included in a NGS panel, being, 8
already described as a pathogenic mutations and, two were considered as new
mutations. The molecular analysis could help to confirm the diagnosis of complex
diseases that show wide genetic and phenotypic variability, as well as genetic
counseling of the families.

Keywords: Myopathies related to selenoprotein N1. Congenital muscular dystrophy
with rigid spine. Multiminicore myopathy. Congenital fiber-type disproportion
myopathy. Next generation sequencing.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

A selenopatias sdo afeccdes que integram um grupo de miopatias
relacionadas a selenoproteina N1. Esta é uma proteina da familia das
selenoproteinas, que sdo caracterizadas pela presenca da selenocisteina (Sec) em
sua estrutura primaria. A selenocisteina representa a principal forma biologica do
selenium (MOGHADASZADEH; BEGGS, 2006).

A selenoproteina N1 é codificada pelo gene SEPN1, que esta localizado na
décima terceira sub-banda, da sexta banda, da terceira regido do braco curto do
cromossomo 1 (1p36.13) e é uma glicoproteina integral de membrana de 70 kDa
localizada no reticulo endoplasmatico de diversos tecidos e se expressa
precocemente durante a embriogénese (MOGHADASZADEH et al. 2001; PETIT et
al., 2003).

As primeiras mutacdes no gene da selenoproteina N1 (SEPN1) foram
identificadas em pacientes com distrofia muscular congénita tipo espinha rigida
(DMER) no ano de 2001, posteriormente mutacdes neste gene foram associadas a
outras trés formas de doencgas musculares autossémicas recessivas, sendo elas, a
miopatia multiminicore (Mm), a desminopatia com Mallory body e a miopatia com
desproporc¢éo congénita de fibras (MDCF) (FERREIRO et al. 2002; 2004).

Contudo, apesar de apresentarem mutacfes em um mesmo gene e
compartilharem algumas caracteristicas semelhantes, estas quatro doencas
musculares sao descritas na literatura como condigcbes com fendtipos clinicos e
histopatoldgicos bem definidos (MOGHADASZADEH; BEGGS, 2006).

Devido a tais achados, pesquisas avaliando a associacao desses fenotipos
ao gene SEPN1 tém sido realizadas em todo o mundo, porém ainda nao havia
estudos descritos envolvendo pacientes na populagéo brasileira.

No entanto, realizou-se no periodo de 2009 a 2011 o primeiro estudo
nacional, tratou-se de uma dissertagdo de mestrado na qual foram detectadas,
através de sequenciamento de Sanger, mutacdes em 8 dos 18 pacientes incluidos
no estudo.

Porém, dentre os pacientes nos quais identificou-se mutacdes no gene
SEPN1, foi possivel concluir o diagnéstico molecular de apenas um deles, pois

apenas este apresentou mutacdo em heterozigose composta, nos demais foram
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identificadas mutagdes em apenas um alelo, gerando a necessidade de um estudo
mais aprofundado destes pacientes.

Desta forma, a presente tese de doutorado, teve como objetivo uma melhor
caracterizacdo do genotipo dos pacientes previamente estudados na dissertacao
de mestrado, assim como a verificacdo de mutacdes relacionadas a outros genes
no espectro das doencas neuromusculares através da inclusdo destes pacientes
em um estudo realizado por sequenciamento de nova geracao (NGS) utilizando um
painel, contendo os 61 principais genes relacionados a doencas neuromusculares,
como ferramenta molecular.

Esta tese de doutorado serd apresentada sob a forma de artigos, conforme
orientado pelo Programa de Poés-Graduacdo em Ciéncias da Saude, area de
concentracdo Saude da Crianca e do Adolescente da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal de Minas Gerais.

Para tal objetivo, foram elaborados dois artigos: o primeiro consiste em uma
revisdo da literatura sobre as miopatias relacionadas a selenoproteina N1, o gene
SEPNL1, o seu produto génico e sobre as aplicacbes do sequenciamento de nova
geracdo no estudo destas miopatias. O segundo artigo foi elaborado utilizando os
resultados dos estudos clinicos, histopatolégicos musculares e genéticos
moleculares realizados em pacientes previamente classificados como portadores
de miopatias relacionadas a SEPN1 acompanhados no Ambulatério de Doencas
Neuromusculares do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG), no Centro de Estudos do Genoma Humano da USP, na AACD de
Recife e do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Riberao Preto-USP,
a partir de colaboracdo estabelecida entre a orientadora deste projeto e a
Professora Dra. Mariz Vainzof, Dra. Vanessa Van Der Linden e Dr. Charles

Marques Lourenco, respectivamente.
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2 ARTIGO 1 — SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO NO ESTUDO
DAS MIOPATIAS RELACIONADAS A SELENOPROTEINA N1

RESUMO

Este artigo refere-se a uma revisdo bibliografica sobre as selenopatias e as
técnicas de estudo por sequenciamento de nova geracdo. Fonte de dados: revisdo
bibliografica ndo sistematica, referente ao periodo de 1956 a 2016, utilizando as
base de dados PubMed/ MEDLINE e LILACS, a partir das seguintes palavras-
chave: miopatias relacionadas a selenoproteina N1, sequenciamento de nova
geracdo, gene SEPN1 e equipamentos de segunda geracdo. Sintese dos dados:
as miopatias relacionadas a selenoproteina N1 representam um grupo heterogéneo
do ponto de vista clinico e histopatologico. S&o reconhecidas quatro diferentes
formas de miopatias, a distrofia muscular congénita forma espinha rigida, a
miopatia multiminicore, a deminopatia com mallory body e a miopatia com
despropor¢cdo congénita de fibras. Todas as quatro formas apresentam também
grande heterogeneidade genética e fenotipica, fato que pode dificultar o
diagnodstico destas doencas. O advento do sequenciamento de nova geracéo pode
ser de grande utilidade na elucidacdo destes casos.

Palavras-chave: Miopatias relacionadas a selenoproteina N1. Distrofia muscular
congénita tipo espinha rigida. Miopatia multiminicore. Deminopatia com mallory
body. Miopatia com despropor¢cdo congénita de fibras. Sequenciamento de nova
geracao.
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ABSTRACT

This article refers to a literature review about selenopathies, and the
techniques for the study by next generation sequencing. Data source: non-
systematic literature review, covering the period 1956 to 2016, using the database
PubMed / MEDLINE and LILACS, from the following keywords: myopathies related
to selenoprotein N1, SEPN1 gene, next generation sequencing, second generation
equipment. Data synthesis: Myopathies related to selenoprotein N1 represent a
heterogeneous group in terms of clinical and histopathological study. Four different
types of myopathies are recognized, congenital muscular dystrophy with rigid spine.
Multiminicore myopathy. Desminopathy with Mallory-body. Congenital fiber-type
disproportion myopathy. All four forms also show wide genetic phenotypic and
heterogeneity, a reason that can make the diagnosis of these diseases more
difficult. The next generation sequencing can be of a good tool for these cases.

Keywords: Myopathies related to selenoprotein N1. Congenital muscular dystrophy
with rigid spine. Multiminicore myopathy. Desminopathy with Mallory-body.
Congenital fiber-type disproportion myopathy. Next generation sequencing.
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2.1 Introducéao

As miopatias relacionadas a selenoproteina N1 (SEPN1-MR), também
denominadas como selenopatias, compreendem um grupo de miopatias
relacionadas ao gene SEPN1 recentemente reconhecido no qual se incluem trés
formas de miopatias congénitas e uma distrofia muscular congénita, sendo elas, a
distrofia muscular congénita tipo espinha rigida (DMER), a miopatia multiminicore
(Mm), a desminopatia com mallory body e a miopatia com desproporcdo congénita
de fibras (MDCF)**.

As miopatias congénitas consistem em um grupo de miopatias que se
caracterizam por hipotonia e fraqueza muscular de inicio nos primeiros anos de
vida. A bidpsia muscular revela padrdo miopéatico associado a alteracbes
estruturais como cores, multiminicores, corpos nemalinicos entre outras®®. Por
outro lado, as distrofias musculares congénitas apresentam-se clinicamente com
sinais de fragueza e hipotonia precocemente, porém a bidpsia apresenta um
padrdo distréfico”®.

Nos ultimos anos, a medida que os defeitos genéticos de grande numero
das miopatias e distrofias congénitas vem sendo identificados, surgiram algumas
tentativas de classificacbes baseadas no defeito genético e no seu produto
génico®®

Os autores que sugerem esta classificacdes ressaltam que um mesmo
defeito genético pode ser a causa de diferentes padrées histopatologicos, podendo
as selenopatias serem caracterizadas como um exemplo da variabilidade fenotipica
ligada a um mesmo gene por englobarem tanto formas de miopatias congénitas

como de distrofias musculares congénitas®®

Miopatias congénitas Distrofias musculares congénitas
Miopatia com desproporgdo congénita de fibras DMCtipo1:B,CeD
Miopatia de multiminicore DMC Fukuyama
Miopatia miotubular DMC Muscle eye brain
Miopatia centronuclear Sindrome walker-walburg
Miopatia de central core DMC tipo espinha rigida
Miopatia nemalinica DMC tipo Ulrich
Miopatia com corpos nemalinicos associados a cores DMC tipo Bethlem
Miopatia com corpos nemalinicos associados a caps DMC com def. priméria ou secundaria dalntegrina
Miopatia com cardiopatia fatal DMC com deficiéncia de Merosina

Miopatia com agregados de actina

Miopatia com corpos nemalinicos

cap disease

Miopatia com corpos redutores

Miopatia com corpos esferoides

Miopatia congénita com miocardiopatia fatal

Miopatia congénita por envolvimento distal ou artrogripose distal ou ambos

Tabela 1 — Relac&o da principais miopatias e distrofias musculares congénitas®”.
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A selenoproteina N1 (SEPN1) pertence a familia das selenoproteinas, sendo
caracterizada dentre elas devido a presenca da selenocisteina (SEC) em sua
estrutura primaria®. A selenocisteina representa a principal forma bioldgica do
selenium. Esta € uma glicoproteina integral de membrana de 70 kDa localizada no
reticulo endoplasmatico de diversos tecidos, incluindo pancreas, figado, coracéo,
pulmao, cérebro e musculo-esquelético e que se expressa precocemente durante o

desenvolvimento tecidual (Figura 1)°.
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Figura 1 - Localizac&o celular da selenoproteina N1. Adaptado-fontes:’*°

¢

Somente duas, dentre as 25 selenoproteinas ja identificadas em seres
humanos, estdo associadas a doencas genéticas, sendo a selenoproteina N1 a
primeira delas®. Ainda ndo existe um sélido conhecimento em relacdo a funcéo
especifica das selenoproteinas, nem mesmo a respeito da selenoproteina N1,
porém, sabe-se que estas possuem relacdes com as reacdes de oxidacdo e
reducdo e parece possuir fungcdo enzimatica, porém o seu papel na patogénese
das doencas musculares ainda ndo é bem estabelecido®. Estudos celulares
recentes sugerem que células com deficiéncia de SEPN1 sdo mais suscetiveis ao

estresse oxidativol*?,
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A selenoproteina N1 contém 590 aminoacidos e possui duas isoformas, a 1
e a 2. Aisoforma 1 consiste em uma proteina de comprimento total, j& na isoforma
2 a sequéncia referente a regido do exon 3 ndo esta presente’ As duas isoformas
da proteina podem estar presentes, porém a isoforma 2 € sempre predominante,
ndo havendo prejuizo da falta do produto do exon 3, pois este corresponde a um
splice alternativo e n&o participa da codificacdo da proteina®*3.

O gene da selenoproteina N1 (SEPN1) foi mapeado na décima primeira sub-
banda, da sexta banda, da terceira regido do braco curto do cromossomo 1

(1p36.11) em 1998 por Moghadaszadeh e colaboradores (locus RSMD1)*,
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Figura 2 - Constituintes e mecanismo de insercdo da SEC do gene SEPN1 (A e B).
Fonte: Adaptado®.

Constituido de 13 exons, o gene SEPN1 abrange uma regido de 18.5 kb e

seu transcrito é de 4.5 kb e se expressa principalmente no masculo-esquelético. O

selenium é incorporado nas selenoproteinas como selenocisteinas**°.




23

A selenocisteina possui um sitio de atividade catalitica e é codificada por um
cédon UGA presente no exon 10, localizado na regido 1384 do acido
desoxirribonucleico complementar (cDNA) **. O cédon UGA geralmente constitui
um codon de parada, porém para que seja reconhecido como um codon da
selenocisteina, ele depende de estruturas secundarias presentes em sua
constituicao™**>.

Tais estruturas correspondem ao elemento de redefinicdo da selenocisteina
(ERS) localizado adjacente ao codon UGA no exon 10 e a sequéncia de insercao
da selenocisteina (SECIS), que esta localizado na regido 3’'UTR dos transcritos
desse gene (Figura 1 A e B) **%'.

O ERS promove a incorporacdo da selenocisteina devido a redefinicdo do

c6don UGA durante a traducao®®’.

O elemento SECIS, assim como o ERS, é crucial para a insercdo da
selenocisteina ao cddon UGA do exon 10", Tal insercéo ocorre a partir de um
mecanismo complexo que envolve o recrutamento da proteina Selenocysteine
insertion sequence-binding protein 2 (SECISBP2), do fator de elongacdo da
selenocisteina e do &cido ribonucleico transportador (RNAt) da selenocisteina®2°.

Sendo assim, 0 gene SEPN1 possui um cddon de iniciacdo (ATG) presente
no exon 1, um codon de parada (TAG) presente no exon 13, e apresenta o cédon
da selenocisteina (TGA) no exon 10. Além do cédon TGA que é redefinido em
selenocisteina, o gene SEPN1 também possui um segundo c6don TGA no exon 3,
porém este ndo é lido como um cédon da selenocisteina, pois ndo esta envolvido

nos mecanismos necessarios para tal redefinicao®*2°,

’/flhl—E*F?*ﬂ-*ﬂ—E—ﬂﬁf-E-ﬂ—"{lﬁ g

ATG TGA SRE  TAG SECIS

Figura 3 - Esquema representativo da localizacdo dos exons e principais

constituintes do gene SEPN1*°,

As primeiras mutacdes neste gene foram detectadas em 2001 em pacientes
com DMER e em seguida, novas mutac¢des foram detectadas associadas as formas
de DMER e Mm*™*
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Em meados de 2004, mutacbes no gene SEPN1 foram identificadas em
pacientes com desminopatia com mallory body e em seguida, em 2006 foram
identificadas mutacfes em paciente com a forma de MDCF e esta foi incluida como
sendo a quarta miopatia associada ao gene SEPN1%*.

Apesar destas quatro doencas musculares apresentarem algumas
caracteristicas semelhantes, elas sdo descritas na literatura como condi¢gdes com
fenétipos clinicos e histopatoldgicos distintos™™*.

A DMER é uma afeccdo de inicio na infancia, com fraqueza muscular
predominando em musculatura axial e limitagdo acentuada da movimentacdo da
coluna toracica e cervical. Com o avancar dos anos, diversos estudos descreveram
mutaces no gene SEPN1 como responsaveis pela DMER!. Assim como,
ocorreram diversos registros literarios de pacientes que apresentavam
caracteristicas de sindrome da espinha rigida, porém ndo apresentaram mutacdes
relacionadas ao cromossomo 1p36°.

Contudo, destaca-se que a espinha rigida é um achado inespecifico por
ocorrer em varias miopatias distintas, pois a limitacdo da flexdo da coluna pode se
desenvolver devido a substituicdo dos musculos extensores da coluna vertebral por
tecido fibroso e gorduroso, resultando no seu encurtamento, podendo ser citadas
as miopatias: distrofia muscular tipo Emery-Dreifuss, a atrofia muscular
neurogénica, a distrofia facios-ecapuloperoneal, a miopatia hemalinica, a miopatia
minicore, como exemplo, entre outras miopatias que também cursam com este
comprometimento cervical®"®.

Além disso, a DMER pode muito provavelmente estar associada a
heterogeneidade genética, porém até o presente momento ndo ha relatos de
mutaces em outros genes associados a essa forma de miopatia®.

A Mm é caracterizada principalmente por fraqueza e hipotonia nos primeiros
anos de vida. Esta forma de miopatia apresenta muta¢cées comuns as encontradas
em pacientes com a forma de DMER, além de apresentar grande heterogeneidade
fenotipica, sendo inclusive classificada em quatro formas, a classica, a moderada,
a forma com envolvimento das maos e a forma pré-natal com artrogripose®*2°,

Além da marcante variabilidade clinica, a doenca multiminicore também &
geneticamente heterogénea, tendo sido relacionada a mutag¢des recessivas tanto
ao gene da SEPN1 quanto aos genes RYR1, TITIN, SCAD, SECISBPS e
MEGF10>?*3!, Sendo os genes SEPN1 e o RYR1 responsaveis por 50% das
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mutacBes causadoras desta forma de miopatia®’%*

A MDCF é uma desordem muscular caracterizada por fraqueza e hipotonia
desde os primeiros anos de vida®. O gene SEPN1 foi associado a esta forma de
miopatia no ano de 2006, ocasido na qual se identificou uma mutacédo que ja havia
sido previamente associada a miopatia multiminicore®. Considerando o defeito
primério, ressalta-se que a MCDF também é uma miopatia que apresenta
heterogeneidade genética, ja tendo tido mutacdes associada aos genes SEPNL1,
ACTA1, TPM3, CFTD2 e RYR1*%*%,

Contudo, conclui-se que apesar das correlagbes gendtipo-fenotipos ainda
nao estarem completamente estabelecidas, pacientes com mutacbes no gene
SEPN1 geralmente apresentam escoliose grave e progressiva associada a
distUrbios respiratorios que requerem suporte ventilatorio precoce, rigidez cervical e
a biépsia muscular revela cores pequenos e multiplos®>3+3°>

Observa-se que as quatro miopatias relacionadas a seleproteina N1,
compreendem um grupo heterogénio de miopatias e distrofias musculares
congénitas nos quais o fenadtipo clinico e os achados histopatoldgicos apresentam
grande variabilidade™.

Desta forma, a investigacdo diagnéstica destas doencas depende de uma
boa analise da histopatologia muscular, que pode sugerir o envolvimento de um ou
mais genes>"®. A partir destas informacées clinicas e histopatolégicas, deve ser
realizado o estudo molecular, afim de identificar o gene envolvido em cada caso, o
gue permitira realizar o aconselhamento genético familiar, bem como, a predizer
possiveis complicacdes clinicas e estabelecer um prognéstico®” %3¢

Até o0 momento, os registros da literatura médica descrevem mais de 40
mutacOes entre a sequéncia codificante do gene da SEPN1 e a sequéncia de
insercdo da selenocisteina (SECIS). Além disso, cerca de 200 pacientes ja foram
identificados em varias partes do mundo apresentando mutaces neste gene’
4,20,26,34—44.

Todas as mutacdes descritas até o presente momento no gene SEPN1
estdo detalhadas na tabela 2, demostrada a seguir, que inclui informacdes

detalhadas associadas a estas alteracoes.
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N° [Exon Mudanca de Mudanca de Homozigose- N° de
Nucleotideo aminoacido Heterozigose Pacientes
1 1 c.1A>G Desconhecido Homozigose 4)°
2 1 c.1-2insT Desconhecido Homozigose 1)%
3 1 c.12 21dupl0 Frameshift Homozigose 1)*
4 1 c.13-22dup10 Q8P - FSX77  |Heterozigose: c.48-51del99 1)*
5 1 C.INV13-2:A>G Heterozigose: c.878A>G 1)
Perda do codon [Homozigose 3)°
6 1 c.19-73del92 de iniciacdo |Heterozigose: c.1176delA 1)
ATG) Heterozigose: c.1A>G 1)
7 1 c.22dup10bp Frameshift no |Homozigose 4)"
57 Homozigose 1)°
8 1 c.-48-+51del99  |Perda da 1° [Heterozigose: c.13-22dupl0 1)
Imetionina
9 1 .80-99dup20bp  [Frameshift no [Homozigose 1)%
R27
10 1 €.23_32dup .P12TfsX85 Homozigose 1)*
11 1 c.25 69del Desconhecido Heterozigose: ¢.1388G>T 1)"
12 1 c.8 12dup O -)°
13 1 c.2dupT Desconhecido ~ |------------- -
14 1 .69 76dup R26HfsX43  f--mmeeeeee- --)”
15 5 c.583G>A A195T - -)"
16 5 c.683_689dup? Cédon de Heterozigose: ¢.1397G>A (1)
parada
Frameshift no[Homozigose 1)°
N238
Frameshift noHeterozigose: ¢.1397G>A 1)°
17 5 €.713-714insA N238
Frameshift noHeterozigose: ¢.1370C>T 1)*
N238
Frameshift Heterozigose: missing 2)"
Frameshift Heterozigose: ¢.943G>A 1)*
Frameshift Heterozigose: ¢.1397G>A 1)*
18 5 c.715G>A .G239R Homozigose 1)*
19 5 .726 727insTCC Homozigose 1)*°
20 6 c.817G>A p..G273R Homozigose 6)"
Homozigose 3)™
21 6 .863-864delTG  [Frameshift Heterozigose: ¢.1469G>T 1)™
Heterozigose: ¢.1397G>A 2)"
22 | 7 Cc.878A>G p.H293R Heterozigose: c.1019A>T 2)°
Heterozigose: c.INV13-2:A>G 1)*
Homozigose 4)°
Heterozigose: ¢.1397G>A 1)°
23 | 7 C.943G>A p.G315S Heterozigose: ¢.713-714insA 2)"
Heterozigose: ¢.1315C>T 1)*
Homozigose 5)*
Homozigose 1)*
24 8 c.1019A>T N340I Heterozigose: ¢.878A>G 2)°
25 9 c.1176delA |- Heterozigose: c.19 73del92 4)7*
26 10  [c.1385G>A .U462stop Homozigose 1)
27 10 [c.1315C>T .R439 stop Heterozigose: c.943G>A 2)™
28 10 [c.1358G>C \W453S Heterozigose: ¢.1397G>A 1)°
29 10  [c.1370C>T .R439stop Heterozigose: ¢.713-714insA 1)*°
30 10 €.1384T>G .U462G Homozigose 2)°
31 10 [c.1282-2A>G aberrant splicing ~ f--------- =)
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32 11*  [c.1388-2A>G Desconhecido ~ |-------- -
33 11* [c.1388-1G>C Desconhecido ~ f-------- 2)"
33 11 €.1397G>A p.R466Q Heterozigose: c.878A>G 1)"
Heterozigose: c.1358G>C 1)°
Heterozigose: ¢.943G>A 1)°
Heterozigose: c.713-714insA 1)°
Heterozigose: c.713-714insA 1)*
Homozigose 1)*
Heterozigose: ¢.713-714insA 3)*
Heterozigose: ¢.943G>A 3)"
35 [11(ERS)|c.1388G>T G463V Heterozigose: c.1-25 69Del 1)"
36 |11(ERS)|c.1405C>T R469W Homozigose 1)"
37 |11(ERS)|c.1406G>A R469Q Homozigose 2)"
38 11 [c.1446delC Frameshift —no f------- 1)
482
39 11 [c.1469G>T \W490L Heterozigose:c.863 864delTG  [(1)™
40 13* |c.1603-2A>G Desconhecido ~ |-------- --)”
41 | SeCcIS | c.1207T>C oo feeeel -)"
42 | 3UTR | g.17195T>C Inserc&o0:SECIS |Homozigose 2)”

Tabela 2 - Relagdo de mutagOes detectadas no gene SEPNL1.

Conforme descricdo prévia as miopatias relacionadas a SEPNL1
apresentam achados clinicos e histopatol6gicos que sobrepde outras formas de
miopatias classificadas entre as distrofias musculares congénitas e miopatias
congénitas*®. Portanto, nota-se que o diagnéstico diferencial é amplo e pode
envolver mais de 20 locis incluindo genes extremamente grandes, como no caso
dos genes TTN, NEB e RYR1, tornando o estudo molecular destas doencas
musculares um grande desafio®®. Neste sentido a utilizagdo de novas ferramentas
moleculares que empregam uma tecnologia massiva de sequenciamento paralelo,
combinada a uma analise simultanea de diversos genes relacionados a um grupo
de doenca tem se mostrado uma estratégia mais rapida e mais efetiva®.

Desta forma, cita-se o trabalho de Oliveira J. e colaboradores, em 2016, no
gual detectaram 2.534 variantes em um estudo que incluiu 12 pacientes em um
painel contendo 20 genes relacionados as principais formas de miopatias
congénitas®®. Neste trabalho os autores conseguiram identificar 14 mutacdes
patogénicas distribuidas entre genes extensos como o RYR1, DNM2, NEB, TTN e
gene SEPN1. Ressalta-se ainda que a maioria das mutacbes detectadas neste
estudo ndo haviam sido previamente descritas na literatura. Desta forma este
estudo permitiu a elucidacdo do diagnéstico, bem como, a identificacdo de
mutacdes novas relacionadas as miopatias congénitas>®

Assim observa-se que a tendéncia atual é a utilizacdo do sequenciamento

de nova geracao no estudo das miopatias e distrofias musculares congénitas, uma


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oliveira%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26841830
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vez que esta estratégia possibilita uma andlise ampliada, rapida e mais eficaz para
tais afeccoes em comparagcdo ao estudo gene a gene realizado pelo

sequenciamento tradicional de Sanger®.
2.2 Sequenciamento de Sanger X Sequenciamento de Nova Geracgao

O sequenciamento de Sanger, também denominado inicialmente como
meétodo didesoxi ou de terminagéo da cadeia, foi criado em 1978 por Fred Sanger e
colaboradores. Este método baseia-se na producdo de um conjunto de fitas
simples de DNA que sdo separadas pelo principio de eletroforese inicialmente em
gel e posteriormente em capilares de um aparelho sequenciador automéatico que
realiza leitura por eletroforese capilar e possui a capacidade de processar a
guantidade maxima de 96 fragmentos por vez, gerando uma leitura de bases
nitrogenadas do DNA. Além disso, através desta metodologia € possivel obter a
cada reacdo de sequenciamento, ou seja a cada par de primer, 0 sequenciamento
de boa qualidade de um numero aproximado de 200 pares de bases, variando de
acordo com o tipo de sequenciador e a regido sequenciada*.

O sequenciamento de nova geracao também denominado como NGS (do
inglés — Next Generation Sequencing) pode ser caracterizado em termos amplos
como uma técnica molecular que corresponde ao processo de sequenciamento de
DNA baseado no processamento concomitante de uma extensiva quantidade de
fragmentos de DNA gerando informagdes sobre milhdes de pares de bases em
uma Unica corrida®**®.

Trata-se de uma técnica relativamente nova que se divide em subtipos de
acordo com o0s equipamentos utilizados para tal finalidade, sendo estes
equipamentos de sequenciamento de nova geracdo classificados em 12 geracao,
nos quais sao utilizados os equipamentos de degradagcédo quimica e interrupgcéo da
cadeia-Sanger, os de 22 geracao nos quais sao utilizados os equipamentos 454 da
Roche, o lllumina Genome Analyser-HiSeg/MiSeq e o SOLID, ja os equipamentos
utilizados para os sequenciamentos classificados como de 32 geracdo s&o o lon
Torrent e o PacBio RS e finalmente o sequenciamento de 42 geragao que utiliza o
equipamento Nanopore®°.

Apesar de se diferenciarem consideravelmente entre si, todos o0s

sequenciadores de nova geracao se baseiam no processamento paralelo massivo
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de fragmentos de DNA*™®,

Comparando o sequenciamento tradicional de Sanger, no qual é utilizado um
sequenciador automatico, que realiza uma leitura por eletroforese capilar, aos
sequenciadores de nova geracdo, verificamos que enquanto um sequenciador
automatico possui a capacidade de processar pela técnica de Sanger, a quantidade
maxima de 96 fragmentos por vez, 0os sequenciadores de nova geragdo por sua
vez, sdo capazes de realizar a leitura de bilhdes de fragmentos ao mesmo tempo.
Deste modo, as técnicas de Sanger e NGS apresentam vantagens e desvantagens,
assim como limitacdes de custo/beneficio para obter e gerar dados, sendo a
escolha do método baseada principalmente no objetivo do trabalho proposto**“°.

No entanto, devido ao fato dos sequenciadores de nova geracao produzirem
uma quantidade expressivamente maior de informacfes sucessivamente, as
plataformas de sequenciamento de nova geracdo se tornaram uma alternativa
poderosa para estudos de gendmica estrutural e funcional®®.

Assim, ressalta-se que o advento do sequenciamento de nova geracao
contribui expressivamente para o avanco da tecnologia dos sequenciamentos,
ampliando muito a capacidade dos sequenciadores e permitindo inclusive o
sequenciamento de mais de um genoma em uma Unica corrida®****. Por outro
lado, o custo de operacdo do equipamento ainda é elevado, o que limita a
utilizacéo deste método rotineiramente**°,

Porém, vale ressaltar a necessidade da confirmacao por sequenciamento de
Sanger de uma mutag¢do encontrada inicialmente através do sequenciamento de
nova geracdo. Fato que ndo permite que a técnica de Sanger seja descontinuada,
além de demonstrar a sua continua importancia e confiabilidade na confirmacao de
diagndsticos genéticos. Assim o sequenciamento de nova geracao pode ser visto
como uma importante ferramenta para optimizacao e triagem direta de mutagoes,

principalmente nos casos onde ha grande heterogeneidade genética®®*+°.

2.3 Sequenciadores de segunda geracao

Conforme mencionado anteriormente, 0 sequenciamento de nova geragao
por equipamentos de segunda geracdo pode ser realizado utilizando os
equipamentos 454 da Roche, o lllumina Genome Analyser-HiSeq/MiSeq e o

SOLID. Cada equipamento apresenta uma tecnologia de sequenciamento a partir
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de uma estratégia diferente, porém, em geral, € possivel identificar etapas comuns
entre todos os sequenciadores, nas quais descrevemos as etapas de preparo da
amostra, de amplificacdo das bibliotecas e a de sequenciamento®°.

A principal vantagem em relacdo aos métodos de segunda geracdo consiste
na construcao de bibliotecas gendmicas in vitro sem que ocorra a necessidade de
amplificacéo de fragmentos de DNA*™®,

Fabricado no ano de 2006, o sequenciador lllumina Genome Analyzer,
baseia-se no conceito de “sequenciamento por sintese” o qual requer que as
sequéncias a serem determinadas sejam convertidas inicialmente em numa
biblioteca de sequenciamento especial, permitindo a amplificacdo e imobilizagcéo
das sequéncias para serem submetidas ao sequenciamento. Para este propésito,
dois adaptadores diferentes sdo adicionados as terminagdes 5 e 3’ de todas as
moléculas®™™°,

Primeiramente o DNA é fragmentado de forma alet6ria em pequenas partes
gue sao denominadas como templates, esta fragmentacdo pode ser realizada por
processo quimico, mecanico ou enzimatico. Apds a fragmentacéo séo incorporados
adaptadores ao DNA, contendo sequéncias artificiais conhecidas aos templates. Ja
nesta fase do sequenciamento é possivel combinar amostras de diferentes
pacientes em uma mesma reacdo de sequenciamento devido do uso destes
adaptadores que se diferem apenas por uma pequena parte inicial*>°.

Depois de ligados a estes adaptadores, as amostras sdo misturadas,
amplificadas e sequenciadas juntas. Ao final da corrida, no processo de
sequenciamento, essa parte do adaptador € lida e as amostras sdo separadas
computacionalmente®.

A amplificacéo a partir das bibliotecas de DNA tem como principal objetivo a
geracado de milhares de cépias de cada fragmento de DNA produzido na etapa de
preparo da amostra em um curto espaco de tempo. O objetivo dessa amplificacéo é

aumentar a fonte de sinal que sera detectado na etapa de sequenciamento”®*®.

2.4 Sequenciamento de nova geracao na pesquisa de doencas raras
O sequenciamento de nova geracao tém sido utilizado como uma ferramenta

alvo na elucidacao de doencas que apresentam padrédo de heranca mendelianas e

também naquelas consideradas raras>®.
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As selenopatias relacionadas ao gene SEPN1 estdo incluidas nos grupos
das miopatias congénitas e das distrofias musculares congénitas, que representam
doencas mendelianas raras®®. Além disso compreendem um grupo de doencas
neuromusculares que cursam com caracteristicas clinicas e histopatolégicas
variaveis, nas quais a fraqueza muscular e deformidades 6sseas sdo achados
gerais®.

Destaca-se que alguns fatores como lécus e heterogeneidade alélica, bem
como sintomatologia muitas vezes inespecificas podem dificultar uma correlacao
correta entre o fator causador da doenga e, assim, diminuir as chances de se
esclarecer o diagndstico de uma doenca®. Neste sentido, outros fatores também
podem ser decritos tais como a variabilidade na manifestacdo fenotipica em
relacdo a idade de inicio e a variabilidade na gravidade dos sintomas
apresentados®**.

Além disso, em alguns casos ainda mais raros, a ocorréncia de duas ou
mais doencas etiologicamente distintas em um mesmo individuo, com sintomas
sobrepostos, pode gerar uma dificuldade maior de distingui-las ou até mesmo
detecta-las. Em um trabalho realizado no ano de 2015, Dennis e colaboradores
descreveram uma familia consanguinea apresentando dois distlrbios
etiologicamente distintos, que segregaram independentemente, sendo um deles
relacionado a mutacdes no gene SEPNL1 e outro relacionado a mutagdes no gene
SLC34A3. Ou seja, a co-ocorréncia de raquitismo hereditarios hipofosfatémico e
uma miopatia congénita do grupo das selenopatias foi estabelecida a partir da
utilizacdo do sequenciamento de nova geracdo™®.

Desta forma, conclui-se que o advento relativamente recente das
tecnologias do sequenciamento de nova geracao, facilitaram a deteccdo do defeito
genético de doencas mendelianas e raras, mas também na identificacdo da

coexisténcia de duas doencas*®.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Realizar o estudo genético molecular dos pacientes brasileiros com

caracteristicas clinicas e histopatoloégicas de miopatias relacionadas a

selenoproteina N1.

3.2 Objetivos Especificos

Realizar o estudo genético molecular de pacientes com miopatias e
distrofias musculares congénitas através de sequenciamento de nova
geracdo (NGS) utilizando painel contendo 61 principais genes
relacionados a doencas neuromusculares.

Incluir novos pacientes brasileiros com caracteristicas clinicas e
histopatoldgicas de distrofia muscular congénita tipo espinha rigida,
miopatia multiminicore e miopatia por desproporcao congénita de
fibras para a deteccdo de mutacfes no gene SEPNL1.

Correlacionar o genétipo com o fenétipo clinico e histopatoldgico dos
pacientes incluidos neste estudo.

Identificar, descrever e comparar as mutacées encontradas em

pacientes brasileiros com aquelas descritas na literatura.
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4 Metodologia

4.1 Pacientes e métodos

Nesta tese foi realizado um estudo transversal envolvendo 19 pacientes
brasileiros, com diagndstico clinico e histopatoldgicos de miopatias relacionadas a
SEPN1 (SEPN1-MR).

Dentre os pacientes deste estudo, 13 foram incluidos desde a sua fase de
mestrado que ocorreu no periodo de 2008 a 2011. Os 6 demais pacientes foram
incluidos posteriormente, ou seja, na fase do doutorado, compreendida de entre os
anos de 2012 a 2016.

Os pacientes deste estudo sao proveniente de grupos de referéncia no
acompanhamento de doencas neuromusculares do Brasil, sendo eles; o Grupo de
Doencas Neuromusculares do Hospital das Clinicas da UFMG, do Centro de
Estudos do Genoma Humano da Universidade de S&o Paulo, da AACD de Recife e
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Riberdo Preto-USP, a partir
de uma colaboracado estabelecida entre a orientadora deste projeto e a Professora
Dra. Mariz Vainzof, Dra. Vanessa Van Der Linden e Dr. Charles Marques Lourenco,

respectivamente.

4.1.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos pacientes com miopatias relacionadas a selenoproteina N1
gue apresentavam mutacdes provavelmente patogénicas no gene SEPNI,
detectadas através do sequenciamento de Sanger.

Além destes, foram incluidos novos pacientes com manifestacdes clinicas e
achados histopatolégicos compativeis com miopatias relacionadas a
selenoproteina N1, sendo elas:

e Distrofia muscular congénita tipo espinha rigida: pacientes com histéria de
fraqueza e hipotonia nos primeiros anos de vida, hipotrofia generalizada
associada com a limitacdo da movimentacdo da coluna cervical e/ou
toracica. Biopsia muscular sem anormalidades estruturais, exceto pela

presenca de minicores ou moth eaten.
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Miopatia multiminicore: pacientes com historia de fraqueza e hipotonia nos
primeiros anos de vida e bidpsia muscular evidenciando minicores (areas
com reatividade diminuida nas reacbes histoquimicas oxidativas),
associados ao predominio de fibras do tipo I.

Miopatia com desproporcdo congénita de fibras: pacientes com historia de
fraqueza e hipotonia nos primeiros anos de vida e bidpsia muscular
evidenciando hipotrofia de fibras tipo I, cujo diametro das fibras tipo | deve

ser pelo menos 12% inferior ao das fibras tipo .

Critérios de excluséo

Foram excluidos desta fase do estudo pacientes que ndo apresentavam

fendtipo clinico e histopatolégico compativel com miopatias associadas ao gene

SEPNL1 e os pacientes que se recusaram a participar.

4.2 Aspectos éticos

Este projeto possui aprovacdo para a sua realizacdo pelo Comité de Etica e

Pesquisa em Seres Humanos da UFMG sob o n° ETIC 555/08, tendo sido aprovado

pela Camara do Departamento de Pediatria da Faculdade de Medicina da UFMG,

pela diretoria da FM-UFMG, pelas unidades funcionais onde foram realizados os

procedimentos e pelo Departamento de Ensino Pesquisa e Extensdo do HC-UFMG
(ANEXOS A ao C).

Termos de consentimento pés-informado foram elaborados de acordo com a

faixa etaria e orientacédo do Comité de Etica em Pesquisa (COEP) (APENDICE 2).

Os pacientes novos incluidos neste estudo foram admitidos apdos receberem

as informagOes necessarias e assinarem o termo de consentimento livre e

esclarecido e a autorizacdo para foto e video (APENDICE 2 e 3).
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4.3 Procedimentos

As avaliacdes clinicas e as coletas de sangue foram feitas no Ambulatorio de
Doencas Neuromusculares do Ambulatério Sao Vicente.

As demais etapas desta pesquisa ocorreram nas dependéncias do Hospital
das Clinicas da UFMG e no Centro de Estudos do Genoma Humano da
Universidade de S&o Paulo, nos quais, os estudos moleculares e de proteina
muscular foram realizados no Laboratério de Investigacdo em Doencas
Neuromusculares da Faculdade de Medicina da UFMG em parceria com 0
Laboratdorio de Medicina Molecular da Faculdade de Medicina da UFMG e no
Centro de Estudos do Genoma Humano da Universidade de S&o Paulo CEGH-
USP. Todos os pacientes receberam um relatério e o aconselhamento genético

familiar no final do estudo.

4.3.1 Avaliacdao clinica

Os novos pacientes incluidos nesta pesquisa foram submetidos a uma
reavaliacdo clinica realizada pelo mesmo neurologista responsavel pelo
encaminhamento do paciente, tendo sido preenchido um protocolo elaborado com
base em aspectos clinicos e neurolégicos relevantes (APENDICE 4).

Além disso, os pais de alguns dos pacientes incluidos na pesquisa também
foram avaliados clinicamente, na tentativa de se detectarem manifestacbes

menores da doenca.

4.3.2 Estudo em tecido muscular

4.3.2.1 Reacdes histoldgicas e histoquimicas

Nesta fase do estudo, apenas um paciente, o caso 17 precisou ser
convidado a realizar a biépsia muscular para a realizacdo do estudo histologico e
histoquimico. Contudo, a realizacdo do estudo histologico e histoquimico dos
pacientes novos incluidos na segunda fase deste estudo foi realizada através de

uma nova analise das laminas das biopsias musculares realizadas por ocasiao dos
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diagndsticos destes pacientes, esta nova analise foi realizada pelo médico
responsavel pelo encaminhamento do paciente.

Para tal objetivo, foram reanalisadas as coloracfes histoldgicas e as reacdes
enzimaticas histoquimicas: hematoxilina-eosina (HE), tricomico de Gomori
modificado (GOMORI), acido periodico de Schiff (PAS) e Oil Red O (ORO) e as
reacOes histoquimicas oxidativas: succinato dehidrogenase (SDH), nicotinamida
adenina dinucleotideo (NADH), citocromo C oxidase (COX) e adenosina trifosfatase
(ATPases) 9,4 e 4,3.

4.3.2.2 Estudo por Western-blot

O estudo por Western-Blot (WB) utilizou fragmentos musculares congelados
em nitrogénio liquido e conservado em freezer -80°C, mediante a autorizacdo do
paciente e/ou responsavel. Esta parte do estudo foi padronizada conforme
metodologia estabelecida pelo Laboratério de Proteinas do Centro de Estudos do
Genoma Humano da USP (CEGH-USP), tendo sido necessaria a realizacdo de
treinamento especifico pela doutoranda neste Centro de Pesquisa. Tal treinamento
foi realizado em marcgo de 2014.

O estudo por Western-Blot foi realizado parcialmente, tendo sido realizada a
padronizacdo da técnica através da extracdo de proteinas e realizacdo da técnica
utilizando inicialmente um anticorpo de teste para a proteina calpaina. Os
fragmentos testados inicialmente foram provenientes de restos de biopsia
musculares estocadas a -80°C que perderam sua identificacdo. Os testes
realizados com a calpaina apresentaram resultados satisfatérios, porém, néao
conseguimos 0 mesmo resultado ao testarmos a mesma técnica padronizada
utilizando o anticorpo especifico para a proteina SEPN1 (anti-SEPN1: ABCAM -
Cadd. ab1059430).

Ocorre que ndo havia disponivel no mercado outro fabricante para este
anticorpo, nao tendo sido possivel demais testes a partir de outros anticorpos para
esta mesma proteina.

Contudo, nédo foi possivel dar continuidade a esta parte do estudo devido a
tal fato, de ndo disponibilizarmos de outros anticorpos provenientes de outros
fabricantes, para demais testes. Vale ressaltar que até o momento ha registros

bibliograficos de somente um experimento demonstrando a eficiéncia da técnica de
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WB utilizando anticorpo para SEPN1, porém este foi sintetizado “in house”
(Okamoto et al, 2011).

4.3.3 Estudo genético molecular

O estudo molecular foi realizado a partir das técnicas de sequenciamento do
DNA gendmico (gDNA) e do DNA complementar (cDNA) pela metodologia de
Sanger e do Sequenciamento de Nova Geracdo (do inglés: Next Generation
Sequencing - NGS).

Para este estudo foram utilizadas amostras de DNA e de RNA extraidas a
partir da coleta de 10 mL de sangue periférico dos pacientes e dos seus pais.

As amostras foram colhidas em tubos contendo anticoagulante acido
etilenodiaminotetracético (EDTA). Para a extragcdo do DNA gendmico utilizou-se o
kit de extracdo Wizard Genomic DNA Purifications Kit — (Promega CAT # Al1125) e
para a extracdo do RNA utilizou-se o kit de extracdo QIAamp Viral RNA Mini Kit
(Qiagen CAT # 52904).

A - Amplificagcdo do DNA gendmico

A amplificacdo do DNA gendmico para posterior sequenciamento por Sanger
foi realizado para o estudo dos novos pacientes incluidos (06, 07, 08, 09, 18 e 19),
assim como, para a confirmagéo das mutacdes detectadas inicialmente por NGS e
para o estudo de segregacao familiar das mutaces encontradas a partir da andlise
do genoma dos pais dos pacientes que apresentaram mutacdes tanto no gene
SEPN1 quanto nos demais genes do painel de doencas neuromusculares de NGS.

Para o estudo de mutacdes no gene SEPN1 dos novos pacientes incluidos,
as amostras de DNA dos pacientes foram amplificadas através da técnica de PCR
de todos os exons codificantes do gene SEPN1. Para tal finalidade, foram
desenhados 12 pares de primers (forward e reverse) com o uso programa primer 3,
gue foram sintetizados pela empresa IDT - Prodimol Ltda. As especificacdes e
condicOes de cada um destes primers esta relacionada no quadro abaixo. N&o foi
realizada a amplificacdo do exon 3, pois este corresponde a um splice alternativo e

ndo participa da codificacdo da proteina®.
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Primer Sequéncia do primer Tamanho do Temperatura de
Produto de PCR Anealing
SEPNL1 - 1F CTTGGCGTTCCGGTGTAG 456 bp 60°C
SEPN1 - 1R ACTCGTCCATGCCCATGTC
SEPNL1 - 2F CAGTCTCTCCTCCCAAGCAG 198 bp 60°C
SEPNL1 - 2R TCAGTGAAGACACCGTTGG
SEPNL1 - 4F GGTGAGCCCTGTAGCATAAG 232 bp 58°C
SEPNL1 - 4R TCGGGATACACACAGATGAC
SEPNL1 - 5F ACCCACATGGTACAGGAGAC 298 bp 60°C
SEPNL1 - 5R CACCCCAGCTGTCCTCAC
SEPNL1 - 6F ACCCAGCAAGCCAGTACG 180 bp 60°C
SEPNL1 - 6R CCAGTGTGGCCCACTCAC
SEPNL1 - 7F AAGGTGGGCAGCTCTGGT 232 bp 60°C
SEPN1 - 7R AGCAGGACAAGCTGTAGGAG
SEPNL1 - 8F TGATGATGGTGTCACTCTGC 207 bp 58°C
SEPNL1 - 8R TAGAGACCCTCCAAAATGCT
SEPNL1 - 9F CCCCTACCACTGACCTCTG 248 bp 60°C
SEPNL1 - 9R CCTGACCCTGGCCTTCAC
SEPNL1 - 10F CTTCGCTCTGTCTCGGTGT 196 bp 60°C
SEPNL1 - 10R TCTGGTACCCCACAAGGTGT
SEPNL1 - 11F CGCCTCACCCTTCTGTCTT 182 bp 60°C
SEPN1 - 11R ACTGTTCCGGACGCTCCT
SEPN1 - 12bF | AGTGTGCAACTGTCCCCACA 220 bp 58°C
SEPN1 - 12bR | CGAAGCCTGATGAAGTCTGC
SEPNL1 - 13F CCCATAGAAGAGAGGGCACA 269 bp 60°C
SEPNL1 - 13R TGCATCAGATCCCGTCCAG

Tabela 1 - Informacdes sobre os primers SEPN1, produto de PCR e temperatura de

anealing.

Para a amplificacdo dos exons do gene SEPNL1, utilizou-se a técnica de reacdo em

cadeia da polimerase (PCR), com os seguintes ciclos térmicos:

Temperatura Tempo Etapa
94°C, 1 minuto Desnaturacéao
94°C, 30 segundos

35 ciclos | Ver tabela 1. | 1 minuto Anelamento
72°C 30 segundos

72°C 30 segundos Extensao final
4°C %)

Osexons 2,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12 e 13 foram amplificados utilizando-se
o kit PCR Master Mix (Promega CAT # M7502), de acordo com o protocolo a

seqguir:
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Para o volume total 25 pL para cada amostra, usou-se aproximadamente:
DNA (20 ng) 2,0 pL

Agua miliQ 8,5 uL

Primer F (2,0 Mm ou 20 Mm)** 1,0 uL

Primer R (2,0 MM ou 20 Mm)** 1,0 uL

*Mix 12,5 pL

*(Mix contendo todos os desorribonuleotideos trifosfatados - ANTPs - e a taq polimerase)
**Para amplificacdo dos exons 2, 10 e 13 foi necesséaria a utlizacdo do primer a uma
concentracdo de 20 Mm; para os demais usou-se concentracéo de 2,0 Mm.

O exon 1 continha regifes ricas em citosina-guanina (CG) e para sua
amplificacdo foi necessaria a utilizacdo de uma segunda Tag. Empregou-se a Go
taq Colorless Master Mix (Promega CAT # M7133), de acordo com 0 seguinte

protocolo:
DNA (20ng) 1,0 uL
Agua miliQ 0,0 uL

Primer F(20Mm) _ 10pL
PrimerR(20Mm) _ 10pL
DMSO 2,5 L
*Mix 19,5 pL

*(Mix contendo todos os dNTPs e a Go taq).

A verificacdo da amplificacdo do produto de PCR foi realizada por meio de
eletroforese em gel de agarose a 2%, contendo 2 L de brometo de etidio em cuba
horizontal a uma voltagem de cerca de 100 volts.

Depois de verificada a PCR, os produtos de PCR foram purificados com kit
de purificacdo Qiagen (Qiagen CAT#28106) com base em metodologia rotineira,

para posterior sequenciamento.
B - Sequenciamento de Sanger para o gene SEPN1
O sequenciamento dos produtos de PCR dos 12 exons codificantes do gene

SEPN1 foi realizado no sequenciador ABI 3730 DNA Sequencer (Applied
Biosystem) de 48 capilares do Laboratério de Medicina Molecular da FM-UFMG,
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em parceiria com o Prof.Luiz Armando, de acordo com as especificacdes do
fabricante.

O sequenciamento dos produtos de PCR seguiu o seguinte protocolo:

Para o volume total de 10 pL para cada amostra, utilizou-se

aproximadamente:

Big Dye 2,0 uL
Primer Fou R 2,5puL
Buffer 1,0 pL
Agua miliQ 2,5 uL

Produto de PCR purificado 2,0 pL

Para a reacdo de sequenciamento do gene, utilizaram-se os seguintes ciclos
térmicos em termociclador:

Temperatura de desnaturacao: - 96°C, durante 1 minuto.
Seguido por 25 ciclos de: - 96°C, durante 10 segundos.
- 50°C, durante 5 segundos.

- 60°C, durante 4 minutos.

Apoés a reacdo de sequenciamento, os produtos de sequenciamento foram
purificados precipitados e aplicados em sequenciador.

C - Sequenciamento de Nova Geracado (NGS)

As amostras de DNA dos pacientes nos quais foram detectadas apenas
mutacdes em um alelo ou que ndo apresentaram mutacdes no gene SEPNI,
verificadas pelo sequenciamente de Sanger, foram encaminhadas para realizacéo
de sequenciamento de nova geragéo.

Esta metodologia foi realizada na Plataforma HiSeq 2500 da lllumina, apds
preparacado e quantificacdo das bibliotecas. Esta fase do estudo foi realizada no
Centro de Estudos do Genoma Humano - USP.

As bibliotecas, ou seja, o “pool” contendo as amostras, foram injetadas em
uma lamina, contendo uma superficie composta por oligonucleotideos

complementares aos adaptadores das bibliotecas e em seguida inserida no
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equipamento, onde ocorreu a incorporacdo dos nucleotideos marcados com
fluorescéncia e em seguida o sequenciamento por sintese de base a base. Ao
ocorrer a incorporacao de um nucleotideo, a fluorescéncia é excitada por uma série
de lasers e captada por cameras que capturam as imagens a cada ciclo.

O estudo do gene SEPNL1 por sequenciamento de nova geracéao foi realizado
juntamente com um painel para o estudo dos 61 principais genes relacionados a
doencas neuromusculares. A andlise bioinforméatica para este gene foi realizada
através de programa bioinformatico, criado e patenteado pelo CEGH-USP, que
permite a selecdo de filtros de pesquisa incluindo critérios de verificacdo para cada
amostra de acordo com sua heranga genética e perfis especificos de analise.

Através deste programa é possivel comparar as alteracées encontradas com
as descritas nos bancos de dados: 1.000 genomas, 6.500 genomas e EXAC, além
de fazer buscas em bancos de dados de muta¢des (OMIM; ClinVar; HGMD).

Ressalta-se que utilizou-se ainda um banco de 1000 exomas de idosos
(acima de 60 anos) brasileiros normais. Os genes incluidos neste painel estdo

citados na tabela abaixo:

GENE GENE GENE GENE GENE GENE | GENE GENE
TPM3 PLEC1 FKRP DYSF TTN DNM2 | ITGA7 DNM2
TPM2 GDF8 POMGNT1 SGCG GNE KLHL9 | DNM2 BIN1
ACTAl CAV3 LARGE SGCA MYH7 FLNC | TCAP MEGF10
KBTBD13 | FHL1 DMD SGCB MATR3 | VCP LMNA TRIM32
CFL2 LAMA2 EMD SGCD TIAL1 FKTN POMT1 CRYAB
SEPN1 COL6A1 | DNAIB6 TCAP MYOT DAGl1 | POMT2 DES
RYR1 COL6A2 | HNRPDL TRIM32 NEB ANO5 FLNC MYOT
MTM1 COL6A3 | CAPN3 LAMP2 LDB3

Tabela 2 — Genes incluidos no painel de doencas neuromusculares para NGS.

D - Sequenciamento de Sanger para demais genes

Para o estudo das mutac¢des novas detectadas em outros genes incluidos no
painel de doencas neuromusculares, através da técnica de sequenciamento de
nova geragao (NGS), foram confecionados pares de primers (forward e reverse)
com 0 uso programa primer 3, que foram sintetizados pela empresa IDT - Prodimol

Ltda. e padronizadas reacbes de PCR para cada uma destas mutagbes com a
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finalidade de avaliar a segregacao destas mutagcdes entre 0s pais dos pacientes. A

sequéncia dos primers desenhados e o detalhamento de cada um deles esta

relacionado na tabela abaixo:

Gene Primer Sequéncia5’- 3’ Fragmento | Localizagao
COL6A | COL6A 2959F AGTGGAGGTGTGGAGGAAGT 446 pb Crh:2
COL6A_2959R ACAACCCCACTCTGCTTCAG
LAMA2 2461F | AGCAGTAGTGGAGAGAGAGAAATGA| 274 pb Crh:6
LAMA2 2461R | TTCTCCAAAGGATGATGCAAAGGAT
LAMA2 | LAMA2_1259F |GTTTTCTCAATAATTTGCTGCTCTGT 516 pb Crh:6
LAMA2_1259R | ACAGATTTGTGATTGACTCTCTCTCT
RYR1_9457F CCCACTCCCACCATCATCGG 501 pb Crh:19
RYR1_9457R | AGCTCGCGTCCTCATTAACTCATT
RYR1 RYR1_6469F |GTGGTAGTAACTGGGAAAACTTCTG 512 pb Crh:19
RYR1_6469R AGAGACTGAGATCACCCAGAGGAT
RYR1_8341F GGGCTGGGAGACAGAGAGGAAG 492 pb Crh:19
RYR1_8341R CCCAAGGCCTGGTCACCTTCT

Tabela 3 - Informacgdes sobre os primers, produto de PCR e temperatura de

anealing.

Para este estudo, foi realizada uma coleta de sangue periférico dos pais dos

pacientes que apresentaram mutacdes a para extracdo do DNA. Posteriormente foi

padronizada uma reacdo de PCR, demonstrada abaixo, para cada gene e em

seguida foi realizado o sequenciamento de Sanger para tais fragmentos.

As etapas realizadas tanto para a reacdo de PCR, quanto para a purificacao

e a reacao de sequenciamento para 0s demais genes a serem sequenciados para

o estudo de segregacdo familiar foram padronizadas com 0s mesmos ciclos

térmicos, reagentes e condi¢cbes estabelecidas para a amplificacdo dos exons do

gene SEPNL1, sendo necessario que fossem padronizadas apenas as temperaturas

de anelamento para cada par de primers, estas temperaturas estdo detalhadas na

tabela a seqguir:
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Gene Primers Anealing
COL6A COL6A_2959F 58C¢
COL6A_2959R
LAMA2 2461F 58C¢
LAMA2_ 2461R
LAMA2 LAMA2_ 1259F 55C2
LAMA2_1259R
RYR1 9457F 61Ce
RYR1 9457R
RYR1 RYR1 6469F 55C2
RYR1 6469R
RYR1 8341F 62Ce
RYR1_8341R

Tabela 4 — Anealing dos primers para estudo de segregacao familiar.

Apoés a reacao de sequenciamento, os produtos de sequenciamento foram

purificados, precipitados e aplicados em sequenciador ABI3730.

E - Andlise do sequenciamento

As analises dos cromatogramas foram realizadas inicialmente de forma
manual por dois observadores diferentes (pesquisadora e sua orientadora) e

conferidas posteriormente através do programa SeqScape da Life Technologies.

F - Estudo da predicdo da patogenicidade das mutacdes

As mutagdes foram identificadas em bancos de dados de genes LOVD, afim
de verificar se ja haviam sido descritas na literatura.

Todas as mutac¢des que ainda ndo haviam sido descritas, encontradas tanto
por sequenciamento por Sanger quanto por NGS, foram analisadas através dos

programas de predisposicéo de patogenicidade Polyphen-2 e Mutation Taster.

G - Estudo do cDNA

Para este estudo foi realizada a extracdo de RNA através do kit de extracéo
QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen CAT # 52904) e em seguida foi realizada uma

reacao de transcriptase reversa para a sua conversao em cDNA, tanto para RNA
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total (Random Hexamer) quanto para RNA mensageiro (OligodT), com kit comercial
SuperScript® Il Reverse Transcriptase (ThermoScript™ RT-PCR Systems CAT#
18080044). Para a amplificacdo do cDNA foram desenhados 6 pares de primers
(forward e reverse) com o0 uso programa primer 3, que foram sintetizados pela

empresa IDT - Prodimol Ltda. As especificacdes e condi¢cdes de cada um destes

primers estao relacionadas no quadro abaixo:

Primer Sequéncia 5’- 3’ FrEEe
SEPN1-1F cDNA | CTGAAGACCCTGGGGACAGAT 190pb
SEPN1-1R cDNA | ATCAATTGAGCCAGGGAAGTT
SEPN1-2F cDNA | CTCAGCCTCCTGAGGTCAACT 370pb
SEPN1-2R cDNA | GGTGGATGATGACCTCCTTG
SEPN1-3F cDNA | AGCATGTTCACTGGCTACCTG 348pb
SEPN1-3R cDNA | CTCCATGTCCACATTCAGAGAC
SEPN1-4F cDNA | CCACATCATCCTCTCCAAAGAC 342pb
SEPN1-4R cDNA | GAGACCTTCTTGAAGGGGTACA
SEPN1-5F cDNA | TGTGTTTGAGGAGATCAAGTGG 327pb
SEPN1-5R cDNA | GACGAGTTCTCCTGGTTGTTCT
SEPN1-6F cDNA | CAACGAGAGCTTCATCAGCAC 249pb

SEPN1-6R cDNA | AGGTGGATGAGAAGCTGAAGAG

Tabela 5 — Primers para estudo por cDNA.

Este estudo ndo foi finalizado devido a ocorréncia de um equivoco no
desenho do experimento, os procedimentos realizados estdo detalhados no

apéndice 1.


https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/pcr/reverse-transcription/reverse-transcriptase-enzymes/superscript-iii-reverse-transcriptase.html
https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/pcr/reverse-transcription/reverse-transcriptase-enzymes/thermoscript.html
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/18080044
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5 ARTIGO 2 — APLICACAO DO SEQUENCIAMENTO DE NOVA
GERACAO (NGS) NO ESTUDO DE MUTACOES EM PACIENTES
BRASILEIROS  COM MIOPATIAS RELACIONADAS A
SELENOPROTEINA N1.

RESUMO

Introducdo: Selenopatias sao diferentes formas de miopatias que estédo
relacionadas ao gene da selenoproteina N1, entre elas a distrofia muscular
congénita tipo espinha rigida (DMER), a miopatia multiminicore (Mm), a
desminopatia com mallory body e a miopatia com desproporcéo congénita de fibras
(MDCF). Até o momento ndo havia estudos nacionais que avaliaram mutacdes no
gene SEPN1 em pacientes brasileiros com miopatias relacionadas a
selenoproteina N1. Objetivo: realizar o estudo molecular de pacientes brasileiros
com diferentes formas de miopatias através do sequenciamento de nova geragéo a
fim de avaliar mutacbes nos principais genes relacionados a doencas
neuromusculares, principalmente no gene relacionado a selenopatias, o gene
SEPN1. Metodologia: Foram incluidos 19 pacientes portadores de miopatias
relacionadas a selenoproteina N1 de 16 familias diferentes. Incluiram-se pacientes
portadores de caracteristicas clinicas e histopatoldgicas de miopatias relacionadas
ao gene SEPNL. Realizou-se protocolo de pesquisa com dados clinicos, revisdo da
histopatologia muscular e estudo genético molecular dos pacientes e de alguns de
seus familiares através de sequenciamento de Sanger afim de detectar mutacfes
no gene SEPN1. Os demais genes foram avaliados através de sequenciamento de
nova geracao realizado em painel contendo 61 principais genes relacionados a
doencas neuromusculares. Realizou-se estudo de segregacao familiar em alguns
familiares por sequenciamento de Sanger. Resultados: O estudo molecular
revelou mutacdes em 12 familias. Familia 1: um paciente com fenétipo classico de
Mm, apresentou uma mutacdo nova (c.1010G>T) em heterozigose composta com
uma mutacdo patogénica ja descrita (c.1384T>G) no gene SEPNL1. Familias 2, 3, 4
e 15: quatro pacientes ndo aparentados, com fenétipo de DMER, apresentaram a
insercdo de uma base fora de fase (c.713-714insA), trés deles em heterozigose
composta com outras mutacfes patogénicas, sendo uma delas uma mutacdo nova
(3UTR:c.53G>T) e um em homozigose (caso 18). Familia 5: um paciente com Mm
forma pré-natal com artrogripose e mutacdo com sentido trocado em heterozigose
(c.583G>A), cuja alteracdo complementar ndo foi identificada. Familia 16: um
paciente com Mm no qual foi encontrada uma mutagéo patogénica (c.1406G>A) em
heterozigose composta com uma mutagdo nova (c.1396C>T) no gene SEPNL.
Familia 14: um paciente com MDCF com insercdo de 12 bases em fase (c.316-
317ins12bp) no gene SEPN1, esta alteracdo foi considerada como um
polimorfismo, neste paciente foram detectadas mutacbes em heterozigose
composta (c.6469G>A/c.9457G>A) no gene RYRI1. Familia 12: trés irmaos
afetados com quadro de miopatia e rigidez cervical, nos quais foi identificada uma
insercdo em fase, de trés pares de base, em heterozigose (c.438-439ins3bp) no
gene SEPN1, esta alteracdo foi considerada como um polimorfismo e
posteriormente foi detectada uma mutacdo patogénica no gene LAMA2 em
heterozigose composta com uma mutacdo nova (c.1259delA). Na Familia 10 e 11
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foram detectadas mutacdes em heterozigose composta nos genes COLG6AL e
COLG6AS3, sendo na familia 10 ambas ja descritas como patogénicas (c.6859delG/
€.6064 5G>A) e na familia 11 uma mutacdo patogénica (c.850G>A) em
heterozigose com uma mutagdo nova (c.2959G>A). Conclus&o: as miopatias
relacionadas a selenoproteina N1 apresentaram amplo fendtipo clinico e
histopatologico além de grande heterogeneidade genética. Entre as 12 mutagfes
encontradas no gene SEPN1, oito jA& haviam sido descritas na literatura como
patogénicas, em pacientes com DMER e Mm e quatro ndo foram encontrados
registros (c.583G>A; ¢.1010G>T; ¢.1396C>T e 3’'UTR:53G>T). Foram detectadas
mutacdes em outros 5 genes relacionados a miopatias que apresentam
caracteristicas fenotipicas similares as selenopatias, totalizando 10 mutac0es,
dentre elas havia 8 mutacBes j4 descrita como patogénicas e outras duas
mutagbes nao foram encontrados registros (c.2959G>A no gene COLGBA3 e
c.1259delA no gene LAMAZ2). A avaliacdo clinica e histopatolégica, apesar de
fundamental, ndo é suficiente devido a grande variabilidade fenotipica e genética
gue envolvem estas formas de miopatias. O estudo molecular € essencial para
identificacdo do defeito genético e consequente aconselhamento genético. O
estudo concomitante de genes é uma estratégia rapida e de grande utilidade no
diagnostico de doencas que apresentam ampla heterogeneidade genética e
fenotipica.

Palavras-chave: Miopatias relacionadas a selenoproteina N1. Heterogeneidade
genética. Heterogeneidade fenotipica. Sequenciamento de nova geracéo.
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ABSTRACT

Introduction: Selenopathies are different forms of myopathies that are related to
the selenoprotein N gene, among which: congenital muscular dystrophy with rigid
spine (RSMD) multiminicore myopathy (Mm), desminopathy and congenital fiber-
type disproportion myopathy (CFTD). Until the present moment there isnt any
description in national studies that evaluated the presence of mutations in the gene
SEPNL1 in Brazilian patients with myopathy related to selenoprotein N. Objective:
Carry out a molecular study of Brazilian patients with different types of myopathies
through the next generation sequencing to analyze mutations of the principal genes
related to neuromuscular diseases, mainly in the gene related to selenopathies.
Methodology: 19 patients with myopathies related to SEPN1 from 16 different
families were included. The clinical, muscular histopathologics (histological
reactions and muscle histochemical) and molecular findings for the characterization
of mutations in the SEPN1 gene were evaluated to research and identify mutations
in the SEPN1 gene as well in others genes included in the next generation
sequencing technique that includes the 61 principal genes related to neuromuscular
diseases. We conducted family segregation study of some families by Sanger
sequencing. Results: The molecular study revealed mutations in 12 families. Family
1 : one patient with classic phenotype Mm , with one new mutation (c.1010G>T) in
compound heterozygous with one pathogenic mutation already described
(c.1384T>G) in SEPN1 gene. Families 2, 3, 4, and 15: four unrelated patients with
RSMD phenotype, showed insertion of a base out of phase (c.713-714insA) , three
of them in compound heterozygous with other pathogenic mutations, one being a
new mutation (3'UTR: ¢.53G>T) and homozygous (case 18) Family 5: One patient
with  Mm prenatal form with arthrogryposis showed a missense mutation in
heterozigose (c.583G>A) in which the complementary change was not identified.
Family 16: A patient with Mm were detected a pathogenic mutation (c.1406G>A) in
compound heterozygosity with a new mutation ¢.1396C>T. Family 14: One patient
with CFTD showed insertion of 12 bases in phase (c.316-317 Ins.12bp), this
insertion was considered a polymorphism. A mutation in compound heterozygosity
(c.6469G>A/c.9457G>A) in the RYR1 gene was detected in this patient. Family 12:
three siblings with with RSMD phenotype, ware identified with an insertion in frame,
three base pairs, in heterozygous (c.438-439ins3bp), it was considered as a
polymorphism. A pathogenic mutation was detected in this family in LAMAZ2 gene in
compound heterozygosity with a new mutation (c.1259delA). Mutations in
compound heterozygosity in the COL6A1 e COL6A3 genes were detected in
families 10 and 11, in the family 10, both mutations were described as pathogenic
(c.6859delG/ ¢.6064-5G>A) and in the family 11 one pathogenic mutation
(c.850G>A) was detected in compound heterozygous with a new mutation
(c.2959G>A). Conclusion: The selenoprotein N1 related to myopathies shows a
wide clinical and histologic phenotype and genetic heterogeneity. Among the 12
mutations found in the SEPN1 gene, 8 had previously been described in the
literature as pathogenic in patients with RSMD and Mm and the other four changes
were not related in the literature (c.583G>A; ¢.1010G>T; ¢.1396C>T e
3'UTR:53G>T). Mutations were detected in 5 other genes related to myopathies
that show phenotipical characteristics similar with selenoprotein N1 gene. In a total
of 10 mutations, 8 mutation were described and the others 2 were not described in
the literature (c.2959G>A no gene COL6A3 e c.1259delA in LAMA2 gene). The
clinical and histopathological findings, although essential, is not sufficient due to
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high phenotypic and genetic variation this form of myopathies. The molecular
analysis is essential to identify the genetic defect and consequent genetic
counseling. The study concomitant of genes is a quick strategy and has a big utility
for the diagnosis of diseases that show a wide genetic and phenotypic variation.

Keywords: Myopathies related to selenoprotein N1. Genetic heterogeneity.
heterogeneity phenotypic. Next generation sequencing
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5.1 Introducéao

Identificado em 1998 por Moghadaszadeh et al, 0 gene da selenoproteina
N1 (SEPN1) codifica uma proteina pertencente a uma familia de proteinas que
apresentam como principal caracteristica a presenca da selenocisteina na sua
estrutura primaria, sendo a selenocisteina a principal forma biolégica do selenium.
A selenoproteina N1 é caracterizada como sendo uma glicoproteina integral de
membrana de 70 kDa localizada no reticulo endoplasmatico e que possui
expressdo precoce durante o desenvolvimento tecidual*”.

Posteriormente a sua identificacdo, foram detectadas mutacdes no gene
SEPN1, sendo estas mutacfes caracterizadas como sendo as responsaveis pela
doenca muscular congénita denominada como distrofia muscular congénita tipo
espinha rigida (DMER). A deteccdo destas primeiras mutagdes ocorreram no ano
de 2001 e em seguida novas mutacdes foram detectadas neste gene associando-o
a outras trés formas de doencas musculares congénitas™®®.

A selenoproteina N1 pertence a um grupo no qual estéo incluidas cerca de
25 selenoproteinas j& identificadas em humanos e foram os primeiros membros da
familia de selenoproteinas a serem associadas a doencas genéticas. No entanto,
estudos tém demonstrado que a funcdo desta selenoproteina esta relacionada com
reacdes de oxidacdo e reducdo sugerindo assim, que células com deficiéncia de
SEPN1 sdo mais suscetiveis ao estresse oxidativo. Porém, apesar de ja haver
alguns conhecimentos em relacdo a esta proteina, a sua funcdo ainda permanece
desconhecida®*.

Devido ao fato da SEPN1 estar envolvida com mais de uma doenca
muscular congénita, foi estabelecido um grupo de miopatias relacionadas a
selenoproteina N1, no qual estdo incluidas as quatro formas de doencas
musculares relacionadas a este gene, sendo elas, a distrofia muscular congénita
tipo espinha rigida (DMER), a miopatia multiminicore (Mm), desminopatia com
mallory body e a miopatia com desproporcdo congénita de fibras (MDCF) e
denominaram este grupo como sendo 0 grupo das selenopatias. Em todas estas
formas de doencas a heranca é autossdmica recessiva®.

Assim, as selenopatias séo descritas como sendo afec¢bes musculares que

apresentam algumas caracteristicas fenotipicas semelhantes, porém, apesar das
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semelhancas as quatro formas de selenopatias s&o descritas na literatura como
condicBes com fenétipos clinicos e histopatoldgicos distintos®.

A DMER pertence ao grupo das distrofias musculares congénitas, sendo
caracterizada por apresentar o inicio dos sintomas na infancia, com sinais de
fraqueza muscular mais evidente em musculatura axial, levando na grande maioria
dos casos a limitacdo da movimentacéo da coluna toracica e cervical. Este achado
clinico é referido como espinha rigida, caracteristica que é considerada como a
mais marcante para esta forma de distréfia muscular congénita. No entanto,
ressalta-se que este sinal também pode ser observado em outras formas de
doencas musculares, sendo assim, considerado um achado inespecifico, que surge
devido a substituicdo dos musculos extensores da coluna vertebral por tecido
fibroso e gorduroso, resultando no seu encurtamento®’?!. No curso da doenca é
comum o surgimento de escoliose e insuficiéncia respiratéria também consideradas
caracteristicas frequentes da DMER. A biépsia muscular pode revelar proliferacédo
de tecido muscular conjuntivo e alteracdes da citoarquitetura das fibras musculares,
classificadas como moth eaten ou minicores. No estudo imuno-histoquimico
observa-se imunomarcacao preservada para proteina merosina®.

A Mm pertence ao grupo das miopatias congénitas e é caracterizada por
fragueza muscular e hipotonia, na qual ocorre 0 acometimento da musculatura da
face, proximal de membros e da coluna cervical, gerando rigidez da coluna cervical,
assim como na DMER’. A bidépsia muscular revela alteracdes caracterizadas por
falhas como marcagdo arredondadas na reacdo de NADH, reconhecidas como
minicores.

JA a MDCF, que também pertence ao grupo das miopatias congénitas,
também pode ser caracterizada clinicamente por fraqueza e hipotonia de inicio
precoce na infancia apresentando fraqueza muscular proximal nos membros,
podendo cursar com comprometimento da musculatura facial, oftalmoplegia,
escoliose e contraturas articulares. A bidpsia muscular verifica-se como padrdo a
hipotrofia de fibras tipo | (o diametro das fibras tipo | deve ser pelo menos 12%
inferior aos das fibras tipo 11372,

Uma relevante caracteristica das selenopatias estda associada a
heterogeneidade genética que envolve suas formas, pois, com exce¢do da DMER,
todas as outras também estdo associadas a mutagfes em outros genes. Acredita-

se que provavelmente a DMER também possa estar associada a heterogeneidade
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genética, porém até o presente momento ndo ha relatos de mutagbes em outros
genes associados a essa forma de miopatia’®.

Desta forma ressalta-se que as formas de miopatias previamente descritas
compartilham algumas caracteristicas fenotipicas semelhantes, porém sao
consideradas condi¢cdes distintas. Do ponto de vista genético podem estar
associadas a mutacfes no gene SEPN1 ou a outros genes, configurando uma
heterogeneidade genética. Assim cita-se que a Mm foi também associda a
mutagdes nos genes RYR1, TNN, SCAD, SECISBP2 e MEGF10. A MDCF
também apresenta mutacdes em outros genes como ACTAL, TPM3, CFTD2 e mais
recentemente ao gene RYR1'8 10-14.19.2042

Destaca-se ainda, que conforme o0 gene envolvido, as caracteristicas
fenotipicas podem apresentar algumas particularidades. Como exemplo
descrevem-se as diferengas observadas nas Mm causada por mutagdes nos genes
SEPN1 e RYR1. Os pacientes portadores de Mm associada a muta¢cdes no gene
SEPN1 apresentam escoliose grave, insuficiéncia ventilatoria, rigidez cervical e
apresentam multiplos minicores na biopsia muscular. Enquanto nos pacientes
portadores de Mm devido a mutacdes no gene RYRL1 pode-se verificar a ocorréncia
de um comprometimento ventilatério mais leve, porém podendo ocorrer o
envolvimento da musculatura extraocular e susceptibilidade a hipertermia maligna.
Nestes casos a bidpsia muscular evidencia cores grandes e multiplos associados
ao predominio de fibras tipo |. Outro exemplo pode ser dado citando o
acometimento do musculo cardiaco quando a Mm é causada por mutacdes no
gene gene TTN ou no gene SCAD"101113,

Devido a todas suas caracteristicas e principalmente a heterogeneidade
genética e fenotipica que envolve estas formas de selenopatias, o estudo molecular
se torna essencial para elucidacdo destes casos, porém, o estudo tradicional
envolvendo a verificagdo gene a gene atraveés do sequenciamento de Sanger pode
se tornar um estudo exaustivo e de dificil conducdo devido ao fato de né&o
proporcionar uma verificagdo simultanea de genes.

Assim, o advento do sequenciamento de nova geragao no qual a principal
estratégia se da na possibilidade da realizacdo do estudo concomitante de varios
genes que possam estar relacionados a algum tipo de doenga proporcionou uma
grande revolug&o no estudo destas doencas genéticas®®.

A exemplo, podemos citar o trabalho recente de Savarese e colaboradores


http://neuromuscular.wustl.edu/syncm.html#secisbp2#secisbp2
http://neuromuscular.wustl.edu/syncm.html#cftdx#cftdx
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no qual foi possivel a detectacdo de diversas mutacdes patogénicas em 52
pacientes dentre 177 casos de miopatias através do uso da metodologia do NGS
em um painel contendo os 93 principais genes relacionados as principais miopatias
genéticas, inclusive ao gene SEPN1?,

O objetivo deste trabalho consiste na realizagdo de um estudo genético em
pacientes brasileiros com miopatias relacionadas a seleproteina N1, utilizando o
sequenciamento de nova geracdo através de painel custumizado contendo 61
genes relacionados a doencas neuromusculares e correlacionar os achados

moleculares com os achados clinicos e histopatologicos.
5.2 Pacientes e métodos

Foi realizado um estudo transversal no qual foram incluidos 19 pacientes
brasileiros, com diagndstico clinico primario de miopatias relacionadas a SEPN1
(SEPN1-MR) acompanhados no ambulatério de Doencas Neuromusculares do
Hospital das Clinicas da UFMG, no Centro de Estudos do Genoma Humano da
Universidade de S&o Paulo, na AACD de Recife e no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Riberdo Preto-USP, entre o periodo de fevereiro de
2012 e marco de 2016.

5.2.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos pacientes com miopatias relacionadas a selenoproteina N1
gue apresentavam mutac¢des provavelmente patogénicas no gene SEPN1.

Além destes, foram incluidos novos pacientes com manifestacdes clinicas e
achados histopatologicos e histoquimicos musculares compativeis com miopatias
relacionadas a selenoproteina N1, sendo elas:

e Distrofia muscular congénita tipo espinha rigida: pacientes com histéria de
fraqueza e hipotonia nos primeiros anos de vida, hipotrofia generalizada
associada a limitacdo da movimentacdo da coluna cervical e/ou toréacica.
Bidpsia muscular apresentado padrdo miopatico sem anormalidades
estruturais, exceto pela presenca de minicores ou moth eaten ou padréo

distréfico.
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e Miopatia multiminicore: pacientes com histéria de fraqueza e hipotonia nos
primeiros anos de vida e bidpsia muscular evidenciando minicores (areas
com reatividade diminuida nas reacbes histoquimicas oxidativas),
associados ao predominio de fibras do tipo I.

e Miopatia com desproporcdo congénita de fibras: pacientes com histéria de
fraqueza e hipotonia nos primeiros anos de vida e bidpsia muscular
evidenciando hipotrofia de fibras tipo I, cujo diametro das fibras tipo | deve

ser pelo menos 12% inferior ao das fibras tipo 1.

5.2.2 Critérios de excluséo

Foram excluidos desta fase do estudo pacientes que ndo apresentavam
fendtipo clinico e histopatolégico compativel com miopatias associadas ao gene

SEPNL1 e os pacientes que se recusaram a participar.

5.2.3 Procedimentos

Foram realizados estudos genéticos moleculares por sequenciamento de
Sanger e sequenciamento de nova geracao a partir de amostras de DNA extraidas
de sangue total.

Os pacientes foram reavaliados clinicamente pelo médico neurologista
responsavel pelo encaminhamento e ao final do estudo todos o0s pacientes

receberam um relatorio e o aconselhamento genético familiar.

5.2.3.1 Avaliacéo clinica

Os novos pacientes incluidos nesta pesquisa foram submetidos a uma
reavaliagdo clinica realizada pelo mesmo neurologista responsavel pelo
encaminhamento do paciente, tendo sido preenchido um protocolo elaborado com
base em aspectos clinicos e neurolégicos relevantes (APENDICE 4).

Além disso, os pais de alguns dos pacientes incluidos na pesquisa também
foram avaliados clinicamente, na tentativa de se detectarem manifestacbes

menores da doenca.
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5.2.3.2 Estudo genético molecular

O estudo molecular foi realizado através das técnicas de sequenciamento de

Sanger e Sequenciamento de Nova Geracéo.

A - Coleta de sangue e extragao de DNA

DNA genbmico dos pacientes e dos seus pais foram extraidos a partir da
coleta de 10 ml de sangue periférico através de metodologia rotineira, utilizando o
kit comercial
(CAT#A1125).

Wizard Genomic DNA Purification do fabricante Promega

B - Sequenciamento de Nova Geracao (NGS)

O sequenciamento de nova geracgéao foi realizado na Plataforma HiSeq 2500
da lllumina através da inclusédo de amostras de DNA dos pacientes em um painel

contendo um total de 61 principais genes relacionados a doencas

neuromusculares, tais genes estao relacionados no quadro abaixo:
GENE GENE GENE GENE GENE | GENE | GENE GENE
TPM3 PLEC1 | FKRP DYSF TTN DNM2 | ITGA7 DNM2
TPM2 GDF8 POMGNT1 | SGCG GNE KLHL9 | DNM2 BIN1
ACTA1 CAV3 LARGE SGCA MYH7 | FLNC | TCAP MEGF10
KBTBD13 | FHL1 DMD SGCB MATR3 | VCP | LMNA TRIM32
CFL2 LAMA2 | EMD SGCD TIAL FKTN | POMT1 | CRYAB
SEPN1 COL6A1 | DNAIB6 TCAP MYOT | DAG1 | POMT2 | DES
RYR1 COL6A2 | HNRPDL TRIM32 | NEB ANO5 | FLNC MYOT
MTM1 COL6A3 | CAPN3 LAMP2 | LDB3

Tabela 1 — Genes incluidos no painel de doencas neuromusculares para NGS.

C - Analise bioinformatica

A analise bioinformética foi realizada através de programa criado e
patenteado pelo CEGH-USP, que permite a selecéo de filtros de pesquisa incluindo
critérios de verificacdo para cada amostra de acordo com sua heranca genética e

perfis especificos de analise.
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Através deste programa é possivel comparar as alteracdes encontradas com
as descritas nos bancos de dados: 1.000 genomas, 6.500 genomas e ExXAC, além
de fazer buscas em bancos de dados de mutacdes (OMIM; ClinVar; HGMD).
Ressalta-se ainda que foi utilizado um banco de 1.000 exomas de idosos (acima

de 60 anos) brasileiros normais.

D - Sequenciamento Sanger

O sequenciamento de Sanger para o estudo do gene SEPNL1 foi realizado
tanto para deteccdo de mutacdes nos pacientes novos, quanto para a confirmacao
das mutacdes detectadas nos demais pacientes por NGS. Além do estudo de
segregacao familiar destas mutacdes nos pais dos pacientes que apresentavam
mutacdes novas nos outros genes verificadas através do estudo por NGS.

Para o estudo de mutacdes no gene SEPN1 as amostras de DNA dos
pacientes foram amplificadas através da técnica de PCR de todos os exons
codificantes do gene SEPN1, tendo sido desenhados 12 pares de primers (forward
e reverse) com o uso programa primer 3, que foram sintetizados pela empresa IDT
- Prodimol Ltda. As especificacdes e condicbes de cada um destes primers esta

relacionada no quadro abaixo.

Primer Sequéncia do primer Produto de PCR Temp. Anealing
SEPNL1 - 1F CTTGGCGTTCCGGTGTAG 456 bp 60°C
SEPN1 - 1R ACTCGTCCATGCCCATGTC
SEPN1 - 2F CAGTCTCTCCTCCCAAGCAG 198 bp 60°C
SEPN1 - 2R TCAGTGAAGACACCGTTGG
SEPNL1 - 4F GGTGAGCCCTGTAGCATAAG 232 bp 58°C
SEPN1 - 4R TCGGGATACACACAGATGAC
SEPN1 - 5F ACCCACATGGTACAGGAGAC 298 bp 60°C
SEPN1 - 5R CACCCCAGCTGTCCTCAC
SEPNL1 - 6F ACCCAGCAAGCCAGTACG 180 bp 60°C
SEPN1 - 6R CCAGTGTGGCCCACTCAC
SEPN1 - 7F AAGGTGGGCAGCTCTGGT 232 bp 60°C
SEPN1 - 7R AGCAGGACAAGCTGTAGGAG
SEPNL1 - 8F TGATGATGGTGTCACTCTGC 207 bp 58°C
SEPN1 - 8R TAGAGACCCTCCAAAATGCT
SEPNL1 - 9F CCCCTACCACTGACCTCTG 248 bp 60°C
SEPN1 - 9R CCTGACCCTGGCCTTCAC
SEPN1 - 10F CTTCGCTCTGTCTCGGTGT 196 bp 60°C
SEPN1 - 10R TCTGGTACCCCACAAGGTGT
SEPN1 - 11F CGCCTCACCCTTCTGTCTT 182 bp 60°C
SEPN1 - 11R ACTGTTCCGGACGCTCCT

SEPNL1 - 12bF AGTGTGCAACTGTCCCCACA 220 bp 58°C
SEPNL1 - 12bR CGAAGCCTGATGAAGTCTGC
SEPN1 - 13F CCCATAGAAGAGAGGGCACA 269 bp 60°C
SEPN1 - 13R TGCATCAGATCCCGTCCAG

Tabela 2 - Informacdes sobre os primers SEPNL1.
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N&o foi realizada a amplificacdo do exon 3, pois este corresponde a um splice

alternativo e n&o participa da codificagéo da proteina®.
E - Estudo de segregacédo genética familiar

Realizou-se o0 estudo de segregacdo genética familiar para as mutacdes
detectadas tanto no gene SEPN1, quanto nos demais genes incluidos no painel de
doencas neuromusculares. Assim, foram confecionados primers e padronizadas
reacoes de PCR para cada uma destas mutacbes com a finalidade de avaliar a
segregacao destas mutacbes entre os pais de todos dos pacientes que
apresentaram mutacgoes.

A sequéncia dos primers referente aos novos genes estudados no painel de
doencas neuromusculares, assim como o detalhamento de cada um deles esta

relacionada na tabela 3, abaixo:

Gene Primer Sequéncia5'- 3’ Fragmento | Localizacao
COL6A | COLBA 2959F AGTGGAGGTGTGGAGGAAGT 446 pb Crh:2
COLBA 2959R ACAACCCCACTCTGCTTCAG
LAMA2 2461F |AGCAGTAGTGGAGAGAGAGAAATGA| 274 pb Crh:6
LAMA2 2461R | TTCTCCAAAGGATGATGCAAAGGAT
LAMA2 | LAMA2 1259F |GTTTTCTCAATAATTTGCTGCTCTGT | 516 pb Crh:6
LAMA2 1259R | ACAGATTTGTGATTGACTCTCTCTCT
RYR1 9457F CCCACTCCCACCATCATCGG 501 pb Crh:19
RYR1 9457R |AGCTCGCGTCCTCATTAACTCATT
RYR1 RYR1 6469F |GTGGTAGTAACTGGGAAAACTTCTG 512 pb Crh:19
RYR1 6469R AGAGACTGAGATCACCCAGAGGAT
RYR1 8341F GGGCTGGGAGACAGAGAGGAAG 492 pb Crh:19
RYR1_8341R CCCAAGGCCTGGTCACCTTCT

Tabela 3 - Informacdes sobre os primers, produto de PCR e temperatura de

anealing.

Para este estudo, foi realizada uma coleta de sangue periférico dos pais dos

pacientes para extracdo do DNA. Posteriormente foi padronizada uma reacao de
PCR e em seguida foi realizado o sequenciamento de Sanger para tais fragmentos.
A seguir estdo demonstradas, na tabela 4, as condi¢cdes estabelecidas para cada

um dos novos genes do painel de NGS:
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Gene Primers Anealing
COL6A COL6A _2959F 58C2
COL6A_2959R
LAMA2 2461F 58C2
LAMA2_ 2461R
LAMA2 LAMA2_ 1259F 55C2
LAMA2_1259R
RYR1_9457F 61Ce
RYR1_9457R
RYR1 RYR1_6469F 55C2
RYR1_6469R
RYR1_8341F 62C°
RYR1_8341R

Tabela 4 — Anealing dos primers para estudo de segregacao familiar.

Os produtos de PCR foram posteriormente sequenciados em sequenciador
ABI 3730 DNA Sequencer (Applied Biosystem).

F - Estudo da predicédo da patogenicidade das mutacdes

As alteragOes identificadas foram analisadas nos bancos de dados de genes
LOVD, como proposito de verificar se ja haviam sido descritas na literatura.

Todas as mutac¢des que ainda ndo haviam sido descritas, encontradas tanto
por sequenciamento por Sanger quanto por NGS, foram analisadas através dos

programas de predisposicéo e patogenicidade Polyphen-2 e Mutation Taster .
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5.3 RESULTADOS

Os resultados obtidos para as metodologias propostas neste trabalho estéo

detalhados em seguida.

5.3.1 Identificacao e classificagcdo fenotipica

Os dados de identificacdo, assim como a procedéncia e a naturalidade dos

pacientes, estdo descriminados na tabela abaixo.

Familia | Caso | Sexo | Diagnéstico | Rigidez | Idade Procedéncia/
Cervical | Atual Naturalidade
1 1 M Multiminicore S 19a HC-UFMG (BH-MG)
2 2 M Espinha Rigida S 27a HC-UFMG (BH-MG)
3 3 F Espinha Rigida S 19a Unesp-Sao Paulo
4 4 F Espinha Rigida S 22a CEGH-USP
(Rondondpolis-MT)
5 5 M Multiminicore S 19a HC-UFMG (BH-MG)
6 M Espinha Rigida S 16a o
HC-Ribeirdo Preto/SP
6 7 F Espinha Rigida S 13a
7 8 F Espinha Rigida S 24a HC-UFMG (BH-MG)
8 9 F Espinha Rigida S 3la CEGH-USP (Belém-PA)
9 10 M Mutiminicore N 25a HC-UFMG (BH-MG)
10 11 M Multiminicore S 5a HC-UFMG (Recife-PE)
11 12 F Espinha Rigida S 23a HC-UFMG (BH-MG)
13 M Espinha Rigida S 24a
" 14 F Espinha Rigida S 28a HC-UFMG (Ibirité-MG)
15 M Espinha Rigida S 3la
13 16 M Espinha Rigida S 40a HC-UFMG (St.Luzia-MG)
14 17 M Desproporgao S 35a HC-UFMG (BH-MG)
cong.de fibras
15 18 F Espinha Rigida S 15a AACD-Recife
16 19 M Multiminicore N 4a AACD-Recife

Tabela 5 - Dados dos pacientes incluidos na pesquisa.
a= anos; F=feminino; M= masculino; HC= Hospital das Clinicas; USP= Universidade de S&o Paulo,
S=sim; N= nédo; NI= nao informado.

Foram incluidos no estudo 19 pacientes de 16 familias ndo relacionadas,
sendo 12 provenientes do Ambulatério de Doencas Neuromusculares do HC-
UFMG, dois do Centro de Estudos do Genoma Humano da USP, trés do Hospital
das Clinicas de Ribeirdo Preto-SP e dois da AACD de Recife. As idades variaram
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de 5 a 40 anos e, quanto ao género, 11 pacientes eram do sexo masculino e 8 do
sexo feminino. Quanto ao fenoétipo, 14 foram classificados como portadores de
distrofia congénita tipo espinha rigida, quatro com miopatia multiminicore e um com
miopatia com desproporcdo congénita de fibras.

N&o foi observada consanguinidade entre os pais dos pacientes avaliados.
Havia outros membros familiares acometidos em duas familias estudadas. Os
casos 13, 14 e 15 eram irmdos em uma mesma prole, assim como os casos 06 e
07.

5.3.2 Estudo em tecido muscular

O padréao dos achados do estudo histopatolégico muscular estdo descritos

na tabela abaixo:

Caso Musculo Padréo
1 Biceps Miopatico
2 Quadriceps Miopatico
3 N.A N.A
4 Biceps Distréfico
5 Biceps Miopatico
6 N.A N.A
7 N.A N.A
8 N.A N.A
9 Biceps Miopatico
10 Biceps Miopatico
11 Biceps Miopatico
12 Biceps Distrofico
13 Biceps Miopatico
14 N.A N.A
15 N.R N.R
16 Biceps Distrofico
17 Biceps Miopatico
18 N.A N.A
19 N.A N.A

Tabela 6 - Dados histoldgicos musculares dos pacientes.
NA= ndo analisado; NR=n&o realizado.

5.3.3 Estudo genético molecular

Os achados moleculares obtidos tanto atravées do sequenciamento de
Sanger, quanto pelo Sequenciamento de Nova Geracdo estdo descriminados na

tabela a sequir.
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Familia |Caso NGS e Sanger - SEPN1 NGS - Outros genes
1 1 €.1384T>G/p.U426G Nenhuma alteracéo
Patogénica; descrita: ClinvVar /[LOVD
€.1010G>T/p.R337M Nenhuma alteracéo
Patogénica: polyphen-2 ; ndo descrita
2 2 Exon 5: ¢.713-714insA Nenhuma alteracéo
Patogénica; descrita Clinvar/Leiden
Exon 11: ¢.1397G>A/p.R466Q Nenhuma alteracéo
Patogénica: descrita ClinVar.
3 3 Exon 5: ¢.713-714insA Nenhuma alteracéo
Patogénica: descrita ClinVar.
Exon 11: ¢.1406G>A/p.R469Q Nenhuma alteracéo
Patogénica: descrita ClinvVar /LOVD
4 4 Exon 5: ¢.713-714insA
Patogénica; descrita:ClinVar /LOVD Nenhuma alteracéo
3 UTR: ¢.53 G>T
Patogénica: polyphen-2; ndo descrita
5 5 c.583G>A/p.195 A>T Nenhuma alteragcéo
Patogénica: polyphen-2; ndo descrita
6 6 Nenhuma alteracéo Nenhuma alteracéo
7 Nenhuma alteracéo Nenhuma alteracéo
7 8 Nenhuma alteracéo Nenhuma alteracéo
8 9 Nenhuma alteracéo Nenhuma alteracéo
9 10 Nenhuma alteracéo Nenhuma alteracéo
10 11 Nenhuma alteracao Gene:COL6 A3:c.6859delG
Patogénica; descrita:ClinVar /LOVD
Gene:COL6 A3:c.6064 5G>A
Patogénica; descrita:ClinvVar /LOVD
11 12 Nenhuma alteracéo Gene COLG6: Al:c.850G>A/p.G284R
Patogénica; descrita:ClinvVar /LOVD
Gene COL6: A3:c.2959G>A/p.VI87M
Patogénica: polyphen-2; ndo descrita
12 13 Exon 4: insGAG Gene LAMAZ2: ¢.1259delA/p.P418fs
14 Descrita: ClinVar /LOVD polimorfismo Patogénica: Mut.Taster; ndo descrita
15 Gene LAMAZ2:¢c.2461A>C/p.T821P
Patogénica; descrita:ClinvVar /LOVD
13 16 Nenhuma alteracao Gene: LMNA: ¢.1580G>T/p.R527P
Patogénica; descrita:ClinVar /LOVD
14 17 €.136-137ins12 Gene RYR1: c.6469G>A/p.E2157K
Provavelmente ndo patog. Ndo descrita Patogénica
€.729G>A/p.P243P Mutacdo sinbnima
c.425G>A/p.C243Y Gene RYR1: c.9457G>A/p.G3153R
Descrita: ClinVar /LOVD polimorfismo Patogénica
€.748-40G>A
N&o Patog. Descrita: LOVD
15 18 Exon 5: ¢.713-714insA Homozigose N&o realizado
Patogénica; descrita:ClinVar /[LOVD
16 19 Exon 11: ¢.1396C>T/p.R466W N&o realizado

Patog.: polyphen-2 ; ndo descrita

Exon 11: c.1406G>A/p.R469Q
Patogénica; descrita:ClinvVar /[LOVD

Tabela 7 — Resultados obtidos por sequenciamento de nova geragao e/ou Sanger.

Dentre as alteracdes detectadas no gene SEPN1 foram encontradas

mutacdes em heterozigose composta nos casos 01, 02, 03, 04 e 19 e em
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homozigose no caso 18.

Entre tais mutacfes encontradas no gene SEPN1, as mutacdes, ¢.1384T>G
(caso 01), ¢.1397G>A (caso 02) a insercéo c.713-714insA (caso 02, 03, 04 e 18) e
a mutacdo c.1406 G>A (caso 03 e 19) ja haviam sido previamente descritas na
literatura como patogénicas. Enquanto as mutacdes c¢.583G>A (caso 05),
€.1010G>T (caso 01), 3 UTR: ¢.53 G>T (caso 04) e c.1396 C>T (caso 19)
tratavam-se de mutacdes novas.

Foram detectadas mais 10 alteragbes nos genes COL6A3, COLG6AL,
LAMA2, LMNA e RYRL, inseridos no painel de doencas neuromusculares, dentre
estas, oito mutacBes ja haviam sido previamente descritas na literatura como

patogénicas, enquanto duas tratavam-se de mutacdes novas.

5.3.3.1 Analise das mutac¢Bes encontradas no gene SEPN1

Caso 01: Paciente com fenétipo de miopatia multiminicore, forma classica.

Figura 1 — Imagens do exame clinico demonstrando acentuacdo da

escoliose e agravamento do comprometimento ventilatério (A e B).

O estudo molecular revelou a presenca de duas mutacdes em heterozigose
composta. Uma das mutac¢des consiste na troca de uma timina por uma guanina no
nucleotideo 1384 do cDNA no exon 10, levando a troca do codon da selenocisteina
por uma glicina na regido 426 da proteina (c.1384 T>G/p.U426G). Tal mutacao foi
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descrita na literatura e é considerada patogénica’.

A segunda mutag&do consiste na troca de uma guanina por uma timina no
nucleotideo 1010 do cDNA no exon 7, gerando a troca de uma arginina por uma
metionina no aminoacido 337 da proteina (c.1010G>T/p.R337M). Essa mutagao

nao foi descrita na literatura até o presente momento.

Gallus gallus FVEMN
100 Danio rerio YWVEN

Homo sapiens FVEN
Mus musculus EVEN
90

B

[\ c

Figura 2 — Cromatograma apresentando mutagdes em heterozigose composta nos

exons 7 e 10, respectivamente (A e B), e 0 estado de conservacdo do aminoacido
p.R337M (C).

Analisando o estado de conservacdo deste aminoacido entre as espécies,
observa-se que ele é altamente conservado. Além disso, estudo realizado
demonstrou a auséncia desta mutacdo na analise de 100 controles normais
estudados.

Devido ao fato de se tratar de uma mutac&o nova, foi realizado o estudo de
segregacao familiar para as mutagbes encontradas neste paciente, tendo sido
detectada a mutacédo ¢.1010G>T em heterozigose no pai e a mutacédo c.1384T>G
em heterozigose na mae.

Esta mutacdo também foi verificada quanto a sua predicdo da
patogenicidade através do programa Polyphen-2, que apresentou uma
probabilidade de 99% desta mutacdo ser patogénica, conforme demonstrado a

sequir:
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PolyPhen-2 report for QINZV5 R337M
Query

Protein Acc  Position AAj AA; Description
QINZVE 337 R M Canonical; RecName: Full=Selenoprotein N; Short=SelN; Flags: Precursor; Length: 590

Results

Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r398
Humbiv

This mutation is predicied iobe  PROBABLY DAMAGING with a score of 0.976 (sensitivity: 0.76: specificity- 0.96)

X7 020 040 0.60 0.80 1200

Humvar
Details

Multiple sequence alignment UniProtKB/UniRef100 Release 2011_12 (14-Dec-2011)
3D Visualization PDB/DSSP Snapshot 03-Jan-2012 (78304 Structures)

Figura 3 — Predicdo da patogenicidade da mutacdo ¢.1010G>T/p.R337M

Caso 02: Paciente com fenoétipo de distrofia muscular congénita tipo espinha rigida.

O estudo molecular revelou a insercdo de uma base (adenina) fora de fase
entre 0s nucleotideos 713 e 714 do cDNA no exon 5 do gene SEPN1 (c.713-
714isnA), em heterozigose composta com a mutacdo ¢.1397G>A/p.R466Q que
consiste na troca de uma guanina por uma adenina no nucleotideo 1397 do cDNA
no exon 11, regido de grande importancia do gene SEPN1, pois € a regido na qual
ocorre 0 elemento de redefinicdo da selenocisteina (ERS). Ambas mutacfes ja

possuem descri¢ao na literatura como sendo mutag¢des patogénicas.

A 210 220
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Figura 4 - Cromatogramas demonstrando as mutc;()es c.713-
714ins.A/p.N238K e ¢.1397G>A/p.R466Q (A e B). Imagens do paciente
02 demonstrando rigidez cervical e escoliose (C e D).

Caso 03: Paciente com fenétipo de distrofia muscular congénita tipo espinha rigida.

O estudo molecular revelou a insercdo de uma base (adenina) fora de fase
entre 0s nucleotideos 713 e 714 do cDNA no exon 5 do gene SEPN1 (c.713-
714isnA), em heterozigose composta com a mutacdo c.1406G>A/p.R469Q (exon

11). Ambas alteracdes sdo consideradas patogénicas e possuem descricdo na
literatura médica.
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Figura 5 - Cromatogramas demonstrando a mutacgao c.lé_106G>A/p.R469Q
Caso 04: Paciente com fenétipo de distrofia muscular congénita tipo espinha rigida.

O estudo molecular revelou a insercdo de uma base (adenina) fora de fase
entre os nucleotideos 713 e 714 do cDNA no exon 5 do gene SEPN1 (c.713-
714isnA), em heterozigose composta com a mutacdo ¢.53G>T em heterozigose na
posicédo 3’ UTR (anterior ao ATG).

A segunda mutacao consiste na troca de uma guanina por uma timina em
uma regiao 3’'UTR.

Esta mutacdo nédo foi descrita na literatura até o presente momento.

)
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Figura 6 — Imagens da paciente 04, demonstrando caracteristicas fenotipicas (A e

B). Cromatogramas apresentando as mutacdes em heterozigose composta nos

exons 5 e 1, respectivamente (C e D).

A regido desta nova alteracdo detectada, compreende 55 bases transcritas

mas ndo traduzidas, sendo considerada uma regido importante de regulacdo do

gene.

Esta mutacdo também foi

verificada quanto a sua predicdo da

patogenicidade através do programa Mutation Taster que apresentou uma

probabilidade de 99% desta mutacdo ser patogénica, conforme demonstrado

abaixo:
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Mutz

Prediction

Summary

analysed issue

name of alteration
alteration (phys. location)
HGMNC symboal

Ensembl transcript ID
UniProt peptide
alteration type

alteration region

DNA changes

AA changes

position(s) of altered AA
if AA alteration in CDS

frameshift
known variant
regulatory features

mutation t@sting

disease causing Model: without_aae, prob: 0.9999999999999

« Kozak consensus sequence changed
+ protein features (might be) affected
« splice site changes

analysis result

no title
chr1:26126719G=T
SEPN1
EMNSTO0000361547
QINZVS

single base exchange
5UTR
cDNA.53G>T
9.53G>T

NIA

NIA

NIA

DNase1, Open Chromatin, DNase1 Hypersensitive Site
H3K9ac, Histone, Histone 3 Lysine 9 Acetylation

Figura 7 - Predicdo da patogenicidade da mutacédo c.53G>T.

Caso 05: Paciente com fendtipo de miopatia multiminicore forma pré-natal com

artrogripose multipla.

O estudo molecular identificou uma mutacdo missense em heterozigose no

exon 5, na qual houve a troca de uma guanina por uma adenina no nucleotideo 583

do cDNA, levando a troca de uma alanina por uma treonina no aminoacido 195 da

proteina. Além disso, estudo realizado anteriormente demonstrou a auséncia desta

mutacao na analise de 100 controles normais estudados. O estudo de segregacao

familiar foi realizado nos pais deste paciente e identificou-se a mesma mutacao em

heterozigose no pai, 0 qual é assintomatico e nado foi encontrada nenhuma

alteracdo no DNA da mée deste paciente. Nao foi encontrada outra mutacdo no

segundo alelo do paciente.
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Homo sapiens TazEsE
Mus musculus TTRARSE
Gallus gallus  TREVSE
Danio rero EREARIS

C D

Figura 8 - Paciente aos 12 anos de idade portador de miopatia multiminicore forma
pré-natal com artogripose. Ao exame clinico acentuagdo da escoliose e
agravamento do comprometimento ventilatério (A e B). Cromatograma
demonstrando a mutacdo c.583G>A/p.A195T em heterozigose no exon 5 (C).

Demonstrado estado de conservagéo do aminoéacido (D).

Foi possivel a deteccdo de apenas uma mutacdo (heterozigose) no gene SEPN1,
nao sendo encontrada a mutagcdo para o segundo alelo. Tal mutacdo ainda néo
possui descricdo na literatura cientifica, sendo assim, considerada como uma
mutacdo nova. O estudo de predicdo da patogenicidade desta mutacdo foi

realizado e esta demonstrado a seguir:
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PolyPhen-2 report for QINZV5 A195T

Query
Protein Acc  Position AA; AA; Description
QINZVE 195 A T Canonical; RecName: Full=Selenoprotein N; Short=SelN; Flags: Precursor; Length: 550
Results
PolyPhen-2 v2.2.2r398

Prediction/Confidence
with a score of 0.952 (sensitivity: 0.79; specificity” 0.95)

HumbDiv
This mutation is predicted to be  POSSIBLY DAMAGING

020

0,00
Humvar
Details
Multiple sequence alignment UCSC Multiz46Way GRCh37/hg19 (08-Oct-2009)
PDB/DSSP Snapshof 03-Jan-2012 (78304 Structures)

3D Visualization
Figura 9 — Predigdo da patogenicidade da mutagao c.583G>A/p.A195T.

Caso 18: Paciente com fenoétipo de distrofia muscular congénita tipo espinha rigida.

O estudo molecular revelou a insercdo de uma base (adenina) fora de fase

entre os nucleotideos 713 e 714 do cDNA no exon 5 do gene SEPN1 (c.713-
714isnA), em homozigose. Esta mutacdo ja possui descricdo na literatura como

sendo patogénica.

. SEPM1_Natalia_5F_E01_2016-03-17 - Chromas
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Figura 10 - Cromatograma demonstrando a mutagéo c.713-714isnA em
homozigose no exon 5.

Caso 19: Paciente com fenétipo de Miopatia Multiminicore.

No caso 19, foram detectadas através do estudo molecular a presenca de

duas mutacdes em heterozigose composta, ambas localizadas no elemento de

redefinicdo da selenocisteina (ERS) no exon 11.

Uma das mutacgdes consiste na troca de uma guanina por uma adenina no

nucleotideo 1406 do cDNA no exon 11, levando a troca do codon da arginina por
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uma glutamina na regido 469 da proteina (c.1406G>A/p.R469Q). Tal mutacao foi
descrita na literatura e é considerada patogénica’.

A segunda mutacdo consiste na troca de uma citosina por uma timina no
nucleotideo 1396 do cDNA também no exon 11, gerando a troca de uma arginina
por um triptofano no aminoacido 466 da proteina (c.1396C>T/p.R466W). Essa

mutacao nao foi descrita na literatura até o presente momento.

[ SEPNL Fernando 11R_DO07_2016-03-17 - Chromas

File Edit Options Help
3 > =] T Y -
Open Export | Print | Next Find SamplelsERRIIGONE
an 90 100 110 120 3
f @ B s B H E N BN N NN B N N N w- H N DN B N B D om= | == E N EN s w |=mw mw = BN NN EENEEENENEENNE
GGATGGGCGAACTTTCCAGGACAGTCTC'CCG'GAGAGTCCACCCTGAACCTGTTCA
| i ,

Figura 11 - Cromatograma demonstrando as mutac¢des ¢.1406G>A/c.1396C>T em

heterozigose no exon 11.

Analisando o estado de conservacdo desse aminoacido entre as espécies,
observa-se que ele é altamente conservado.

Esta mutacdo também foi verificada quanto a sua predicdo da
patogenicidade através do programa Polyphen-2, que apresentou uma
probabilidade de 100% desta mutacdo ser patogénica, conforme demonstrado

abaixo:

POIyPhen-2 prediction of functional effects of human nsSNPs

PolyPhen-2 report for QOINZV5 R466W

Query

Protein Acc  Position AAq; AA; Description
QINZVE 466 R W  Canonical; RecName: Full=Selenoprotein N; Shori=SelN; Flags: Precursor; Length: 590

Results

Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r398
Humbiv

This mutation is predicted to be  PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensitivity: 0.00; specificity: 1.00)

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00
HumVar
Details
Multiple sequence alignment UCSC MultiZ46Way GRCh37/hg19 (08-Oct-2009)
3D Visualization PDB/DSSP Snapshot 03-Jan-2012 (78304 Structures)

Figura 12 — Predicao da patogenicidade da mutacdo ¢.1396C>T/p.R466W.
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5.3.3.2 Andlise das mutacdes detectadas por NGS nos demais genes

Em relacdo as mutacOes detectadas em outros genes do painel de NGS,
estas estdo detalhadas em seguida, contendo o estudo da predicdo da
patogenicidade para as mutagdes que ainda ndo possuem descricdo na literatura

cientifica.

A - Gene LAMAZ2:

Casos 13, 14 e 15: Trés irmaos com Distrofia Muscular de Cinturas com

deficiéncia de merosina (Familia 12).

Figura 13 - Trés irmaos afetados apresentando fragueza muscular proximal,
rigidez cervical e comprometimento ventilatorio leve (A). Demostrangédo da

rigidez cervical (B e C).

Realizou-se estudo molecular de trés irmédos integrantes de uma mesma
familia (n°12) no qual os casos 13, 14 e 15, foram incluidos inicialmente neste
estudo como provaveis portadores de DMER, devido a suas caracteristicas clinicas

(fraqueza muscular proximal e rigidez cervical). O estudo de mutacbes no gene
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SEPNL1 revelou a insercdo de uma trinca GAG no exon 4 (c.438-439insGAG), em
heterozigose, a qual ainda ndo havia descri¢édo na literatura.

Foi realizado o estudo de segregacdo familiar desta alteracdo nos pais
destes pacientes, e este revelou a presenca desta mesma insercdo em
homozigose no pai e auséncia na mae. O pai foi avaliado clinicamente e n&o foram
encontradas anormalidades no seu exame fisico e neurologico, exceto pela
presenca de uma discreta escoliose toracica. Além disso, esta insercdo foi
estudada em 100 controles normais e foi detectada a sua presenca em dois
individuos, em heterozigose. Assim esta alteracdo foi considerada como um
polimorfismo.

Devido a tais achados, foi realizado o estudo genético destes pacientes
através do sequenciamento de nova geracao, o qual identificou a presenca de duas
mutacdes em heterozigose composta no gene LAMA2.

Uma das mutagOes consiste na troca de uma adenina por uma citosina no
nucleotideo 2461 do cDNA, levando a troca do codon da treonina por uma prolina
na regido 821 da proteina (c.2461A>C/p.T821P). Tal mutacdo esta descrita na
literatura como uma mutagao patogénica descrita em abril de 2015 (rs186538779)
e esta relacionada a distrofia muscular de cinturas com deficiéncia de merosina.

A segunda mutagdo consiste na delecdo de uma adenina no nucleotideo
1253 do cDNA, levando a ocorréncia de um frameship na regido 418 da proteina,
regido que era composta pelo aminoacido da prolina (c.1253delA/p.P418fs). Essa
mutacao nao foi descrita na literatura até o presente momento.

Analisando o estado de conservacdo desse aminoacido entre as espécies,
observa-se que ele é altamente conservado. E devido ao fato de se tratar de uma
mutacdo nova, esta foi verificada quanto a sua predicdo da patogenicidade através
do programa Mutation Taster, que a classificou como causadora da doenca,
classificando assim como uma mutacdo patogénica, conforme demonstrado a

sequir:
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Mut:
"'\-\\

Summary

analysed issue

name of alteration

mutation t@sting

Prediction disease causi NQg Model: complex_aae, prob: 1 (classification due to NMD, real probability is shown anyway

= NMD

« amino acid sequence changed

+ frameshift

= protein features (might be) affected

analysis result
no fitke

alteration (phys.  chriS: 120486767 _1204086767delC
location)
HGMC symbol LAMAZ
Ensembl EMSTO000042 1865
transcript 1D
Genbank MM 000426
transcript 1D
UniFrot peptide  P24043
alteration type deldetion
alteration region CDS
JOMA changes c.1253_1253delC
cOMA.1302_1302delC
0-282426_2B2426delC
A8 changes P4180fs"5
position(s) of 418 (frameshifl ar PTC - furihver changes downsiream)
altered AA
if A alleration in
COS
frameshift yes
knawn variant Variant was neither found in ExAC nor 1000G.
Search ExAC.
regulatory HAK3Eme3d, Histone, Histona 3 Lysine 36 Tri-Methylation
features
Figura 14 — Predicdo da patogenicidade da mutacao c.1253delA/p.P418fs.

A partir destes resultados os membros desta familia foram reconvocados e o

irmdo mais velho (caso 15) foi submetido a uma ressonancia magnética de

encéfalo que demonstrou a presenca de leucoencefalopatia, achado descrito em

pacientes com mutacdes no gene LAMA23.

Figura 15: Ressonancia megnética do encéfalo revela alteragéo

difusa de substancia branca na sequéncia Flair.




A - 1. Estudo de segregacgéo familiar:
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Também foi realizado o estudo de segregacéo familiar desta mutacdo nova

nos pais destes pacientes, o que revelou a presenca da mutacédo c.2461A>C em

heterozigose no pai e auséncia da mesma na mae. J4& a mutacdo c.1253delA

estava presente em heterozigose na mae e ausente no pai, conforme demonstrado

abaixo:

Mae: ¢.2461A>C (auséncia da mutacéo)

B8 SEPN1_17F_C03_2016-06-07 (3) - Chromas

Pai: c.2461A>C (presenca da mutacao)

@ SEPN1_16F_A03_2016-06-07 (3) - Chromas

File Edit Options Help

o

File Edit Options Help

= ‘%ﬂ é adll M Dﬁ' ‘g’ é -+ Y
— 3 - ) — Sample: SEPM1_16F
Open Export | Print | MNext Find Sl SELIATF Open Export | Print | Mext Find e -
80 a0 120
i1 & @ §E ®E N = 0 [ I B B = B K =x 0§ ¥ L
G € T T T R G T G € C & 5 I T T o &G C I G cC Cr T

Mae: ¢.1259delA (presenca da mutacao)

BB SEPNI_SF GD1_2016-06-07 (1) - Chromas

Pai: c.1259delA (auséncia da mutacao)

8 SEPN1_7F_EO1 2016-06-07 (4) - Chromas

File Edit Options Help

File Edit Optiens Help

= Y 5 T . = iy 5 Y .
Open Export | Print | Next Find Sl SR Open Export | Print | Mext Find Sampl=SERNB/E
190 200 130 200
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ﬁ
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Figura 16 - Cromatogramas demonstrando as mutagdes detectadas no estudo de

segregacao familiar dos pais da familia 12.

B - Gene COLG:

Caso 11: Paciente com mutacdo no gene do colageno 6.

No caso 11 foram detectadas duas mutacdes em heterozigose composta no
gene do colageno 6 alfa 3 (COL6A3). Sendo as mutacdes: ¢.6859delC e c¢.6064-

_5G>A.
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Ambas as mutacdes detectadas neste paciente ja haviam sido descritas na
literatura cientifica em maio de 2014 como patogénicas e relacionadas a miopatia

de Bethlem®.

Caso 12: Paciente com mutagdo no gene do coladgeno 6.

No caso 12, também foram detectadas mutacdes no gene do colageno tipo
6, sendo uma na variante COL6A1:c.850G>A p.G284R, a qual jA possui descricdo
na literatura como sendo uma mutacdo patogénica relacionada com a distrofia
muscular congénita de Ullrich e a segunda mutagdo, na variante
COL6A3:c.2959G>A/p.VI87M?,

A segunda mutacao consiste na troca de uma guanina por uma adenina no
nucleotideo 2959 do cDNA, gerando a troca de uma valina por uma metionina no
aminoacido 987 da proteina (c.2959G>A/p.V987M). Essa mutacao nao foi descrita
na literatura até o presente momento.

Analisando o estado de conservacdo desse aminoacido entre as espécies,
observa-se que ele é altamente conservado.

Esta mutacdo também foi verificada quanto a sua predicdo da
patogenicidade através do programa Polyphen-2, que apresentou uma
probabilidade de 100% desta mutacdo ser patogénica, conforme demonstrado

abaixo:

PolyPhen-2 report for P21817 G3153R
Query

Protein Acc  Position AA; AA; Description
Canonical; RecName: Full=Ryanodine receptor 1; Short=RYR-1; Short=RyR1; AltName: Full=Skeletal muscle calcium release channel; AltName: Full=Skeletal muscle-
type ryanodine receptor; Length: 5038

21817 3153

Results
Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r398
HumDiv
This mutation is predicted to be PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensitivity: 0.00; specificity: 1.00)

HumVar
Details
Multiple sequence alignment UCSC MultiZ46Way GRCh37/hg19 (08-Oct-2009)
[+] 3D Visualization PDB/DSSP Snapshot 03-Jan-2012 (78304 Structures)

Figura 17 — Predicao da patogenicidade da mutag¢ao c.2959G>A/p.V987M.
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C - Gene LMNA:
Caso 16: Paciente com Distrofia Muscular Escapulomeral com miocardiopatia.

O estudo molecular deste paciente detectou a mutacéo ¢.1580G>C/p.R527P
em homozigose no gene LMNA. Esta mutacao ja possui descricdo na literatura, nos
bancos de dados Clinvar e LOVD (NM_005572.3), como sendo uma mutacao
patogénica causadora da Distrofia Muscular Escapulomeral com miocardiopatia.

D - Gene RYR1

Caso 17: Paciente portador de MDCF

Trata-se de um paciente do sexo masculino, com diagndstico clinico e
histopatologico compativel com MDCF, no qual o estudo molecular inicial do gene
SEPNL1 revelou a insercdo de 12 bases na regido ¢.136-137 no exon 1. Devido as
caracteristicas desta alteracao, esta foi considerada como um polimorfismo.

Identificou-se, através dos estudos por NGS, duas mutacdes em
heterozigose composta no gene RYR1, sendo elas, a mutagéo
€.6469G>A/p.E2157K no exon 39 e a mutagao c.9457G>A/p.G3153R presente no
exon 63. Ambas ja mutacdes ja haviam sido descritas na literatura médica, como

sendo mutagdes patogénicas associadas ao fenotipo classico de MDCF.

Figura 18 - Paciente portador de MDCF, apresentando escoliose, rigidez cervical,
comprometimento ventilatério e face alongada (A, B, C e D).




D - 1. Estudo de segregacéo familiar

Foi realizado o estudo de segregacdo familiar destas mutacbes, na méae

deste paciente, na qual ndo se detectou tais mutacdes no DNA. Nao foi possivel
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realizar o estudo no pai do paciente uma vez que este ja havia falecido.

Assim podemos levantar a hipotese de que este paciente possa ter recebido

uma mutacao proveniente do pai e a outra seria uma mutacéo de novo.

Mée: c.6469G>A /p.E2157K

B8 RYR1_CICERA_6469F_E03_2016-06-07 (1) - Chromas

File Edit Options Help
=3 ¥ | & | W #

Open Export | Print | Next Find

Sample: SEPN1_19F

270 280
I §F § B & E N & = B & =@ @B B § N N ®
cc e I CC T CCG 6 G R A6 ACAC Ca 5

My .

4

Mae: ¢.9457G>A/p.G3153R

@ RYR1_CICERA 9457F_A05_2016-06-07 (1) - Chromas

File Edit Options Help

= A =] 0
Open Export | Print | MNext Find SamplSERNE A,
310 320 330 340
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Figura 19 - Cromatogramas demonstrando as mutacdes verificadas
segregacao familiar no caso 17.

no estudo de
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5.4 DISCUSSAO

As andlises realizadas neste projeto abragem o estudo de 19 pacientes com
guadros clinicos e histopatoldgicos inicialmente compativeis com o de miopatias
relacionadas ao gene SEPN1, no qual foram detectadas e caracterizadas 7
diferentes mutacdes patogénicas no gene SEPN1 em 12 pacientes da populacao
brasileira.

Além das mutagfes detectadas no gene SEPN1, também foram detectadas
mais 10 mutacdes diferentes em outros 5 genes relacionados a doencas
musculares a partir do uso do NGS, através de painel contendo os 61 principais
genes relacionados a doencas neuromusculares, sendo eles os genes COL6A1,
COLG6A3, LAMA2, LMNA e RYR1.

Todos os pacientes incluidos neste projeto sdo acompanhados em centros
de referéncia em doencgas neuromusculares do Brasil, sendo eles provenientes de
diferentes regibes do pais, configurando um trabalho multicéntrico com uma
amostragem heterogénea da populacéo brasileira.

Dentre os pacientes nos quais foram detectadas mutacdes no gene SEPN1,
quatro apresentaram fenétipo de DMER e trés de Mm. Todas estas formas de
miopatias sdo consideradas raras e até o momento ndo ha registros literarios
relacionando a frequéncia de cada uma delas.

Os resultados obtidos, sdo compativeis com achados da literatura que
descrevem mutacdes no gene SEPN1 associadas a todas as diferentes formas de
selenopatias®®. Porém, vale destacar a marcante prevaléncia da forma de DMER
verificada neste estudo. Contudo, a rigidez cervical, que constitui um achado clinico
marcante na DMER, pode ser verificado nas diferentes formas de selenopatias,
bem como em outras miopatias e por isso é considerado um achado inespecifico *°.

Outra caracteristica presente na nossa amostragem, que também pode ser
corroborada pelos registros literarios das selenopatias, é ocorréncia de pais
assintomaticos para todos os pacientes incluidos neste estudo, dados que também
sdo compativeis com a heranca associada a estas miopatias, a heranca
autossdmica recessiva.

O estudo molecular, tanto do gene SEPN1, quanto dos demais genes
envolvidos neste projeto foi realizado na grande maioria inicialmente através de

sequenciamento de Sanger e posteriormente através do sequenciamento de nova
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geracdo. Sendo o sequenciamento de Sanger utilizado também para a confirmagao
de mutacdes encontradas em outros genes inicialmente por NGS, assim como para
o0 estudo de segregacdo familiar para mutacfes detectadas nos pacientes
analisados.

Dentre as mutacdes detectadas no gene SEPNL1, identificou-se a mutacéo
€.713-714insA, a qual foi verificada em quatro pacientes ndo aparentados incluidos
neste projeto e a mutacdo c.1406G>A, a qual foi verificada em dois pacientes,
também ndo aparentados. Talvez tais mutacfes do gene SEPN1 possam ser mais
frequentes em pacientes brasileiros, porém um estudo com um maior numero de
pacientes seria necessario para confirmar tal dado.

A mutacdo c.713-714ins.A, leva a insercdo de uma adenina no exon 5 do
gene, esta alteracdo molecular foi detectada e descrita na literatura como
patogénica inicialmente em 2002, ocasido na qual esta foi detectada em dois
pacientes franceses com o fendtipo de Mm também ndo aparentados’.
Posteriormente a suas primeiras descri¢cdes, esta mutacdo foi verificada em mais
guatro registros literarios e em seguida em mais alguns registros. Tais registros
apontam a ocorréncia desta mutacdo na literatura cientifica associando-a tanto com
a forma de Mm, quanto com a forma de DMER, além disso, vale ressaltar a sua
ocorréncia tanto em heterozigose composta como em homozigose’ %%,

Da mesma forma como ocorrido nos demais trabalhos cientificos, esta
insercao foi detectada neste trabalho tanto em heterozigose composta, em trés
pacientes, quanto em homozigose, em um paciente. Porém, na nossa amostragem
esta insercdo foi detectada somente em pacientes acometidos com a forma de
DMER. Dentre os trés pacientes que apresentaram a mutacdo em heterozigose foi
possivel detectar a mutacdo complementar em todos eles e dentre as mutacfes
complementares detectadas, somente uma delas ja havia sido descrita na
literatura. As outras duas mutacdes ndo foram descritas na literatura até o
momento, sendo consideradas mutacdes novas patogénicas a partir de andlise em
programas de predi¢cao da patogenicidade.

No caso 02, em complementaridade a esta insercédo, identificou-se a
mutacao c¢.1397G>A/p.R466Q localizada no exon 11 do gene SEPN1. Esta € uma
mutacdo comprovadamente patogénica tendo sido descrita em 2001 em
heterozigose composta em um paciente francés com a forma de DMER'. Em 2014

esta mutacdo também foi detectada em uma paciente russa de 27 anos tambéem
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portadora da forma DMER.

Maiti e colaboradores demonstraram em 2009 que mutagfes na regido do
exon 11, regido na qual esta localizado o elemento de redefinicdo da
selenocisteina, estdo associadas ao enfraguecimento da estrutura secundaria do
elemento de redefinicdo da selenocisteina (ERS), reduzindo a eficiéncia da
insercdo da selenocisteina e consequentemente dos niveis do RNA da
selenocisteina. Os pacientes que apresentavam mutacdes nesta regido do gene
demostraram niveis insignificantes de proteinas SEPN1 no musculo. Estes dados
enfatizam a importancia do elemento ERS durante a expressdo da SEPN1 e ilustra
o0 mecanismo molecular pelo qual as muta¢gdes pontuais podem levar a miopatias
relacionadas & SEPN1 %%

Portanto, devido a tais registros associados ao fendtipo clinico e registros
histopatolégicos, o paciente 02 pdde ser caracterizado como portador de DMER
causada pelas mutacdes c.713-714isnA/c.1397G>A, em heterozigose composta,
no gene SEPN1.

Ja a paciente 03, apresentou como mutacdo complementar a insercao, a
mutagdo €.1406G>A/p.R469Q, também no exon 11. Esta mutacdo foi descrita
como patogénica na literatura por Maiti e colaboradores apos ter sido verificada em
um paciente francés apresentado a forma de DMER em 2009%. Portanto, pode-se
caracterizar o paciente 03 como portador de DMER causada pelas mutacdes
€.713-714isnA/c.1406G>A, em heterozigose composta, no gene SEPN1.

Em relacdo ao caso 04, que assim como nos dois Ultimos casos citados,
também apresentou a inser¢@o c.713-714isnA no exon 5, a segunda mutacao foi
detectada na regido 3’'UTR do gene SEPNI1, esta regido antecede 55 bases ao
cédon de iniciacdo do gene e por estar localizada em uma regido de grande
importancia para regulagcdo do gene, esta € classificada como provavelmente
patogénica pelo programa de predicdo de patogenicidade Mutation Taster. Ndo ha
registros desta alteragdo na literatura cientifica, porém, registros literarios relatam
mutacdes nesta mesma regido de regulagdo génica como sendo causa de
miopatias relacionadas a SEPN1, devido a modificacdo na estrutura do RNAm da
selenoproteina N1%°.Sendo assim, pode-se caracterizar o paciente 04 como
portador de DMER causada pelas mutacfes c.713-714isnA/3’'UTR:c.53G>T, em
heterozigose composta, no gene SEPNL.

Jad 0 caso 18 apresentou esta mesma mutacdo c.713-714insA em
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homozigose. Sendo esta paciente caraterizada como portadora de DMER causada
pela mutacdo c.713-714isnA, em homozigose no gene SEPNL.

Conforme ja mencionado, a mutacdo c.1406G>A, detectada em dois
pacientes incluidos neste estudo (casos 03 e 19), refere-se a uma mutacao ja
descrita na literatura como patogénica. No caso 19, foi verificada em heterozigose
composta com a mutacdo complementar ¢.1396C>T também localizada na regido
do elemento de redefinicdo da selenocisteina no exon 11. Nao foram encontrados
registros literarios desta mutacdo complementar, sendo ela considerada uma
mutagdo nova devido a suas caracteristicas conservacionais em adi¢do a sua
classificacao por programas de predicao de patogenicidade.

Assim, analisando o caso 19, podemos concluir que a troca desses
aminoacidos pode trazer alteracdo na estrutura da proteina e consequentemente,
em sua funcéo e devido a tais razfes esta mutacédo € classificada como patogénica
por programas de predicdo de patogenicidade polyphen-2, SHIFT e Mutation
Taster. Desta forma, pode-se caracterizar o paciente 19 como portador de Mm
causada pelas mutacbes ¢.1396C>T/c.1406G>A, em heterozigose composta, no
gene SEPN1.

O paciente 01, possui uma mutacdo patogénica nova (c.1010G>T) em
heterozigose com uma mutagcdo patogénica ¢.1384T>G/p.U426G ja descrita na
literatura. A mutacéo ¢.1384T>G/p.U426G, descrita como patogénica, transforma o
cédon da selenocisteina em uma glicina, na regido 462 da proteina. Esta regido
tem importante funcdo na proteina, pois carrega o cédon da selenocisteina (TGA),
gue é o sitio catalitico da selenoproteina. Ela foi detectada previamente em dois
pacientes de uma familia portuguesa com miopatia multiminicore, em homozigose’.
A segunda mutacdo encontrada c¢.1010G>T, nao foi registrada anteriormente na
literatura. Esta mutacdo foi estudada quanto as suas caracteristicas e somada ao
fato desta n&o ter sido identificada em 100 controles normais, foi concluida como
uma mutacdo patogénica. Ressalta-se ainda, que foi realizado o estudo de
segregacao destas mutacdes nos pais deste paciente e verificou-se a heranca de
uma delas da mée e a segunda do pai. Assim, concluiu-se que o paciente 01 &
portador de Mm causada pelas mutacdes no gene SEPN1 (c.1010G>T/c.1384
T>G) , em heterozigose composta.

Quanto ao paciente 05, identificou-se uma mutacdo nova em heterozigose

no gene SEPNL1, classificada por programas de predicdo de patogenicidade, como
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patogénica. No entanto, ndo foi possivel detectar a segunda mutacdo neste
paciente. Tal ocorréncia é descrito na literatura e poderia estar relacionada com
dificuldade de identificacdo de mutacdes no exon 1, devido ao fato deste exon ser
rico em repeticdes de CG o que dificulta seu estudo tanto por Sanger quanto por
NGS.

Assim, foi possivel através do sequenciamento de Sanger estabelecer o
diagnostico molecular de 7 pacientes contendo mutacfes patogénicas no gene
SEPN1, validando estes achados com os achados clinicos e histopatolégicos
levantados neste trabalho.

Em relacdo aos demais genes estudados neste projeto, foi possivel realizar
a deteccdo de mais 10 mutacdes, dentre elas duas mutacdes novas, em 5 outros
diferentes genes relacionados a doencas musculares. Tal achado foi possivel
devido ao uso do NGS.

Nos pacientes 13, 14 e 15, irmdos de uma mesma familia, sendo uma
paciente do sexo feminino e dois do sexo masculino, foi possivel detectar duas
alteracdes em heterozigose composta no gene LAMAZ2. Mutacdes neste gene estao
relacionadas a distrofia muscular congénita com deficiéncia total de merosina ou a
uma forma de distrofia muscular de cinturas com deficiéncia parcial de merosina.

A mutacao ¢.2461A>C j4 é descrita na literatura médica como patogénica °23

jaa
mutacdo complementar c.1259delA ainda ndo possui descricdo na literatura,
porém, esta foi classificada como uma mutacdo patogénica por programas de
predicdo de patogenicidade.

O estudo de segregacao familiar destas mutacfes através da andlise dos
pais destes pacientes, mostrou que a mae era portadora de um alelo mutado
(c.1259delA) em heterozigose, jA com o segundo alelo herdado do pai
(c.2461A>C).

Assim, de acordo com a andlise das alteracdes encontradas, foi possivel
caracterizar estes pacientes como portadores de distrofia muscular de cinturas com
deficiéncia de merosina causada pelas mutagfes c.1259delA; p.P418fs/c.2461A>C,;
p.T821P; em heterozigose composta no gene LAMA2. Corroborando este achado
realizamos estudo de ressonancia magnética de encéfalo no caso 15 que revelou
alteracdo difusa de substancia branca, achado caracteristico desta forma de
distrofia muscular.

De forma semelhante em 2015, foi descrito uma familia com fendtipo de
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espinha rigida cujo diagnéstico de distrofia tipo cinturas relacionado ao gene
LAMA2 foi possivel a partir de estudo molecular por NGS*.

O caso 17, teve diagnostico inicial de MDCF devido a biopsia muscular que
mostrou um padrdo miopatico, predominio e atrofia de fibras tipo I, o que é
classicamente descrito nessa forma de miopatia®. Este paciente foi inicialmente
incluido neste estudo devido ao fato de que mutacfes no gene da SEPN1 foram
descritas como causa genética conhecida da miopatia por desproporcdo congénita
de fibras?!. O estudo molecular do gene SEPN1 revelou a insercdo de 12 bases
na regiao c.136-137 no exon 1, em heterozigose. Tal inser¢cdo encontrava-se em
fase sem incluir um cédon de parada de leitura, e ndo foi possivel detectar
anormalidades no outro alelo do paciente ao longo dos exons estudados.
Considerando que a MDCF apresenta uma grande heterogeneidade genética, ja
tendo sido associada a mutacdes nos genes TPM3, SEPN1, ACTAL, CFTD2, e
mais recentemente associadas ao gene RYR1, este caso foi incluido para a
realizacdo do estudo molecular por sequenciamento de nova geracéo (NGS) 8142

Assim, identificou-se no paciente 17 mutacfes em heterozigose no gene
RYR1, através de NGS em painel de doencas neuromusculares, sendo elas, a
mutacdo €.6469G>A/p.E2157K, presente no exon 39 e a mutagado
€.9457G>A/p.G3153R no exon 63. Ambas mutagbes detectadas neste caso
€.6469G>A/c.9457G>A j4 haviam sido descritas na literatura, também em
heterozigose composta, como sendo mutacdes patogénicas verificadas em
pacientes com fenétipo de MDCF?,

E importante reforcar que o gene RYR1 é um gene extremamente grande,
fato que limita muito seu estudo através de sequenciamento de Sanger e 0 uso do
sequenciamento de nova geracao tem facilitado o estudo de mutacfes neste gene.

Para tal caso também foi realizado o estudo de segregacédo, porém, como
havia disponivel apenas amostra da mae do paciente, pois o pai era falecido, n&o
foi possivel ilustrar o mecanismo de segregacdo familiar visto que a mée néo
apresentou nenhuma das mutagdes verificadas no filho.

Ainda neste estudo detectamos duas mutacdes em heterozigose composta
nos genes COL6A1 e COL6A3 em 2 paciente incluidos (casos 11 e 12).

O caso 11 apresentou duas mutagcdes em heterozigose composta no gene
COL6A3, sendo elas, a mutacdo ¢.6859delG/p.R2287Gfs e a mutacao

€.6064_5G>A. Ambas mutacOes foram descritas recentemente como patogénicas
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(2014), relacionadas com a miopatia de Bethlem 1 (BTHLM1) %243,

Ressalta-se que este paciente foi incluido inicialmente neste estudo por
suspeita de Mm causada por mutagcdes no gene SEPN1. O estudo por NGS
identificou de forma inesperada as mutacdes no gene do colageno 6, confirmando
a heterogeneidade genética relacionada com a miopatia multiminicore.

Ja em relacgo ao  caso 12, detectou-se a  mutacdo
COL6A1:c.850G>A/p.G284R em heterozigose composta com a mutacao
COL6A3:c.2959G>A/p.V987M, sendo a primeira ja descrita na literatura como
patogénica relacionada com a distrofia muscular congénita Ullrich?*%,

Este paciente apresentava quadro clinico compativel com DMER, sem
indicios de hiper-elasticidade distal conforme observado na Sindrome de Ullrich.

Assim, foi possivel estabelecer o diagnostico molecular destes dois
pacientes inicialmente incluidos neste estudo por suspeitas de mutacées no gene
SEPN1, como pacientes com mutacfes patogénicas relacionadas ao gene do
colageno 6.

Destaca-se também o caso 16, no qual foi detectada uma mutacdo no gene
LNMA (c.1580G>T) através de estudo molecular por NGS no painel custumizado
para doencas neuromusculares. Esta mutagdo é descrita na literatura como sendo
patogénica e associada a forma de distrofia muscular tipo espinha rigida - Emery
Dreifus. Assim, devido a este achado molecular, somado a suas caracteristicas
clinicas do paciente também foi possivel concluir o diagndstico deste paciente.

Analisando os achados moleculares obtidos neste presente estudo, pode-se
inferir a dificuldade que envolve o diagnéstico clinico diferencial das selenopatias
devido a grande heterogeneidade fenotipica e genética que as envolvem?*,

Nota-se também que uma mesma mutacdo pode ser referida na literatura
tanto em pacientes com Mm como em pacientes com DMER, havendo inclusive

registro de casos nos quais houve sobreposicao dos dois fenoétipos.
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5.5 CONCLUSAO

As miopatias relacionadas a seleproteina N1, consistem em um grupo
heterogénio de miopatias e distrofias congénitas. O fendtipo clinico é variavel assim
como os achados histopatolégicos. A rigidez cervical apresenta-se como uma
caracteristica inespecifica, visto que é visualizado na maioria dos pacientes, com
ou sem mutagdes no gene da SEPNL1.

O presente estudo identificou mutacbes patogénicas no gene SEPN1 em
sete pacientes, sendo que dentre elas trés sdo mutacdes novas. Além das
mutacdes detectadas no gene SEPNL1, também foram detectadas quatro mutacfes
no gene COLG6A (em dois pacientes), duas mutacdes no gene LAMA2 em trés
irmaos, uma mutacdo no LMNA (em um paciente) e duas mutacdes no gene RYR1
(em um paciente).

Em conclusdo, observa-se que o estudo molecular em pacientes com as
diferentes formas de miopatias relacionadas a selenoproteina N1 € essencial para
a identificacdo do defeito genético e consequente aconselhamento genético. Desta
forma, destaca-se que com o constante avanco nas tencologias moleculares, o
estudo por sequenciamento de nova geracdo tem se mostrado um excelente
método para o estudo de doencas que apresentam grande heterogeneicidade
clinica e genotipica, pois proporciona o estudo de diversos genes
concomitantemente. Além disso, seu custo tem caido progressivamente tornando-o
mais efetivo e menos oneroso que o sequenciamento tradicional por Sanger, no

gual a estratégia € sequenciar gene a gene.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Esta tese de doutorado foi realizada através da soma e consolidacdo de
dados obtidos inicialmente em sua fase de mestrado, ocasido em que foram
realizados estudos clinicos, histopatoldgicos e genéticos moleculares de pacientes
brasileiros com miopatias e distrofias musculares congénitas causadas por
mutacgdes no gene SEPNL1.

Ja em sua fase de doutorado, este estudo realizou a investigacdo de alguns
dos pacientes incluidos no projeto de mestrado e novos pacientes incluidos
posteriormente, utilizando tecnologias que pudessem otimizar o estudo do gene
SEPN1 assim como o de genes relacionados as principais doencas musculares
gue devem ser consideradas no diagnaostico diferencial das selenopatias.

Esta tese de doutorado constitui um dos projetos desenvolvido pelo Grupo
Multidisciplinar de Doengas Neuromusculares do HC-UFMG, que realiza estudos
moleculares das doencas neuromusculares, em colaboracdo com o Centro de
Estudos do Genoma Humano da Universidade de S&o Paulo (Prof®. Dr® Mariz
Vainzof) com a USP de Riberdo Preto (Dr. Charles Marques) e com a Equipe da
Dra. Vanessa Van Der Linden da AACD de Recife.

Este projeto permitiu o aprimoramento de novas técnicas moleculares, além
de abrir possibilidades para novas pesquisas nesta area. Além disso, 0 presente
estudo trouxe beneficio também para os pacientes e seus familiares, uma vez que
foi feito um laudo com os dados do estudo molecular para cada participante, assim

como o aconselhamento genético familiar.
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APENDICES E ANEXOS

APENDICE 1 - Estudos de cDNA

Para a extracdo de RNA e amplificacdo do cDNA, a qualidade e
concentragcdo de acidos nucléicos foram reveladas por espectrofotometria
(NanoDrop® 2000- 2000c), onde foram considerados os limiares de pureza e
gualidade emitidos para as razfes A260/280 e A260/230.

Para todas as amostras foram obtidos altos valores de concentracdo de

acidos nucléicos e boas correlacdes indicando eficacia no isolamento de RNA.

Conforme imagens abaixo:

Inicialmemte, foram testados os primers desenhados para as regifes do

cDNA do SEPNL1 utilizando diretamente amostras dos pacientes incluidos nesta
pesquisa.
Foram realizadas inUmeras reacdes utilizando diversos protocolos na tentativa da
padronizacdo das amplificacdes para cada um destes primers foram realizadas,
incluindo amostras controles para cada reacdo mantendo em cada rotina reacdes
primers para cDNA dos genes constitutivos B-actina e MTB, porém, nenhuma das
amostras testes apresentaram amplificagdo, nem mesmo as amostras contendo os
primers constitutivos, (cedidos por colaboradores do Laboratério de Medicina
Molecular da FM-UFMG), que permaneceram sem apresentar amplificacéo.

Assim, foi realizada uma nova tentativa de amplificacdo utilizando uma
amostra referéncia de cDNA reconhecidamente funcionante, também cedida por
colaboracéo do Laboratério de Medicina Molecular da FM-UFMG e nesta tentativa,
foi possivel verificar para esta amostra referéncia a formacdo de um produto de
amplificagcdo na regido/tamanho esperado para tais produtos de PCR, para os

exons 1 e 5 em um anealing de 55°C (conforme imagem de gel de agarose
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anexado/ amostras 7 e 8 e 15 e 16 reference aos genes constitutivos B-actina e
MTB respectivamente).

Devido a tais experimentos, uma reanalise em relacdo aos primers
desenhados e em relacdo as amostras testadas foi realizada e concluiu-se que os
primers desenhados foram baseados na sequéncia referente a isoforma 1 do gene
SEPNL1 (mais prevalente), portanto, a suspeita € que os dois pacientes inicialmente
testados possam apresentar a isoforma 2, na qual o exon 3 esta ausente, e nestes

devido a tal razdo a ligacdo dos primers 2, 3 e 4 estaria comprometida, conforme

demonstra a ilustrac@o posterior a imagem do gel abaixo.

EXON 1 (cDNA 190PB)
CTGAAGACCCTGGGGACAGATGGCCTTTTTCTCTTTTCCTCCTTGGACACT
GACGGGGATATGTACATCAGCCCTGAGGAGTTCAAACCCATTGCTGAGAAG
CTAACAGGGTCTTGTTCTGTCACCCAGACTGGAGTGCAGTGGTGCAGTCAC
AGCTCACTGCAGCCTCAACTTCCCTGGCTCAATTGAT

ISOFORMA 2
>CCDS41283.1

ATGGGCCGGGCCCGGCCGGGCCAACGCGGGCCGCCCAGLCLCLCGGLLeeae
CGCGCAGCCTCCCGCGCCACCGCGCCGCCGCGCCCGTTCCCTGGCGCTGC
TCGGAGCCCTGCTGGCCGCCGCCGCTGCCGCCGCCGTCCGGGTCTGCGCC

CCCGCGGCCAGCTGCGAGGAGGAGGAGTTG CGCCACGCCGAGGCCCAGGCGGCCGCGCGGCAGGAACTGGCGCTGAAGAC 1F
CCCCCTGACCCTAGCGAGGAGACGCTCACCATAGAAGCCCGATTCCAGCCT CCTGGGGACAGATGGCCTTTTTCTCTTTTCCTCCTTGGACACTGACGGGG
CTGCTCCCGGAGACCATGACCAAGAGCAAAGATGGCTTCCTAGGGGTCTCC ATATGTACATCAGCCCTGAGGAGTTCAAACCCATTGCTGAGAAGCTAACA
CGCCTCGCCCTGTCCGGCCTCCGAAACTGGACAGCCGCCGCCTCACCAAGT GGGTCAACTCCCGCGGCCAGCTGCGAGGAGGAGGAGTTGCCCCCTGACCC
GCAGTGTTTGCCACCCGCCACTTCCAGCCCTTCCTTCCCCCGCCAGGCCAG TAGCGAGGAGACGCTCACCATAGAAGCCCGATTCCAGCCTCTGCTCCCGG
GAGCTGGGTGAGCCCTGGTGGATCATCCCCAGTGAGCTGAGCATGTTCACT AGACCATGACCAAGAGCAAAGATGGCTTCCTAGGGGTCTCCCGCCTCGCC
GGCTACCTGTCCAACAACCGCTTCTATCCACCGCCGCCCAAGG CTGTCCGGCCTCCGAAACTGGACAGCCGCCGCCTCACCAAGTGCAGTGTT

TGCCACCCGCCACTTCCAGCCCTTCCTTCCCCCGCCAGGCCAGGAGCTGG
GTGAGCCCTGGTGGATCATCCCCAGTGAGCTGAGCATGTTCACTGGCTAC 3F

TCCAACAACCGCTTCTATCCACCGCCGCCC CTGTCCAACAACCGCTTCTATCCACCGCCGCCCAAGGGCAAGGAGGTCAT
AAGGGCAAGGAGGTCATCATCCACCGGCTCCTGAGCATGTTCCACCCTCGG CATCCACCGGCTCCTGAGCATGTTCCACCCTCGGCCCTTTGTGAAGACCC
CCCTTTGTGAAGACCCGCTTTGCCCCTCAGGGAGCTGTGGCCTGCCTGACT GCTTTGCCCCTCAGGGAGCTGTGGCCTGCCTGACTGCCATCAGCGACTTC
GCCATCAGCGACTTCTACTACACTGTGATGTTCCGGATCCATGCCGAGTTC TACTACACTGTGATGTTCCGGATCCATGCCGAGTTCCAGCTCAGTGAGCC
CAGCTCAGTGAGCCGCCCGACTTCCCCTTTTGGTTCTCCCCTGCTCAGTTC GCCCGACTTCCCCTTTTGGTTCTCCCCTGCTCAGTTCACCGGCCACATCA 4F
ACCGGCCACATCATCCTCTCCAAAGACGCCACCCACGTCCGCGACTTCCGG TCCTCTCCAAAGACGCCACCCACGTCCGCGACTTCCGGCTCTTCGTGCCC
CTCTTCGTGCCCAACCACAG] AACCACAGGTCTCTGAATGTGGACATGGAGTGGCTTTACGGGGCCAGTGA
EXON 4 (cDNA 342PB) AAGCAGCAACATGGAGGTGGACATCGGCTACATACCCCAGATGGAGCTGG
CCACATCATCCTCTCCAAAGACGCCACCCACGTCCGCGACTTCCGGCTCTT AGGCCACGGGCCCCTCTGTGCCCTCCGTGATCCTGGATGAGGATGGCAGC
CGTGCCCAACCACAGGTCTCTGAATGTGGACATGGAGTGGCTTTACGGGGC ATGATCGACAGCCACCTGCCTTCAGGGGAGCCCCTGCAGTTTGTGTTTGA SF
CAGTGAAAGCAGCAACATGGAGGTGGACATCGGCTACATACCCCAGATGGA GGAGATCAAGTGGCAGCAGGAGCTGAGCTGGGAGGAGGCTGCCCGGCGLCC
GCTGGAGGCCACGGGCCCCTCTGTGCCCTCCGTGATCCTGGATGAGGATGG TGGAGGTGGCCATGTACCCCTTCAAGAAGGTCTCCTACTTGCCGTTCACT
CAGCATGATCGACAGCCACCTGCCTTCAGGGGAGCCCCTGCAGTTTGTGTT GAGGCCTTCGACCGAGCCAAGGCTGAGAACAAGCTGGTGCACTCAATCCT
TGAGGAGATCAAGTGGCAGCAGGAGCTGAGCTGGGAGGAGGCTGCCCGGCG GCTGTGGGGGGCCCTGGATGACCAGTCCTGCTGAGGTTCAGGGCGGACTC
CCTGGAGGTGGCCATGTACCCCTTCAAGAAGGTCTI TCCGGGAGACTGTCCTGGAARAGTTCGCCCATCCTCACCCTGCTCAACGAG 6F

EXON 5 (cDNA 327PB)
TGTGTTTGAGGAGATCAAGTGECAGCAGGAGCTGAGCTGGGAGGAGGCTGC
CCGGCGCCTGGAGGTGGCCATGTACCCCTTCAAGAAGGTCTCCTACTTGCC
GTTCACTGAGGCCTTCGACCGAGCCAAGGCTGAGAACAAGCTGGTGCACTC
AATCCTGCTGTGGGGGGCCCTGGATGACCAGTCCTGCTGAGGTTCAGGGCG
GACTCTCCGGGAGACTGTCCTGGARAGTTCGCCCATCCTCACCCTGCTCAA
CGAGAGCTTCATCAGCACCTGGTCCCTGGTGAAGGAGCTGGAGGAACTGCHE
GAACAACCAGGAGAACTCGTC

(Shielelielelelie]
GTGAAGGAGCTGGAGGAACTGCAGAACAACCAGGAGAACTCGTCCCACCAG
AAGCTGGCTGGCCTGCACCTGGAGAAGTACAGCTTCCCCGTGGAGATGATG
ATCTGCCTGCCCAATGGCACCGTGGTCCATCACATCAATGCCAACTACTTC
TTGGACATCACCTCCGTGAAGCCCGAGGAAATCGAGAGCAAT NS

AGCTTCATCAGCACCTGGTCCCTGGTGAAGGAGCTGGAGGAACTGCAGAA
CAACCAGGAGAACTCGTCCCACCAGAAGCTGGCTGGCCTGCACCTGGAGA
AGTACAGCTTCCCCGTGGAGATGATGATCTGCCTGCCCAATGGCACCGTG
GTCCATCACATCAATGCCAACTACTTCTTGGACATCACCTCCGTGAAGCC
CGAGGAAATCGAGAGCAATCTCTTCAGCTTCTCATCCACCTTTGAAGACC
CGTCCACGGCCACCTACATGCAGTTCCTGAAGGAGGGACTCCGGCGTGGC
CTGCCCCTCCTCCAGCCCTAG

Sendo assim, seria necessario o desenho de novos primers considerando a

possibilidade de que estes pacientes apresentem a isoforma 2 deste gene.
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APENDICE 2 - Termos de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

(pais de adolescentes)

Projeto de Pesquisa: “ESTUDO GENETICO DE PACIENTES BRASILEIROS
COM MIOPATIAS RELACIONADAS A SELENOPROTEINA N1”.

Investigadores responsaveis: Porf® Dr® Juliana Gurgel Giannetti
Eralda Luiza Concentino Slomp

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que meu(minha) filho(a) foi convidado(a) a participar de um

projeto de pesquisa envolvendo pacientes e familias de individuos com diagndstico
confirmado de miopatias e distrofias musculares congénitas. O objetivo geral da
pesquisa € realizar detalhado estudo clinico, histopatolégico e molecular de
pacientes brasileiros com tais diagndsticos. Esses estudos poderdo trazer mais
conhecimentos sobre tais doencgas. A pesquisa sera mantida em segredo em todos
os estudos colaborativos a partir da utilizagdo de um nimero de codigo para a

identificacdo dos individuos participantes.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que se concordar em participar deste estudo, os pesquisadores

participantes fardo perguntas a respeito dos antecedentes médicos e familiais de
meu(minha) filho(a). Meu(minha) filho(a) sera submetido(a) a exame fisico
neuroldgico para confirmar o seu estado clinico e a documentagdo por meio de
imagens (foto e video). Uma amostra de sangue venoso sera colhida (10 a 20 mL).
Os pais também deverdo ser submetidos a coleta de sangue.

Entendo também que os fragmentos musculares de meu(minha) filho(a), retirados e

estocados na ocasido do seu diagnostico, serdo utilizados na pesquisa.

RISCO E DESCONFORTO:
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Exame de sangue: coleta de 10 a 20 mL de sangue venoso sera efetuada.
Os riscos associados a esse procedimento sdo minimos, podendo ocorrer dor e
manchas roxas (equimoses) no local da coleta do sangue. O desconforto sera
minimo, pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da veia do braco, que
serd realizada por profissional treinado e devidamente habilitado para realizar esse
procedimento.

VANTAGENS:

Eu entendo que, com a minha participagdo neste estudo, meu diagndstico

serd mais preciso, apesar disto, meu tratamento provavelmente ndo sera
modificado. Os resultados dos testes moleculares obtidos serdo entregues em
consulta no Ambulatério de Doencas Neuromusculares do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais, tel. (31) 3248-9540.

SIGILO:

Eu entendo que toda informacdo meédica, assim como os resultados dos
testes genéticos decorrentes deste projeto de pesquisa, fardo parte do meu
prontuério médico.

Se os resultados, informacgdes ou as imagens obtidos forem utilizados para
fins de publicacdo cientifica, minha identidade sera mantida em sigilo, sendo
utilizadas apenas as iniciais do meu nome.

Entendo também que em todas as imagens (foto e video) serdo utilizadas
tarjas sobre os olhos. Tais informagOes serdo divulgadas em Congressos e

reunides cientificas, bem como em revistas cientificas sobre o assunto.

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAOQ:

Eu entendo que a minha participagcdo é voluntaria e que eu posso me

recusar a participar do estudo a qualguer momento sem comprometer os cuidados
médicos que recebo atualmente ou receberei no HC-UFMG. Eu reconhe¢o também
que Eralda Luiza Concentino Slomp ou a Dr? Juliana Gurgel Giannetti podem
interromper a minha participacdo neste estudo a qualquer momento que julgarem
apropriado.

Eu confirmo que Eralda Luiza Concentino Slomp / Dr® Juliana Gurgel

Giannetti explicaram-me o objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei
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submetido(a) e as possiveis vantagens advindas deste projeto de pesquisa. Eu li
e/ou me foi explicado, assim como compreendi, este formulario de consentimento e

estou de pleno acordo em participar deste estudo.

Nome do responsavel

Assinatura do responséavel

Data: / /

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a
o objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e 0s possiveis riscos e vantagens que poderao
advir do estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma cépia
deste formulério de consentimento ao participante ou responsavel.

Nome do pesquisador ou associado

Assinatura do pesquisador ou associado

Data: / /
Comité de Etica em Pesquisa-UFMG: Pesquisadores Responsaveis:
Prof®. Maria Elena de Lima Perez Garcia Eralda Luiza Concentino Slomp
Unidade Admistrativa I1-2 andar-sala 2.005 Porf®. Dr®. Juliana Gurgel Giannetti
Av. Antbnio Carlos,6.627-Pampulha Departamento de Pediatria-FM/UFMG
Fone:31-3499-4592 Av. Alfredo Balena,190- 4° andar
Fone:31-3248 3773
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TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

(para crianca até 6 anos)

Projeto de Pesquisa: “ESTUDO GENETICO DE PACIENTES BRASILEIROS
COM MIOPATIAS RELACIONADAS A SELENOPROTEINA N1”.

Investigadores responsaveis: Porf?. Dré Juliana Gurgel Giannetti

Eralda Luiza Concentino Slomp

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que meu(minha) filho(a) foi convidado(a) a participar de um

projeto de pesquisa envolvendo pacientes e familias de individuos com diagnostico

confirmado de miopatias e distrofias musculares congénitas. O objetivo geral do
projeto é realizar detalhado estudo clinico, histopatolégico e molecular de pacientes
brasileiros com tais diagndsticos. Esses estudos poderdo trazer mais
conhecimentos sobre tais doencas. A pesquisa sera mantida em segredo em todos
os estudos colaborativos a partir da utilizagdo de um numero de codigo para a
identificacdo dos individuos participantes.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que se concordar em participar deste estudo, os pesquisadores

participantes fardo perguntas ao(a) meu(minha) filho(a) a respeito dos seus
antecedentes médicos e familiais. Meu(minha) filho(a) serd submetido(a) a exame
fisico neurolégico para confirmar o estado clinico e a documentacdo por meio de
imagens (foto e video). Amostra de sangue venoso sera colhida (10 a 20 mL). Os
pais também deverao ser submetidos a coleta de sangue.

Entendo também que os fragmentos musculares de meu(minha) filho(a),

retirados e estocados na ocasido do seu diagndstico, serdo utilizados na pesquisa.

RISCO E DESCONFORTO:

Exame de sangue: coleta de 10 a 20 mL de sangue venoso sera efetuada.

Os riscos associados a esse procedimento sdo minimos, podendo ocorrer dor e
manchas roxas (equimoses) no local da coleta do sangue. O desconforto sera

minimo, pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da veia do braco, que
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serd realizada por profissional treinado e devidamente habilitado para realizar esse
procedimento.

VANTAGENS:

Eu entendo que ao aceitar que meu(minha) filho(a) participe desta pesquisa,

0 seu diagndstico serd mais preciso, apesar disto, o seu tratamento provavelmente
ndo sera modificado. Os resultados dos testes moleculares obtidos seréo
entregues em consulta no Ambulatério de Doencas Neuromusculares do Hospital
de Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais, tel. (31) 3248-9540.

SIGILO:

Eu entendo que toda informacdo médica, assim como os resultados dos
testes genéticos decorrentes deste projeto de pesquisa, fardo parte do meu
prontuério médico.

Se os resultados, informacdes ou as imagens obtidos forem utilizados para
fins de publicacdo cientifica, minha identidade sera mantida em sigilo, sendo
utilizadas apenas as iniciais do meu nome.

Entendo também que em todas as imagens (foto e video) serdo utilizadas
tarjas sobre os olhos. Tais informagcOes serdo divulgadas em Congressos e

reunides cientificas, bem como em revistas cientificas sobre o assunto.

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:
Eu entendo que a participacdo de meu(minha) filho(a) é voluntaria e que eu

pOSSO recusar sua participacdo no estudo a qualquer momento sem comprometer
0s cuidados médicos que recebo atualmente ou receberei no HC-UFMG. Eu
reconheco também que Eralda Luiza Concentino Slomp ou a Dr? Juliana Gurgel
Giannetti podem interromper a minha participagdo nesse estudo a qualquer
momento que julgarem apropriado.

Eu confirmo que Eralda Luiza Concentino Slomp / Dr?Juliana Gurgel
Giannetti explicaram-me o objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei
submetido(a) e as possiveis vantagens advindas deste projeto de pesquisa. Eu li
e/ou me foi explicado, assim como compreendi, este formulario de consentimento e

estou de pleno acordo com a participacdo de meu(minha) filho(a) neste estudo.
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Nome do responsavel

Assinatura do responsavel

Data: / /

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a

o objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e 0s possiveis riscos e vantagens que poderao
advir do estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma copia

deste formulério de consentimento ao participante ou responsavel.

Nome do pesquisador ou associado

Assinatura do pesquisador ou associado

Data: / /
Comité de Etica em Pesquisa-UFMG: Pesquisadores Responsaveis:
Prof®. Maria Elena de Lima Perez Garcia Eralda Luiza Concentino Slomp
Unidade Admistrativa Il-2 andar-sala 2.005 Prof®. Dr®. Juliana Gurgel Giannetti
Av. Antdnio Carlos,6.627-Pampulha Departamento de Pediatria-FM/UFMG
Fone:31-3499-4592 Av. Alfredo Balena,190- 4° andar
Fone:31-3248 3773
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TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO
(criancas entre 7-12 anos)

Projeto de Pesquisa: “ESTUDO GENETICO DE PACIENTES BRASILEIROS
COM MIOPATIAS RELACIONADAS A SELENOPROTEINA N1”.

Investigadores responsaveis: Porf?. Dré Juliana Gurgel Giannetti

Eralda Luiza Concentino Slomp

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que meu(minha) filho(a) foi convidado(a) a participar de um

projeto de pesquisa envolvendo pacientes e familias de individuos portadores de
miopatias e distrofias musculares congénitas. O objetivo geral da pesquisa é
realizar detalhado estudo clinico, histopatolégico e molecular de pacientes
brasileiros com tais diagndsticos. Esses estudos poderdo trazer mais
conhecimentos sobre tais doencgas. A pesquisa sera mantida em segredo em todos
os estudos colaborativos a partir da utilizacdo de um nimero de codigo para a
identificacdo dos individuos participantes.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que se concordar em participar deste estudo, os pesquisadores
participantes fardo perguntas ao(a) meu(minha) filho(a) a respeito dos seus
antecedentes médicos e familiais. Meu(minha) filho(a) serd submetido(a) a exame
fisico neurolégico para confirmar o estado clinico e a documentacdo por meio de
imagens (foto e video). Amostra de sangue venoso sera colhida (10 a 20 mL). Os
pais também deverao ser submetidos a coleta de sangue.

Entendo também que os fragmentos musculares de meu(minha) filho(a),

retirados e estocados na ocasido do seu diagndstico, serdo utilizados na pesquisa.

RISCO E DESCONFORTO:

Exame de sangue: coleta de 10 a 20 mL de sangue venoso sera efetuada.

Os riscos associados a esse procedimento sdo minimos, podendo ocorrer dor e

manchas roxas (equimoses) no local da coleta do sangue. O desconforto sera
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minimo, pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da veia do braco, que
serd realizada por profissional treinado e devidamente habilitado para realizar esse

procedimento.

VANTAGENS:
Eu entendo que ao aceitar que meu(minha) filho(a) participe desta pesquisa,

0 seu diagndstico sera mais preciso, apesar disto, o seu tratamento provavelmente
ndo sera modificado. Os resultados dos testes moleculares obtidos serédo
entregues em consulta no Ambulatério de Doengas Neuromusculares do Hospital
de Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais, tel. (31) 3248-9540.

SIGILO:

Eu entendo que toda informacdo médica, assim como os resultados dos
testes genéticos decorrentes deste projeto de pesquisa, fardo parte do meu
prontuario meédico.

Se os resultados, informacfes ou as imagens obtidas forem utilizadas para
fins de publicagdo cientifica, minha identidade sera mantida em sigilo, sendo
utilizadas apenas as iniciais do meu nome.

Entendo também que em todas as imagens (foto e video) serdo utilizadas
tarjas sobre os olhos. Tais informacBes serdo divulgadas em Congressos e

reunides cientificas, bem como em revistas cientificas sobre o assunto.

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAOQ:

Eu entendo que a participacdo de meu(minha) filho(a) € voluntaria e que

eu posSsoO recusar sua participacdo no estudo a qualquer momento sem
comprometer os cuidados médicos que recebo atualmente ou receberei no HC-
UFMG. Eu reconheco também que Eralda Luiza Concentino Slomp ou a Dr®
Juliana Gurgel Giannetti podem interromper a minha participagdo neste estudo a
qualguer momento que julgarem apropriado.

Eu confirmo que Eralda Luiza Concentino Slomp / Dr®Juliana Gurgel
Giannetti explicaram-me o objetivo do estudo, os procedimentos aos quais
meu(minha) filho(a) serd submetido(a) e as possiveis vantagens advindas deste

projeto de pesquisa. Eu li e/ou me foi explicado, assim como compreendi, este
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formulario de consentimento e estou de pleno acordo com a participacdo de

meu(minha) filho(a) neste estudo.

Nome do responsavel

Assinatura do responséavel

Nome da crianca

Assinatura da crianca

Data: / /

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a

o objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e 0s possiveis riscos e vantagens que poderao
advir do estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma cépia

deste formulario de consentimento ao participante ou responsavel.

Nome do pesquisador ou associado

Assinatura do pesquisador ou associado

Data: / /
Comité de Etica em Pesquisa-UFMG: Pesquisadores Responsaveis:
Prof®. Maria Elena de Lima Perez Garcia Eralda Luiza Concentino Slomp
Unidade Admistrativa 11-2 andar-sala 2.005 Porf®. Dr®. Juliana Gurgel Giannetti
Av. Antbnio Carlos,6.627-Pampulha Departamento de Pediatria-FM/UFMG
Fone:31-3499-4592 Av. Alfredo Balena,190- 4° andar
Fone: 31-3248 3773
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APENDICE 3 - Autorizac&o para foto e video

DECLARACAO

declaro que autorizo a realizacdo de fotos e videos durante o0 meu atendimento no
Ambulatério Sdo Vicente do Hospital das Clinicas-UFMG. Fui informado(a) de que
minha identidade sera mantida em sigilo. Estou ciente e concordo com a utilizacéo
do material fotografico e videos em Congressos e Simpdsios Médicos, bem como

em revistas cientificas e especializadas.

Belo Horizonte, de de

Assinatura do responsavel

DECLARACAO

B, e e , como
responsavel pelo(a) PACIENLE.............ooviviiiiiiicce e ,

declaro que autorizo a realizacdo de fotos e videos durante o atendimento no
Ambulatério Sdo Vicente do Hospital das Clinicas-UFMG. Fui informado(a) de que
a identidade de meu(minha) filho(a) serd mantida em sigilo. Estou ciente e
concordo com a utilizagdo do material fotografico e videos em Congressos e

Simpdsios Médicos, bem como em revistas cientificas e especializadas.

Belo Horizonte, de de

Assinatura do responsavel
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APENDICE 4 - PROTOCOLO AVALIATIVO DE PACIENTES COM DOENCAS

MUSCULARES

Projeto de Pesquisa: “ESTUDO GENETICO DE PACIENTES BRASILEIROS
COM MIOPATIAS RELACIONADAS A SELENOPROTEINA N1”.

Mestrado/Doutorado em Ciéncias da Saude da Faculdade de Medicina da UFMG

Area de Concentracdo: Satde da Crianca e do Adolescente

Pesquisadores: Eralda Luiza Concentino Slomp

Prof®. Dr?. Juliana Gurgel Giannetti

Nome:

RG:

Data de nascimento/ldade:

Sexo

Data da 1° consulta:

Nome dos pais:

Idade dos pais:

Endereco:

Estado:

Tels:

Cep:

Diagnostico provavel:

Diagnostico definitivo:

Queixa principal:

Dados relevantes do quadro clinico:

DNPM: ( )normal ( ) atrasado
Sustento cefélico: Em pé sem apoio:

Andar com apoio: Sentar sem apoio:

Em pé com apoio: Primeiras palavras:

Sentar com apoio:

Andar sem apoio:



Historia gestacional:
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Historia pregressa:

Historia familiar: consanguinidade: ( ) sim () né&o

Parentes acometidos:

Heredograma:

* Exame Fisico:

Peso:  (Pc: ) Estatura: (Pc: )
- Dismorfismos faciais:
- Deformidades da coluna:
- Deformidades do torax:
- Deformidades de extremidades:
Direito Esquerdo

Maos

Dedos
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Pés

Artelhos

Outros

- Alteracdes cardiacas:

Alteracdes oculares:

- Outras alteracoes:

* Exame neurologico:

Pc:

- Psiquismo: :

(Percentil:

- Facies: :

- Atitude: :

- Equilibrio estatico:

- Equilibrio dindmico

Romberg:

- Marcha

- Marcha na pontados pés: ( ) sim ( )néo

- Marcha no calcanhar: () sim

* Forgca muscular:

- Cintura escapular: levanta MMSS ao nivel cotovelo ( ), ombros ( ), acima da

cabeca ( ) escapulaalada: ( ) sim ( )nao

- Cintura pélvica: corre ( ) salta ()

sobe escadas: () sem apoio

levanta da cadeira: () sem apoio

levanta do chdo: () sem apoio

( )néo

() com apoio
() com apoio

() com apoio

)

Musculo

Direito

Esquerdo

Trapézio

Esternocleidomastoide

Deltoide

Biceps

Triceps

Estiloradial

Flexor dos dedos

Gliteo maximo

fleopsoas

Quadriceps

Biceps femoral

Tibial anterior

Gastrocnémico

Extensor dos dedos
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Legenda: 0 — sem eshoco de contracdo; 1 — Fraca contracdo sem movimento; 2 — movimento no
plano horizontal; 3 — movimento contra a gravidade; 4 — movimento vencendo pequena resisténcia;
5 — normal.

* Miotonia:

-Ativa: () sim ( )nao

- De percusséao: () sim ( )nao

- Musculos:

* Reflexos profundos

Direito Esquerdo

Biceps

Triceps
Estiloradial
Adutor da coxa
Patelar
Aquileu

nl: normal; - : hipo; + : vivos; e: exaltado.

*Reflexo cuténeo plantar:

*Tonus e trofismo:

Tonus Difusa Proximal Distal
Hipotonia
Hipertonia
Trofismo Difuso Proximal Distal
Hipotonia
Hipertonia
+: leve; ++ : moderada; +++ : acentuada

* Sensibilidade:

* Nervos cranianos:

- alteracbes MOE:

- ptose palpebral:

- paresia facial:

- paresia orbicular oris:
- outros:

* Retragdes fibrotendineas:

Aquileu | Poplitea |Coxofemoral | Ombros | Cotovelos | Punhos | Dedos




Exames complementares:
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Exames:

Valores de
Referéncia:

Data:

1

Data:

I

Data:

11

Data:

I 1

CPK

DHL

Aldolase

TGO

TGP

Lactato

pH

Bic

BE

PO,

pCOz

SatO»,

DHL = Desidrogenase latica;
ENMG: (Data: _ /| )

T. Créanio : (Data: __/

RM de cranio: (Data: _/ [/ )

Avaliacao cardiolégica: (Data: _ /| [

ECG:

Rx de térax:

Eco:

Avaliacédo da fungdo pulmonar: (Data:

Espirometria:

/)
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Avaliacao oftalmoldgica: (Data: _/ [/ )

Biopsia muscular: (Data: __ /[ )
Estudo histoquimico:

Estudo imuno-histoquimico:

Estudos moleculares - DNA:(Data:__ / [/ )

Demais exames:

c(Data: _ /| )
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ANEXO A - AUTORIZACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 555/08

Interessado(a): Profa. Juliana Gurgel Giannetti
Departamento de Pediatria
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 04 de fevereiro de 2009, apés atendidas as solicitagcbes de
diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado "Estudos de muta¢gdes no
gene SEPN1 em pacientes portadores de miopatias e distrofias
musculares congénitas acompanhados no ambulatério de doencas
neuromusculares do Hospital das Clinicas da UFMG" bem como o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apés o inicio do-projeto.

Ml — ]

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa II - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - c-mail: coepi@prpg.ufing.br
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ANEXO B - AUTORIZACAO DAS UNIDADES FUNCIONAIS:

Departamento de Patologia e Medicina Laboratorial

UNIDADE FUNCIONAL PATOLOGIA E
Hospital osCIinicog MEDICINA LABORATORIAL

Unnors e o Departamento de Anatomia Patolégica e Medicina Legal

Belo Horizonte, 14 de outubro de 2008.

Ao Sr. Diretor de Ensino, Pesquisa e Extensao do
Hospital das Clinicas UFMG.

Senhor Diretor,

Pela presente, venho informar que o Departamento de Anatomia Patologica e Medicina
Legal do Hospital das Clinicas da UFMG esta ciente e concordante com a utilizagédo do
ambiente fisico, para o estudo histopatoldgico e molecular e dos fragmentos de
bidpsias musculares armazenados nos seus arquivos, para realizacdo do projeto de
pesquisa intitulado “Estudos de mutagdes no gene SEPN1 em pacientes com
distrofia e miopatias musculares congénitas acompanhados pelo ambulatério de
doengas neuromusculares do Hospital das Clinicas da UFMG”, que sera
desenvolvido no Laboratério de Investigagdes em Doencas Neuromusculares do
Departamento de Anatomia Patolégica e Medicina Legal da Faculdade de Medicina,
como projeto de mestrado da aluna Eralda Luiza Castro Concentino e orientado pela
Profa.Dra.Juliana Gurgel Giannetti.

Mb\&iu NS (AJ:QLQ

Profa. Ménica Maria Demas Alvares Cabral
Chefe do Departamento de Anatomia Patol6gica
e Medicina Legal do Hospital das
Clinicas da UFMG
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Unidade funcional da Pediatria:

Unidade Funcional Pediatria
Hospital das Clinicas
Universidade Federal de Minas Gerais

ANALISE DE PROJETOS DE PESQUISA

Titulo do Projeto:

“EStudo de Mutacdes no Gene SEPN1 em Pacientes Portadores
de Miopatias e Distrofias Musculares Congénitas acompanhados
no Ambulatério de Doencas Neuromusculares do Hospital das
Clinicas da UFMG.”

Orientador:

Juliana Gurgel Giannetti

iPequuisa;d:or Responsavel:

Eralda Luiza Castro Concentino

Recomendacdes/restrigdes para o desenvolvimento da pesquisa: -

. O objetivo do projeto é detectar mutagdes no gene SEPN1 em pacientes
portadores de distrofia muscular congénita e correlacionar o genétipo com o
fenotipo clinico e histopatolégico dos pacientes. Esse estudo podera
contribuir com o entendimento destas mutacdes e melhorar o prognoéstico
dos pacientes. O projeto é bem fundamentado teoricamente, é relevante e
nao oferece riscos aos pacientes.

O projeto foi aprovado por unanimidade neste Colegiado.

31 de Outubro de 2008
G-
Ciduddh Gonzdier Sunba

Gerente dz U, F. Peciatia RC-UFMG
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ANEXO C - AUTORIZACAO DA DIRETORIA DO HOSPITAL DAS CLINICAS-
UFMG

“ Universidade Federal de Minas Gerai: g
Hospital das Clinicas U m

Diretoria de Ensino, Pesquisa e Extenséao

DECLARAGAO

Declaramos para fins de comprovacdo no Comité de Etica e Pesquisa em Seres
Humanos — COEP/UFMG que o projeto de pesquisa intitulado, ” ESTUDOS DE
MUTAGOES NO GENE SEPN1 EM PACIENTES COM DISTROFIA E MIOPATIAS
MUSCULARES CONGENIAS ACOMPANHADOS PELO AMBULATORIO DE
DOENCAS NEUROMUSCULARES DO HOSPITAL DAS CLIiNICAS DA UFMG”. de
responsabilidade, da -of* uizna “urger Giannaiti foi recebido na Diretoria de
Ensino, Pesquisa e Extens&o/HC-UFMG para registro e avaliagéo.

Belo Horizonte, 31 de outubro de 2008.

Elzi dé Carmo Cota
Secretaria da DEPE/HC-UFMG

Av. Prof. Alfredo Balena, 110 — 1° andar — ala leste
Bairro Santa Efigénia - CEP 30130.100 - Belo Horizonte — MG
Telefones: 31-3409-9375 / 3409-9379 - FAX 31-3409-9380 — depe@hc.ufmg.br



ANEXO D — ATA DE DEFESA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE

SAUDE DA CRIANGA E DO ADOLESCENTE

UEMG

ATA DA DEFESA DE TESE DA ALUNA
ERALDA LUIZA CONCENTINO SLOMP

Realizou-se, no dia 22 de agosto de 2016, as 08:30 horas, na sala 029, andar terreo da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais, a defesa de tese,
intitulada “ESTUDO GENETICO DE PACIENTES BRASILEIROS COM MIOPATIAS
RELACIONADAS A SELENOPROTEINA N1.”, apresentada por ERALDA LUIZA
CONCENTINO SLOMP. numero de registro 2012655089, graduada no curso de
BIOMEDICINA, como requisito parcial para a obtengao do grau de Doutor em Ciéncias
da Saude, pelo Programa de P6s Graduagao em Ciéncias da Saude, Saude da Crianga
e do Adolescente, a seguinte Comissao Examinadora, formada pelos Professores
Doutores: Juliana Gurgel Giannetti - Orientadora (UFMG), Ana Cristina Simdes e Silva
(UFMG), Paulo Caramelli (UFMG), Alessandra Lopes Starling (ONCOCENTRO), Elvis
Cristian Cueva Mateo (Hermes Pardini).

A Comissao considerou a tese:

Aprovada
(\) Apr

{ ) Reprovada

Finalizados os trabalhos, lavrei a presente ata que, lida e aprovada, vai assinada por
mim e pelos membros da Comissao.
Belo Horizonte, 22 de agosto de 2016.

A AL A -\--1 A G T;L,,
Prof.2 Juliana Gurgel Giannetti ( Doutora )

7 ‘ ) .'{ i | /(f‘.
A N W WU | oo ({5

Prof.2 Ana Cristina Simdes e Silva ( Doutor )

Prof. Paulo Caramelli ( Doutor )

'/
/'{Lx Ny )‘
Prof.@ Alessand Lope's/"‘Starling ( Doutora )
—— r:\_‘
— R

-

Prof. Elvis Cristian Cueva Mateo J(VVDoutor )
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ANEXO E — FOLHA DE APROVACAO

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS UF m G ‘
SAUDE DA CRIANGA E DO ADOLESCENTE wE _

FOLHA DE APROVACAO

ESTUDO GENE'!:ICO DE PACIENTES BRASILEIROS COM MIOPATIAS
RELACIONADAS A SELENOPROTEINA N1.

ERALDA LUIZA CONCENTINO SLOMP

Tese submetida 4 Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pés-
Graduac@io em Ciéncias da Saude, Saide da Crianga e do Adolescente, como requisito para
obten¢do do grau de Doutor em Ciéncias da Saide, Saide da Crianga e do Adolescente, drea
de concentragio Ciéncias da Satide.

Aprovada em 22 de agosto 672016, pela banca constituida pelos membros:

"OMM

i - Orientadora

<, /
/ Prof® Juliana Gurgel;

Prof® Ana Cristina Simdes e Silva
UFMG

Pods Qo

Prof. Paulo Caramelli
UFMG

Ll
Prof* Ales Lopd;S ling
ONCOCENTRO ¥
;' /’r’j“ ' VL(
C&T:_L:\,.

Dr. Elvis Cristian Cueva Mateo
Hermes Pardini

=

Belo Horizonte, 22 de agosto de 2016.



