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RESUMO

Introducao: A Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA) é uma doenca neurodegenerativa
caracterizada por acometimento do primeiro e do segundo neurénio motor que resulta
em paralisia progressiva e morte. Ndo ha teste diagnostico para a ELA e ha pouca
informacao sobre as caracteristicas genéticas da mesma no Brasil. Objetivos: o
objetivo do primeiro estudo foi avaliar os miRNAS como ferramenta diagnostica e
prognéstica, enquanto que o objetivo do segundo foi analisar se as expansodes
repetidas de CAG de tamanho intermediario no gene ATXNZ2 aumentam o risco para
desenvolver ELA no Brasil como ocorre em outras populagdes. Métodos: O perfil de
expressdao dos miRNAS no musculo foi avaliado usando uma plataforma array e em
seguida avaliamos a expressao plasmatica de miRNAS candidatos em um conjunto
de 39 pacientes provenientes do ambulatério da Unicamp e 39 controles.
Empregamos generalized estimating equations para investigar as correlagdes com os
dados clinicos. No estudo do gene ATXNZ2, selecionamos 459 pacientes com ELA (372
ELA esporadica — ELAs e 87 ELA familiar — ELAf) e 468 controles de seis centros
brasileiros. Foi realizada reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para determinar o
comprimento dos alelos ATXNZ2. Os produtos de PCR foram resolvidos usando
eletroforese capilar no sequenciador capilar ABI 3500 xI. Resultados: Identificamos
11 miRNAS diferencialmente expressos no musculo de pacientes com ELA; destes,
os miR-424, miR-214 e miR-206 foram validados por gPCR em tecido muscular. No
plasma, encontramos somente os miR-424 e miR-206 hiperexpressos. A expressao
basal do miR-424 e do miR-206 correlacionou-se negativamente com a deterioracao
clinica dos pacientes ao longo do tempo. O segundo estudo, mostrou que as
expansdes de poliglutamina de comprimento intermediario ATXNZ2 maiores que 26
repeticdes foram associadas a um risco aumentado de desenvolver ELA (odds ratio =
2.56, 95%Cl: 1.29 — 5.08, p=0.005). Conclusoes: miR-424 e o miR-206 sao potenciais
marcadores diagndsticos e progndsticos para ELA e que as expansodes de repeticao
CAG de comprimento intermediario no gene ATXNZ2 desempenham um papel
importante na patogénese da ELA também na populacéo brasileira.



ABSTRACT

Introduction: Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease
characterized by upper and lower motor neuron damage resulting in progressive
paralysis and death. There is no definite diagnostic test for the disease and little is
known about the genetic profile of ALS in Brazil as it occurs in other populations.
Objectives: We performed two studies and the objective of the first study was to
evaluate miRNAS as a diagnostic and prognostic tool in the disease, whereas the
objective of the second study was to evaluate if intermediate-length CAG repeat
expansions in the ATXNZ2 gene increased the risk for ALS in Brazil. Methods:
Expression profile of miRNAs in muscle was evaluated using an array platform.
Subsequently we assessed the plasmatic expression of candidate miRNAs in a set of
39 patients/39 controls from Neuromuscular Outpatient Clinic at UNICAMP hospital.
We employed generalized estimating equations to investigate correlations with clinical
data. In the study of the ATXNZ2 gene, we selected 459 patients with ALS (372 sporadic
ALS and 87 familiar ALS) and 468 control subjects from six Brazilian centers.
Polymerase chain reaction (PCR) was performed to determine the length of the ATXNZ2
alleles. PCR products were resolved using capillary electrophoresis on ABI 3500 xI
capillary sequencer. Results: We identified 11 miRNAs differentially expressed in the
muscle of ALS patients; of these, miR-424, miR-214 and miR-206 were validated by
gPCR in muscle samples. In plasma, we found only miR-424 and miR-206 to be
overexpressed. Baseline expression of miR-424 and miR-206 correlated negatively
with clinical deterioration over time. In the second study, we found that ATXN2
intermediate-length polyglutamine expansions larger than 26 repeats were associated
with an increased risk for ALS (odds ratio = 2.56, 95%CI: 1.29 — 5.08, p=0.005).
Conclusions: miR-424 and miR-206 are potential prognostic markers for ALS and that
intermediate-length CAG repeat expansions in ATXNZ2 play an important role in the
pathogenesis of ALS also in the Brazilian population.
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1 - Introducao

1.1 - Esclerose Lateral Amiotrdfica

A esclerose lateral amiotrofica (ELA) é uma desordem neuromuscular rara
caracterizada por progressiva degeneracao do tronco encefalico, trato corticospinal e
ponta anterior da medula (1). A forma classica desta doenca devastadora apresenta
sinais simultaneos de dano ao primeiro € segundo neurdnio motor, que progridem e
resultam em paralisia e morte por insuficiéncia respiratéria em dois a trés anos em
média (2).

A incidéncia é de aproximadamente 2 por 100.000 pessoas/ano e a
prevaléncia é de cerca de 5 por 100.000 pessoas (3). Existe um atraso significativo no
diagnoéstico, com meédia de um ano, independentemente do sistema de saude
avaliado, provavelmente relacionado ao baixo reconhecimento pelos médicos da
atencao primaria e por neurologistas gerais (4). A idade é o fator de risco mais
importante, com um aumento da mortalidade relacionado a idade até a oitava década
e taxa de mortalidade maxima entre 65 e 75 anos (5). O sexo masculino também é
um fator de risco, com uma relacdo masculino: feminino 3:2, mas esta diferenca de
sexo nao € valida para todas as populacdes, e pode depender da estrutura etaria do
grupo estudado, ja que os homens predominam nos grupos de pacientes mais jovens

(6).

1.1.1 - Formas Clinicas

A apresentagéo clinica pode variar - a forma classica apresenta sintomas de
neurénio motor superior (NMS) como fraqueza, espasticidade, diminuicdo da
destreza, reflexos patolégicos, hiperreflexia, sinais pseudobulbares e reflexos
mantidos em membros atréficos associados a sintomas de neurbénio motor inferior
(NMI) como fraqueza, atrofia, fasciculacdes, caibras e hiporreflexia (5). A forma de
apresentacao inicial pode ser classificada de acordo com a regido corporal em ELA
de inicio espinhal (70% dos casos) e ELA de inicio bulbar (25% dos casos) (7). Formas
atipicas de apresentacao incluem perda de peso, caibras e fasciculacdes na auséncia
de fraqueza, e formas com labilidade emocional e disfungdo cognitiva do tipo frontal
(8). Outros sintomas frequentemente observados nos estagios iniciais sao fadiga e
diminuicdo na capacidade de realizar exercicios (9). A apresentacdo respiratéria é
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incomum (< 3% dos casos) com predominancia no sexo masculino e associagao com
sintomas axiais (frequentemente camptocormia ou cabeca caida), fasciculagdes
frequentes e generalizadas, com mobilidade dos membros preservada e significativa
perda de peso no inicio da doenga (10, 11).

A forma Esclerose Lateral Priméria (ELP) (2 a 3,7% dos casos) ocorre quando
os sintomas de NMS permanecem isolados apds quatro anos do inicio dos sintomas,
e é caracterizada por progressdao mais lenta, pouca perda funcional e menos atrofia
dos membros inferiores (MMII) (12,13). A idade de inicio é tipicamente entre 50 e 55
anos (5) e tem uma duracao de doenca mais longa (média de 11,2 anos DP: +/- 6,1)
com uma mortalidade de 33% apo6s 16 anos de seguimento (13).

A Atrofia Muscular Progressiva (AMP) caracteriza-se por acometimento
exclusivo do NMI com prognéstico mais favoravel que a forma classica (14). Séao
descritas duas subformas chamadas Flail arm e Flail leg syndromes.

A sindrome flail arm também chamada de amiotrofia braquial diplégica,
variante escapuloumeral da AMP ou Sindrome do homem em barril € associada a
melhor prognéstico, responde por 11% dos casos de ELA com grande predominancia
do sexo masculino (4:1) (15). Esta forma é caracterizada por atrofia simétrica e
proximal dos membros superiores (MMSS) com importante perda funcional, e com
pouco ou nenhum acometimento de MMII e bulbar (16,17,18).

A sindrome flail leg também conhecida como forma peroneal da ELA ou tipo
Marie-Patrikios é caracterizada por fraqueza de MMII de inicio distal assimétrico com
atrofia, auséncia de reflexos, progressao lenta, discretos e tardios sinais de NMS (19).
Apresenta um melhor progndstico com sobrevida adicional de 5 a 6 anos (15).

A forma Paralisia Bulbar Progressiva é restrita a regiao bulbar, mais comum
em mulheres, com pior prognostico devido a insuficiéncia respiratdria mais precoce e
apresenta maior associagcdo com comprometimento cognitivo Frontotemporal do que
as outras formas de ELA (20). O predominio do NMS resulta em disartria espastica,
caracterizada por fala lentificada, trabalhosa, distorcida e, as vezes, nasal (21). Ja o
predominio do NMI resulta em atrofia, fraqueza e fasciculagéo de lingua com disartria
flacida que se caracterizada por fala nasal, devido a fraqueza palatal, e rouquidao
(21). A tosse é ineficaz e posteriormente ha o aparecimento de disfagia, que leva a
emagrecimento e desnutricdo com piora do progndstico (22).

Deméncia Frontotemporal (DFT) ocorre em 11 — 15 % dos pacientes. Mas a
aplicacao de testes cognitivos apropriados mostra alteracao cognitiva em 35 - 50 %
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dos pacientes com inicio pela funcao executiva, seguida por alteragdo de linguagem
e memoria (7,23, 24). Branco et al (25) demonstraram que pacientes com ELAs com
alteracao cognitiva apresentavam reducao do volume da amigdala bilateral e talamo
esquerdo e pacientes com alteracdo comportamental apresentavam alteracao do

fornix em estudo de RM 3T (Ressonéancia Magnética 3 Tesla) de cranio.

1.1.2 - Genética

As formas familiares de ELA (ELAf) correspondem a 5 — 10% dos casos e
podem ser transmitidas através de heranca autossémica dominante, recessiva e
ligada ao X, sendo a forma mais comum a autossémica dominante de inicio na idade
adulta. A autossémica recessiva é mais rara e mais frequente nas formas juvenis, ELP
ou paraplegia espastica-like. A forma dominante ligada ao X €& mais raramente
observada e é vista em familias em que os pacientes masculinos tendem a mostrar
fendétipos mais graves (26, 27).

Clinicamente nao € possivel distinguir um fenétipo especifico para ELAf, mas
alguns achados clinicos sao sugestivos, como inicio em idade precoce, alteracao de
sensibilidade, inicio pelos MMII e curva bimodal de evolugéo (28,29).

O conhecimento sobre genética em ELA aumentou significativamente com o
progresso das técnicas de biologia molecular, o que permitiu a identificacao de mais
de 20 novos genes nos ultimos 10 anos (30). Tabela 1

Os genes ligados a ELA podem ser divididos em genes causadores e fatores
genéticos que aumentam o risco de desenvolver ELA (31,32).

Variantes patogénicas associadas a ELAf também podem ser identificadas
em individuos com ELAs (33,34). Portanto, mesmo a ELA aparentemente esporadica
pode estar relacionada a atuacdo de algumas variantes genéticas que
independentemente conferem um moderado ou baixo risco, mas que combinadas ou
no contexto de exposicao a algum fator ambiental determinam a doenca. Este tipo de
situacao é chamado de heranca oligogenética, em que uma uUnica variante genética
nao € suficiente para causar a doenga mas aumenta significativamente o risco e outra
variante genética ou fator ambiental é necesséario para causar a doenca. Por outro
lado, ha genes associados a ELA que sao implicados em outras condigdes como
deméncia frontotemporal, ataxia cerebelar e doencga de Parkinson, o que mostra uma
caracteristica pleiotrofica destes genes, ou seja, um gene particular pode resultar em
diferentes doencas simultaneamente ou em individuos diferentes (6,35).
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Condicbes como esquizofrenia, obesidade e hipertensdo nas quais o risco de

desenvolver a doenca durante a vida é de aproximadamente 1% ou mais, sao

suficientemente comuns para aplicar a hipétese variante comum-doenca comum. Ja

doencas raras com base genética sdo causadas por mutagdo genética em um unico

gene e o risco de desenvolver a doenca é quase inevitavel- a doenca de Huntington é

um exemplo. A ELA esta entre estes dois extremos, sugerindo uma arquitetura

genética intermediaria (6).

Tabela 1 - Genes e loci ligados a Esclerose Lateral Amiotrofica familiar (ELA)

ELAf Locus Gene Abreviagdo Heranga | Caracteristicas | Hot Spot
(OMIM) Clinicas
ALS1 21g22.1 | Superoxido S0D1 AD, AR ELAF >150 mutagoes:
(# 105400) dismutasel A4V,
D90A, G93C, 1113T
(maioria dos
estudos)
ALS2 2933 Alsin ALS2 AR ELA forma Mutagdes Raras
(* 606352) Juvenil
ALS3 18¢g21 Desconhecido AD ELAf
(% 606640)
ALS4 9q34 Senataxina SETX AD ELA forma Principais
(# 602433) Juvenil mutagGes: L3895,
R2136H, T3l
ALS5 15q15- Espatacsina SPG11 AR ELA forma Multiplos hot-
(* 610844) 21.1 Juvenil spots
ALS6 16p11.2 Fusion, derivada da | FUS/TLS AD-AR ELAf Codon 521
(* 137070) translocagdo do 12
pelo
16, liposarcoma
maligno
ALS7 20p13 desconhecido AD ELAf
(% 608031)
ALSS8 20q13.32 | Vesicula associada | VAPB AD ELAf Principal mutacao:
(# 608627) a proteina B de Pro56Ser
membrana
ALS9 14911 Angiogenina ANG AD ELAf Mutacoes
(# 611895) Missense:
K171
ALS10 1p36.22 | TAR DNA-ligadora TARDBP AD ELAf Principais
(* 605078) da proteina 43 mutacgdes: A315,
G348C, A382T
ALS11 6921 FIG4 fosfoinositide | FIG4 AD ELAf Raras mutacgbes

(# 612577)

5-fosfatase



ALS12
(# 613435)
ALS13
(# 183090)
ALS14
(# 613954)

ALS15
(# 300857)

ALS16
(# 614373)
ALS17

(# 614696)

ALS18
(# 614808)
ALS19
(# 615515)
ALS20
(# 615426)

ALS21
(# 606070)
ALS22

(# 616208)
ALS

ALS
ALS
FTD-ALS1
(# 105550)

FTD-ALS2
(* 615903)
FTD-ALS3

(* 601530)

FTD-ALS4
(* 604834)

10p13
12g24.12

9p13

Xp11

9p13.3

3p11

17p13
2q34

12q13

5931
2935
12924
9q34

20q13
9p21

22q11

5935.3

12q14.2

Optineurina
Ataxina-2

Valosin-containing
protein

Ubiquilina 2

Receptor Sigma-1

Charged
multivesicular
body Protein 2B
Profilina 1

Gene da Proteina
Corionica ERB.4
Ribonucleoproteina
Nuclear
Heterogénia Al
Matrin 3

Tubulina alfa-4A

Acido D-Amino
oxidase

Sarcoma Sinovial
Chromosome 9
open

reading frame 72
Coiled-coil-helix-
coiled-coil-helix
domain-containing
protein 10
Sequestosoma 1

TANK-ligadora de
quinase 1

OPTN

ATXN2

vcp

UBQLNZ2

SIGMAR1

CHMP2B

PFN1

ERBB4

HNRNPA1

MATR3

TUBA4A

ADO

GLE1

S5518L1
C90RF72

CHCHD10

SQsmT1

TBK1

AD, AR

AD

AD

Ligada
ao X

AR

AD

AD
AD

AD

AD
AD
AD
AR

AD

AD

AD

AD

ELAf

ELAf

ELAf

ELAf

ELAf

ELAf

ELAf

ELAf

ELAf

ELAf
ELAf
ELAf
ELAf
ELAf
ELA, DFTL,
ELA-DFTL
ELA, DFTL,
ELA-DFTL
ELA, DFTL,

ELA-DFTL

ELA, DFTL,
ELA-DFTL
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Codons 398, 478

27-33 repeti¢des
CAG

Codons 151, 155,
159,191, 592

Principais
mutacgdes:
Pro497His,
Pro497Ser,
P506T, P509S,
P525S

Codon 102

Codons 29, 104,
206s

Raras mutagdes
Cdédons 927, 1275
Raras mutagdes
Cddons 622, 154,
85

Raras mutagdes
Raras mutagdes
Raras mutagdes
Raras mutagdes
Repeticdes
GGGGCC >30
Codons 12, 15, 59,

66,80

Cddons ligados a
ELA:
53, 259, 348, 439

AD: Autossdmica Dominante; AR: Autossdmica Recessiva; DFT: Deméncia Frontotemporal; DFTL:
Degeneragao Frontotemporal Lobar. Adaptado de Corcia et al. 2017 (29).


https://omim.org/geneMap/12/725?start=-3&limit=10&highlight=725
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Principais genes relacionados a ELAf

ALS1: Cobre/Zinco superoxido dismutase (SOD1)

O gene SOD1 foi o primeiro gene ligado a ELA (1993); ele codifica a
metaloenzima homodimérica que catalisa a reagao que transforma o superdxido em
02 e H202. O SOD1 é responsavel por cerca de 12% das ELAf e por 1% das ELAs
(36). O numero de mutacdes descobertas, neste gene, nas ultimas duas décadas ja
ultrapassa 185 (27).

O fendtipo de ELA ligado a mutagdo SODT apresenta-se com algumas
especificidades que a distingue da ELAs: idade de inicio mais precoce, maior duragao
de doenca, inicio em MMII e disturbio cognitivo raro (30,36).

Globalmente, a mutacao mais frequente no SOD1 é a D90OA em que o quadro
clinico é paresia de MMII lentamente progressiva que gradualmente atinge MMSS,
musculatura toracica e bulbar, associada a sintomas ndo motores atipicos com ataxia,
neuralgia, sensacao de calor e disturbios vesicais. Entretanto, o fendétipo varia de
acordo com a mutacao presente no SOD1. Por exemplo, as mutacoes A4V, H43R,
L84V, G85R, N86S e G93A estdo associadas a rapida progressdao de doenca e

sobrevida menor que trés anos (27).
ALS10: Proteina de ligacao RNA/ DNA TAR (TDP-43)

O gene TARDBP é localizado no I6cus 1p36 e codifica a proteina envolvida
na maquinaria RNA/DNA. A proteina TDP-43 € o maior componente da inclusdo
citoplasmatica ubiquitina positiva vista na ELA e na DFT. Quase todas as mutagdes
estdo localizadas no exon 6 na regido C-terminal rica em glicina envolvida em
interacdes proteina-proteina (24).

Mutacdes em TARDBP sao responsaveis por 4% das ELAf e <1% das ELAs,
mas na regidao da Sardenha esta mutacdo é responsavel por 1/3 dos casos. Na
populacao caucasiana, o inicio ocorre nos MMSS e com longo periodo de duracao de
doenca (63 meses). Ja na populacdo asiatica, a doenca se inicia pela regidao bulbar
(37).
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ALS6: Gene fundido em sarcoma / translocado em lipossarcoma
(FUS/TLS)

A mutacao no gene FUS pode ser transmitida através de heranca
autossdmica dominante e autossémica recessiva. Da mesma maneira que a TARDBP
a proteina FUS esta envolvida na maquinaria de processamento RNA/DNA (38). Essa
mutacao € responsavel por 4% das ELAf e extremamente rara na ELAs (39). A maioria
das mutagdes estd na regido C-terminal e leva a uma distribuigdo citoplasmatica
aberrante.Quanto mais desorganizada esta distribuicdo, mais cedo a doenca se inicia.
Todas as mutacées ligadas a ELA encontram-se no exon 13 (40, 41).

Algumas caracteristicas sado sugestivas de mutagcdo FUS: idade de inicio
menor que 40 anos, inicio predominantemente cervical e duracao de doenca menor
que SOD1 e TARDBP (quase 90% dos casos morrem em 4 anos do inicio dos

sintomas) e acometimento cognitivo é raro (42, 43).

ALS8: Proteina de membrana associada a vesicula associada a
Proteina B (VAPB)

O gene VAPB se localiza no l6cus 20p13 e codifica a proteina envolvida no
trafico intracelular de vesiculas e transporte de lipidios (29). A mutacao foi descrita
inicialmente em familias brasileiras com doenga do neurdénio motor com os seguintes
fendtipos: atrofia muscular espinhal de inicio tardio, ELA atipica com tremor postural
e ELA tipica (44). Além disso, muitos pacientes apresentam anormalidades
autondmicas, incluindo constipacao intestinal e disfuncao sexual. A principal mutacao

p.P56S foi descrita no gene VAPB no Brasil, Japao, Reino Unido e Paises Baixos (45).

ELA -DFT1: Cromossomo 9 open reading frame 72 (C90rf72)

O hexanucleotideo GGGGCC situado na regido nao codificante do gene
C9Yorf72 tem sido responsabilizado pela maior parte dos casos de ELA e DFT,
principalmente em populagdes caucasianas, respondendo por 40% dos casos de ELAf
na Europa e 50% das ELAf no Brasil (46). O gene esta localizado no /écus 9p21 e
contem 12 exons (47). A penetrancia desta variante é idade-dependente e estimada
em 0% antes dos 35, 50% apds os 60 anos e 100% apods os 80 anos (48). A expansao
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com mais de 30 repetigcdes tem sido considerada patoldgica, mas nao ha relagéo entre
o tamanho da repeti¢cdo e o fendtipo ou a idade de inicio da doenga (49, 50).

Alguns achados clinicos sugerem esta mutagéo: idade de inicio mais precoce
(em média 1,8 a 5 anos mais cedo que a ELAs), alta frequéncia de inicio bulbar (por
volta de 40%) e curta duragcao de doenca (5,7 a 12 meses). Dois elementos chaves
nesta mutacao sdo a presenca de DFT e histéria familiar de doenca de Parkinson ou
Parkinsonismo no exame fisico (47, 51). O exame de imagem pode ajudar mostrando
atrofia do lobo frontal bilateral e simétrica (predominantemente do lobo mesial) e o
PET (Tomografia por Emissdo de Pdsitrons) pode mostrar hipometabolismo
frontotemporal (52).

ALS13: Ataxina 2 (ATXN2)

A Ataxina-2, codificada pelo gene ATXNZ, é uma proteina de ligacdo de RNA
altamente conservada que regula o splicing de mRNA e a tradugdo de genes
envolvidos no metabolismo e na estabilidade da membrana (53). O primeiro exon do
gene ATXNZ tem a sequéncia de repeticdo CAG em tandem que define a sequéncia
de poliglutamina do seu produto (54). Na maioria dos individuos saudaveis, o numero
de repeticoes € 22-23 (55). As longas expansdes de poliglutamina (polyQ),
especificamente, expansées maiores do que 34 repeticoes CAG, causam a ataxia
espinocerebelar tipo 2 (SCA2) (56). Elden et al (57) mostraram, em 2010, que a
presenca de repeticoes CAG intermediarias (entre 24 e 33) € um fator de risco para
ELA em populagdes caucasianas.

A proteina de ligacdo RNA/DNA TAR (TDP-43) desempenha um papel central
na neurodegeneragao. Ela € normalmente encontrada no nucleo celular, mas tem sido
demonstrada em agregados citoplasmaticos de neurbnios e de células da glia de
pacientes com DFT, Alzheimer, parkinsonismo e na maioria dos casos de ELAs
(58,59). Elden et al (57) demonstraram que a proteina citoplasmatica Ataxina 2 pode
aumentar a toxicidade dos agregados de TDP-43 levando a morte dos neurdnios
motores em pacientes com ELA e que a presenca de repeticbes CAG intermediarias
(entre 27 e 33) no gene ATXNZ2 é um fator de risco para desenvolver a doenca.

Outros estudos populacionais confirmaram que a presenca de repeticdes
CAG intermediarias (entre 24 e 33) no gene ATXNZ2 é um fator de risco para ELA,
inclusive em popula¢des ndo caucasianas, como a chinesa e taiwanesa (55,60,61).
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A mutagcdo no gene ATXNZ2 tem, em relagdo a ELA, caracteristica
oligogenética, ndo é determinante, mas aumenta o risco de desenvolver a doenga, e
também caracteristica pleiotréfica ja que pode resultar em duas doencas diferentes
ELA e SCA2. (6,53,54,56,57).

1.1.3 - Diagnostico

O diagnostico de ELA é feito por critérios clinicos com apoio de estudo
eletroneuromiografico (ENMG). Outros testes diagnosticos séo realizados para excluir
doengcas que podem mimetiza-la (62). Os primeiros critérios diagnosticos foram
definidos, em 1994, critério El Escorial, com objetivo de padronizar o diagnéstico para
facilitar a entrada de pacientes em estudos clinicos (63) - Tabela 2. Foram criados
quatro niveis de certeza diagnéstica nomeados como ELA definida, ELA provavel,
ELA possivel e ELA suspeita, dependendo da disseminacdo dos sinais/sintomas de
NMS e NMI em quatro regibes anatdomicas definidas: bulbar, cervical, toracica e

lombar.

Tabela 2 - Critério El Escorial

ELA clinicamente definida Definida com evidéncia clinica de
sinais de NMS e NMI na regiao bulbar
e em pelo menos duas regides

espinhais

ELA clinicamente provavel Definida com evidéncia clinica de
sinais de NMS e NMI em pelo menos
duas regides, com sinais de NMS
necessariamente rostral (acima) dos
sinais de NMI

ELA clinicamente possivel Definida quando os sinais de NMS e

NMI estdo em uma regiao ou sinais de
NMS séo encontrados sozinhos em
duas ou mais regides, ou sinais de
NMI sdo encontrados rostralmente aos
sinais de NMS (na auséncia de
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evidencia de ENMG mostrando doenca
de NMI mais difusa)

ELA clinicamente suspeita

Definida com uma sindrome de NMI
pura em que outras causas de doenca
de NMI foram adequadamente

descartadas

Adaptado de Brooks BR et al: El Escorial World Federation of Neurology criteria for the diagnosis of
amyotrophic lateral sclerosis. J Neurol Sci. 1994; Jul; 124(Suppl.):96-107 (63).

Considerada uma classificagdo muito restritiva, ela foi revisada em 2000 para

aumentar a sensibilidade diagnédstica. Os critérios diagnosticos revisados introduziram

a contribuicao da investigacao eletrofisiolégica ao diagndstico de ELA ao adicionar a

categoria ELA provavel com suporte laboratorial e a categoria clinicamente suspeita

foi retirada (64) Tabela 3.

Tabela 3 - Critério El Escorial- revisado

ELA clinicamente definida

Definida com evidéncia clinica de sinais de
NMS e NMI na regido bulbar e em pelo

menos duas regides espinhais

ELA clinicamente provavel

Definida com evidéncia clinica de sinais de
NMS e NMI em pelo menos duas regioes,
com sinais de NMS necessariamente

rostrais (acima) aos sinais de NMI

ELA clinicamente provavel com
suporte laboratorial

Definida quando os sinais de NMS e NMI
estdo em uma regiao, ou sinais de NMS
estao presentes sozinhos em uma regido —
juntamente com sinais de NMI definido por
ENMG em pelo menos duas regiées com
apropriada aplicacdo de Neuroimagem e
estudos laboratoriais para excluir outras

causas

ELA clinicamente possivel

Definida quando os sinais de NMS e NMI
estdo em uma regido ou sinais de NMS

sao encontrados sozinhos em duas ou
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mais regides, ou sinais de NMI sao
encontrados rostralmente aos sinais de
NMS e o diagnéstico de ELA clinicamente
provavel com suporte laboratorial ndo
pode ser confirmado em conjunto com
eletrodiagnaostico, neurofisiologia,
neuroimagem ou testes laboratoriais.
Outros diagnésticos devem ser excluidos
para que o diagnostico de ELA

clinicamente possivel possa ser aceito

Adaptado de Brooks BR et al. El Escorial revisited: revised criteria for the diagnosis of amyotrophic
lateral sclerosis. Amyotroph Lateral Scler Other Motor Neuron Disord 2000;1:293-9 (64)..

Apesar destes critérios terem atingido boa especificidade, sua sensibilidade
continua discutivel, especialmente nos estagios iniciais da doenca resultando em
atraso no diagndstico e limitacao no recrutamento de pacientes para estudos clinicos
(62,65). Em 2008, um comité de especialistas em neurofisiologia clinica publicou
novos critérios — Awaji-shima — incluindo recomendagbes para o uso de dados
eletrofisiol6gicos no diagnéstico de ELA (66). Estes critérios deram a ENMG o mesmo
peso das anormalidades clinicas para identificacbes de alteracbes do NMI e a
categoria ELA clinicamente provavel com suporte laboratorial desapareceu. Estes
critérios também igualaram a importdncia dos Potenciais de Fasciculagdo aos
Potenciais (PF) de Fibrilacdo e Onda Positiva na demonstracdo de desnervacao
aguda, o que é essencial em termos praticos ja que os PF aparecem primeiro (66).
Varios estudos tém demostrado a melhor sensibilidade dos critérios de Awaji-shima
em relagdo aos critérios de EL Escorial revisados no diagnostico de ELA
(67,68,69,70,71), especialmente nos casos de inicio bulbar (72,73) - Tabela 4.



Tabela 4 - Critérios de Awaji-shima

ELA clinicamente definida

Definida pela evidéncia clinica ou
eletrofisiol6gica de sinais de NMS e NMI
na regiao bulbar e pelo menos duas
regides espinhais ou presenca de sinais
de NMS e NMI em trés regides
espinhais.

ELA clinicamente provavel

Definida pela evidéncia clinica ou
eletrofisiol6gica de sinais de NMS e NMI
em pelo menos duas regides com 0s
sinais de NMS necessariamente rostral
(acima) aos sinais de NMI.

ELA clinicamente possivel

Definida pela evidéncia clinica ou
eletrofisiol6gica de sinais de NMS e NMI
em pelo menos uma regiao; ou somente
sinais de NMS em duas ou mais
regides; ou sinais de NMI rostral aos
sinais de NMS. Neuroimagem e testes
laboratoriais devem ser realizados e
outros diagndsticos devem ser

excluidos

Adaptado de de Carvalho M. et al. Electrodiagnostic criteria for diagnosis of ALS. Clin Neurophysiol

2008;119:497-503 (66).
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Estudos populacionais estimam que 8-10% dos pacientes que sao

encaminhados a um centro de referéncia terciario especializado em Doenga do

Neurdnio Motor (DNM) apresentam outro diagndstico e ndo ELA (74). Em alguns

casos, mesmo para o0 especialista em DNM com investigacdo complementar

apropriada (Ressonéancia Magnética de cranio e cervical, ENMG de quatro membros

e exames laboratoriais), é dificil fechar o diagnostico. Alguns pontos-chaves podem

ajudar no diagnéstico diferencial (62) - Tabela 5.



Tabela 5 - Diagndstico Diferencial em ELA
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Sinais Predominantes/
Forma de DNM

Diagnéstico Diferencial

Principais diferencas (sinais/ testes
diagnosticos)

NMS/ELP

Esclerose Mdltipla
Primariamente

Progressiva

Sinais e sintomas nao Motores (olhos,
bexiga, cerebelo) / PEV, RM, LCR para
estudo de banda oligoclonal

Mistura de NMS e NMI/ ELA

Mielorradiculopatia

Sinais de NMS caudais aos de NMI,
sinais sensitivos, alteracao de esfincter /

RM de coluna com cortes axiais

NMI/ AMP com rapida

progressao

Envenenamento por

chumbo

Paraneoplascico

Doenga infecciosa

Inicio com neuropatia do radial, achados
extramotores (dor abdominal,
encefalopatia) / niveis sanguineos de
chumbo, Esfregago de sangue para
eritrocitos pontilhados e anemia

Sindrome de NMI rapidamente
progressiva, sinais extra-motores:
Neuronopatia sensitiva, disautonomia,
envolvimento de SNC/LCR inflamatério,
FDG-PET/CT, anticorpos antineuronais
(principalmente anti-Hu)

Sindrome Polio-like, sinais extra
neurolégicos/ sorologia para HIV, Lyme,

febre do oeste do Nilo
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NMI/ AMP com progressao
lenta

Doenca de Kennedy

Sindrome Motoras
Hereditarias

Miopatia por corpusculos

de inclusao

Lentamente progressiva, envolvimento
bulbar com atrofia da lingua
desproporcional a disartria, tremor nas
maos, ginecomastia/ mistura de
neuronopatia espinobulbar motora com
neuronopatia sensitiva/ ENMG, teste
genético

Sindrome de NMI pura. Histéria familiar,
sinais clinicos indicando cronicidade/
teste genético de acordo com fenétipo

Atrofia e fraqueza com predilecao pelo
quadriceps e flexor longo dos dedos/
padrao pseudoneurogénico na ENMG,
alteragbes caracteristica na bidpsia

muscular

NMI/ AMP com progressao
lenta e Sindrome focal

regional

Radiculopatia Cervical /
Lombar

Doenca de Hirayama

Sindrome Pdés-Polio

MNMBC

Radiculopatia
Lombossacral pos-

radiacao

Dor e fasciculagdes restritas a area de
fraqueza e atrofia / RM de coluna

Inicio Juvenil, amiotrofia monomélica do
braco/ distribuicdo C7-T1 no ENMG, RM
de coluna cervical na posicao fletida

(compressao dural anterior)

Antecedente de polio/ ENMG confirmando
histéria de pélio

Distribuicdo Multifocal, fraqueza
desproporcional a atrofia, evidéncia de
bloqueio de condugao na ENMG, AC
GM1, RM de plexo braquial

Passado de radioterapia, fraqueza
desproporcional a atrofia e restrita aos
MMII/ contraste da cauda equina na RM,

mioquimia na ENMG

MNMBC: Neuropatia Motora Multifocal com Bloqueio de condugéo; PEV: Potencial Evocado Visual;
LCR: Liquido CefaloRaquiano; RM: Ressonancia Magnética; ENMG: Eletroneuromiografia. Adaptado
de Lenglet T, Camdessanché JP. Amyotrophic lateral sclerosis or not: Keys for the diagnosis. Rev

Neurol. 2017:173(5):280-87 (62).
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Apesar de todos os esforgcos em melhorar as classificagcdes existentes, elas
se prestam mais aos estudos clinicos do que ao diagnéstico (75). Por exemplo, AMP
forma com apresentacao pura de NMI ndo preenche os critérios El Escorial e Awaji-
shima mesmo apresentando a mesma progressao, progndstico e alteragdes
neuropatoldgicas. Inclusive pacientes com a forma classica da doenga s6 preenchem
os critérios para ELA provavel e definida nas fases mais avangadas da doenga (76).
Além disso, um paciente pode ser classificado como ELA possivel e o especialista nao
ter duvida sobre o diagnéstico devido aos achados clinicos e a exclusdo de outras
hipoteses. Estas diferencas entre a classificacdo e o diagnostico ndo ajudam na
pratica clinica diaria e podem ser confusas em termos de comunicagao ao paciente
(77).

Devido a dificuldade na confirmacao diagndstica e ao péssimo prognostico
da ELA, ha grande esforgco em se encontrar um biomarcador tanto para diagndstico
como prognostico. Além disso, um biomarcador contribuiria com desenvolvimento de
novas drogas, ajudando a avaliar a progressao da doenca e a eficacia do tratamento
(78).

1.1.4 - Biomarcador

Um biomarcador é definido como uma medida objetiva que atua como um
indicador de processos biolégicos normais, processos patogénicos e resposta
farmacoldgica a intervengdes terapéuticas (79). Um biomarcador ideal deve exibir alta
especificidade e sensibilidade para distinguir pacientes de controles populacionais e
monitorizar a progressao da doenca em pacientes individuais (78).

Grande atencdo tem sido dada aos biomarcadores em fluidos corporais,
principalmente, no liquor e sangue. No liquor devido a sua proximidade com o SNC e
no sangue devido ao seu facil acesso, entre eles estdo o0s neurofilamentos
(80,81,82,83), marcadores inflamatérios (84,85,86,87), marcadores metabdlicos
(88,89,90) e a cisteina (91,92,93). Mas nenhum deles mostrou especificidade e

sensibilidade para tornar-se uma ferramenta diagndstica ou progndéstica.
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1.1.5 - MicroRNAs

Os MicroRNAs (miRNAs) tém sido apontados como potenciais
biomarcadores em varias enfermidades (94). Eles sao pequenos RNAs nao
codificantes que possuem de 18 a 24 nucleotideos e sao considerados um dos mais
importantes reguladores da expressao génica péds-transcricional (95,96,97).
Aproximadamente 60% de todos os genes codificadores de proteinas sao regulados
por miRNAs (98).

Ambros et al. (99) descreveram, em 1993, o gene lin-4 responsavel por
alteracées no desenvolvimento larval de Caenorhabditis elegans e verificaram que
esse gene possuia transcritos de 22nt e que nao codificava proteina alguma, além de
estar numa regiao intrébnica do genoma do animal. Posteriormente, demonstraram,
que o transcrito de 22nt pareava por complementaridade com a regiao 3’ nao traduzida
(3'UTR) do gene lin-14 e regulava de forma negativa a expresséo deste gene (100).

Em 2000, o miRNA let-7 foi clonado em C. elegans (101) e demonstraram-se
as mesmas caracteristicas de parear-se a regido 3’UTR de outro gene, o lin-41 e de
inibir sua traducéo. A sequéncia do let-7 se mostrou altamente conservada na maioria
dos organismos (102). A partir de entdo os miRNAs foram descritos de insetos a
mamiferos (98, 103, 104, 105). Atualmente, o banco de dados de sequéncias de
microRNAs, miRBase (http://www.mirbase.org/versdo 21), contém mais de 30.000
sequéncias maduras distintas de microRNAs entre vertebrados, invertebrados,
plantas e virus, totalizando mais de 200 espécies.

Os miRNAs atuam de forma preferencialmente negativa na expressao
génica através de ligacao altamente especifica a regidao 3’ ndo traduzida (3° UTR)
complementar ao RNA mensageiro (RNAm) alvo. A perfeita complementariedade
entre o miRNA e o RNAm alvo resulta no silenciamento génico pela degradacao do
RNAmM, enquanto que o imperfeito pareamento resulta na repressao da traducéao o que
ocorre na maior parte dos casos. Essas moléculas sao tecido-especificas e agem de
forma temporal e espacialmente regulada durante o desenvolvimento. Predi¢coes
computacionais sugerem que cada miRNA pode atuar em até 200 transcritos e um
RNAm pode ser regulado por milhares de miRNA (106,107).

Os miRNAs sao formados a partir da transcricdo do gene de miRNA (Figura
1), que leva a formacéo do pri-miRNA. Este recebe a adicdo da estrutura cap e da
cauda poliA (108). Em seguida o pri-miRNA é processado pela RNAse Ill Drosha,
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formando uma estrutura em formato de hairpin com um tamanho aproximado de 60-
70 nucleotideos chamado de pré-miRNA (106). O pré-RNA é transportado, com auxilio
da enzima transportina 5 (108), do nucleo para o citoplasma onde € submetido a um
segundo processamento realizado pela enzima Dicer (outra RNAse Ill) que remove a
alca da estrutura hairpin e forma um miRNA dupla fita. O duplex é entdo separado e
uma das fitas sera selecionada como miRNA maduro e fara parte do complexo RISC
(RNA-induced silencing complex), enquanto a fita complementar serd removida e
degradada (106).

Nucleus pre-miRNA Cytosol

?>

ek S &

MFMFAF

miRNA gene

-

Translational repression mRNA cleavage

Figura 1 - Biogénese e modo de acao dos miRNAs: transcricio do gene Mir gerando o pri-
microRNA com estrutura secundaria em hairpin; formacao do pré-microRNA através da clivagem do
pri-microRNA pela DROSHA ; transporte do pré-microRNA pela exportina-5 para o citoplasma; o pré-
miRNA é processasdo pela enzima Dicer que remove a alga da estrutura hairpin e forma um miRNA
duplex ; o duplex é separado e uma das fitas sera selecionada como miRNA maduro e se ligara ao
complexo RISC; o miRNA ligado ao complexo RISC se ligara ao mRNA. A perfeita
complementaridade entre o microRNA e o RNAm alvo resulta em degradagdo do RNAm, enquanto
gue o imperfeito pareamento resulta na repressao da traducao. Adaptado de Schratt G. MicroRNAs
at the synapse. Nat Rev Neurosci. 2009 Dec;10(12):842-9 (110).

Os miRNAs sao reguladores finos de varios processos biol6gicos com perfil
de expressao tecido e tempo-especificos, regulando fungées como controle do
desenvolvimento, diferenciacao celular, apoptose, proliferagdo celular e
organogénese (104,109). Quando encontrados em fluidos extracelulares como
plasma sanguineo, soro, urina, saliva, sémen e liquido cefalorraquidiano sao
chamados miRNAS circulantes (111,112,113). Estes tém sido apontados como
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potenciais biomarcadores nao-invasivos para diagnostico e progndstico de doengas.
Sao considerados altamente estaveis nos fluidos corporais, pois se apresentam em
formas que garantem sua protecao contra a agdo da RNAses, tais como exosomas,
corpos apoptéticos, microvesiculas (onde estdo encapsulados), complexos com
proteinas da familia AGO e associados a fragdes de lipoproteinas de alta densidade
(HDL) (114,115) (Figura 2).

111111 Multivesicular bodies
Ty 4 N 8) 4
\_/ —JMMIHL_MC < 1mmmm mmw —————> e
mRNA target mMiRNA ““m“ﬂm“]
0 b
"
A aute-2 : ' ' \
A rgonaute B o ) C “““mﬁﬂ“ D .
@ e i
Ay ml
\¥
Protein complex Lipoproteins Microvesicles Exosomes

Figura 2 - Mecanismos de liberacao celular e sistemas extracelulares de transporte de
microRNAs. Os microRNAs circulantes podem ser protegidas e liberados nos fluidos corporais de
quatro maneiras: A) em complexos com proteina da familia AGO; B) associados a fragbes de
lipoproteinas de alta densidade (HDL); C) em microvesiculas e, D) dentro de exosomas. Adaptado de
Guay C and Regazzi R. Circulating microRNAs as novel biomarkers for diabetes mellitus. Nat Rev
Endocrinol. 2013 Sep;9(9):513-21(115).

Os primeiros relatos do papel de miRNAs circulantes como biomarcadores
diagnésticos e prognésticos foram em neoplasias (116,117). Posteriormente, foram
publicados estudos de miRNAS em doencas do SNC como Doenga de Alzheimer,
Doenca de Parkinson, Esclerose Mdltipla, Doenca de Huntington e Atrofia de Multiplos
Sistemas (118,119,120,121,122).

De Felice et al (123) estudaram miRNAS, em diferentes tecidos, de pacientes
com ELA e controles saudaveis e encontraram o miR-338-3p hiperexpresso nos
leucécitos, soro, liquor e tecido da medula espinhal dos pacientes em relacao aos
controles. Houve ainda aumento da expressdao do miR-338-3p nos leucocitos dos
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pacientes, no acompanhamento em diferentes fases da doencga, e ao comparar os
niveis de miR-338-3p nos leucdcitos de pacientes com ELA em relagao a pacientes
com outras doencgas neurodegenerativas (Doenca de Alzheimer, Doenga de Parkinson
e Doenga de Huntington).

Toivonen et al (124) estudaram a expressdao de miRNAS em musculo
esquelético do modelo murino transgénico de ELA (camundongo SOD1-G93A). Entre
os miRNAs alterados nas diversas idades, géneros e grupos musculares, o miR-206
foi 0 Unico consistentemente alterado durante o curso da doenca e também se mostrou
aumentado na circulacdo dos animais sintomaticos e em um grupo de 12 pacientes
com ELA.

1.1.6 - Justificativa

Diante do exposto, percebe-se que ha diversos aspectos ligados a
fisiopatologia e etiologia da ELA que dificultam tanto o diagnéstico quanto o tratamento

dos pacientes.

Os miRNAs com suas caracteristicas de expressao tecido e tempo-especificos
(103,109) e de estabilidade nos fluidos corporais (114,115) podem ser uma ferramenta
precisa e acessivel na pratica clinica para diminuir o tempo de diagnéstico e inicio do
tratamento e também para avaliar o prognéstico. A identificacdo mais precoce dos
pacientes também é importante para realizacdo de estudos clinicos que terdo
pacientes com menos tempo de doenga, e consequente menor lesdo neuronal, o que

aumenta a chance de desenvolvimento de novas drogas mais eficazes.

Em relagédo ao cenario brasileiro, existem diferencas notaveis em comparagdo com
as séries norte-americanas e europeias, provavelmente justificadas pela origem étnica
multirracial da populacdo que descende de caucasianos, amerindios, asiaticos e
africanos (125). Por exemplo, o perfil genético da ELAf em nosso meio parece ser
distinto, com baixa frequéncia de mutagdo nos genes SOD1 e C9orf72 e maior
presenga da mutagéo no gene VAPB (27,44,126). Além disso, a idade de inicio nos
pacientes brasileiros é inferior, em média uma década a menos (126,127). Desta
forma, estudos clinicos e genéticos em coortes nacionais sao necessarios para

avancar no manejo de nossos pacientes com ELA.
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Com o intuito de contribuir na busca por um marcador diagnostico e prognostico
e de melhor conhecer a genética ligada a ELA no Brasil, utilizamos ferramentas de
biologia molecular para estudar miRNAS e o gene da Ataxina 2 em coortes brasileiras.
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2 - Objetivos

2.1 - Objetivos Gerais
Investigar um marcador diagnéstico e prognéstico para ELA e melhor

conhecer a genética ligada a ELA no Brasil

2.2 - Objetivos Especificos

Objetivos relacionados ao trabalho apresentado no
capitulo 1 (miRNAs)

e Investigar o perfil de expressdo dos miRNAS em musculo e plasma de
pacientes com ELA

e Avaliar se a expressao plasmatica dos miRNAs se relaciona com a
progressao da doenga, utilizando parametros clinicos, em um ano de

seguimento

Objetivos relacionados ao trabalho apresentado no
capitulo 2 (Gene ATXNZ2)

e Avaliar se o alelo intermediario do gene ATXNZ confere risco aumentado
para desenvolver ELA na populagéo brasileira

e Determinar se ha um perfil clinico especifico da ELA relacionada ao gene
ATXNZ2 no Brasil
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3 - Metodologia

3.1 - Capitulo 1 — Metodologia do artigo de miRNAs

3.1.1 - Desenho do Estudo

Microarray com 847 miRNAS

Biopsia de musculo esquelético de 5 pacientes

N\

Validacao dos resultados (PCR real time)

Biopsia de musculo esquelético de 5 pacientes

N

11 microRNAs diferencialmente expressos

N\

Validacao de 3 microRNAs em amostra de plasma
(PCR real time)

(n= 39 pacientes e 39 controles)

N

Foram encontradas 3 microRNas anormalmente

expressos no plasma (miRNA 206 e 424)

N

Investigacao da correlacao da expressao dos
miRNAS 206 e 424 com parametros clinicos
(n=39 ELASs)

3.1.2 - Selecao de Sujeitos

Foram selecionados pacientes que faziam seguimento regular no ambulatério
de Doencas Neuromusculares do Hospital das Clinicas da UNICAMP entre 2012 e

2013. Todos preencheram critério para ELA definida ou provavel segundo o critério El
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Escorial revisado (64). Todos os pacientes foram submetidos a eletroneuromiografia
e preencheram os critérios eletrofisolégicos de Awaji (66). Nao foram incluidos
pacientes com acometimento exclusivo do neurénio motor superior (Esclerose Lateral
Primaria), neurénio motor inferior (Amiotrofia Muscular Progressiva) ou com
apresentacao bulbar. Todos os pacientes foram genotipados para as expansodes do
GGGGCC no gene C9orf72, mas nenhum deles apresentou resultado positivo.

3.1.3 - Analise de expressao em amostras de musculo

esquelético

Cinco pacientes (média idade de 50,6 + 14,3 anos, 3 homens) com
diagnéstico de ELA definida ou ELA provavel de acordo com os critérios de El Escorial
foram submetidos a bidpsia aberta de musculo biceps braquial. Estas amostras foram
submetidas a rotina histoloégica e coloracao enzimatica para avaliar a extensao da
desnervacao. Posteriormente, foi realizado microarray e PCR em tempo real para
avaliar a expresséo diferencial de miRNAs entre pacientes e controles. As amostras
controle de musculo biceps braquial foram provenientes de cinco pacientes
submetidos a bidpsia devido a mialgia (idade média de 40,1 + 15,1 anos, 2 homens)

com CK e histologia normais.
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3.1.4 - Analise de expressao em plasma

Foram coletadas amostras de sangue de 39 pacientes e 39 controles
saudaveis que foram utilizadas para isolar o plasma e, em seguida, para experimentos

com PCR em tempo real, conforme detalhado abaixo.

3.1.5 - Avaliacao clinica

Todos os 39 pacientes foram submetidos a avaliagao clinica detalhada na
primeira avaliagdo. Apos 6 e 12 meses da primeira visita, foi possivel avaliar
novamente 19 e 12 pacientes, respectivamente. Quinze pacientes ndao puderam
retornar por limitagdes clinicas e doze pacientes foram a ébito. Para quantificar a
gravidade da doencga em cada avaliacédo foram utilizadas a versao revisada da Escala
de Classificacao Funcional da ELA - ALSFRS (128), a Escala de Gravidade da ELA
(ALSSS) (129) e Medical Research Council (MRC) sumscore.

3.1.6 - Isolamento de RNA

Tecido: a fragdo enriquecida de miRNA foi isolada com Kit MiRNeasy (Qiagen®),
seguindo as instrucdes do fabricante. A qualidade do RNA extraido foi avaliada com
Agilent 2100 Bioanalyzer™ (Agilent®, Santa Clara, CA) e a quantidade foi

determinada usando Nanodrop ™ (Thermo Scientific®, Waltham, MA).

Plasma: o sangue periférico (4 ml) foi colocado em tubos EDTA. Em até 3 h, os tubos
foram submetidos a centrifugacdo a 515x g durante 10 min a 4°C. Em seguida,
aliquotas de 1 ml do plasma foram transferidas para tubos de 1,5 ml e centrifugadas
a 16.000 g durante 10 min a 4°C para sedimentar qualquer detrito celular restante.
Posteriormente, o sobrenadante foi transferido para novos tubos e armazenado a -
80°C. A fracao enriquecida de miRNAs foi extraida, utilizando-se o kit de isolamento
miRNA MirVana PARIS ™, de 625 pl de amostra de plasma conforme as instrucdes
do fabricante (Ambion®, Austin,TX). O volume final de eluigao foi de 35 ul de agua
sem RNase. A pureza de RNA extraido foi quantificada usando o espectrofotdmetro
NanoDrop ™ 1000.
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3.1.7 - Analise genética do Chip miRNAarray

O perfil de miRNA microarray em amostras de musculo esquelético foi
avaliado com 300 ng de pequenos RNAs enriquecidos e isolados pela plataforma
Affymetrix® GeneChip ™ miRNAarray (Santa Clara, CA, EUA, versao 1.0), que avalia
847 miRNA humanos, de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante.
Utilizamos o pacote RankProd Bioconductor para comparar a expressao de miRNA
entre as amostras de pacientes e controles, e depois a estratégia FDR para ajustar as

multiplas comparagées e o limiar de 0,05.

3.1.8 - Transcricao reversa e PCR quantitativa em tempo real

Um volume fixo de 5 pl de fragdo enriquecida de pequenos RNAs obtida da
amostra foi utilizada na reacdo de transcricdo reversa (RT). Para sintese de cada
cDNA especifico de miRNA, o miRNA foi transcrito reversamente usando o kit de
transcricao reversa de miRNa TagMan (Life Technologies ®, Foster City, CA, EUA)
em um volume de reacao de 15 ul contendo1 x tampéao RT, 0,15 yl de dNTP 100 mM,
0,19 pl de inibidor de RNase (20 unidades / ul), 1 pl de Transcriptase reversa
MultiScribe™ (50 unidades / pl) e 3 pl de cada um dos stem-loop primers de miRNA.
Usamos os seguintes primers: hsa-miR-886 (ID2193), hsa-miR-206 (MIMAT0000462,
ID510), hsa-miR-424 (MIMATO0001341, ID604) para os miRNAs candidatos
identificados em ELA e RNU48 (ID1006), hsa-miR- 16 (MIMAT0000069, ID391) e hsa-
miR-191 (MIMAT0000440, ID2299) para controles enddgenos (Life Technologies®).
A mistura foi incubada a 16°C durante 30 min, 42°C durante 30 min e 85°C por 5
minutos. Os ensaios TagMan™ (Life Technologies®) foram utilizados para a
quantificagdo de transcritos de miRNA maduros seguindo as recomendagdes do
fabricante. Os experimentos com qPCR foram realizados em triplicatas com um
volume final de 12 pl, contendo 6,25 ul de Master Mix, 0,625 ul de sonda (20 x), 1,125
Ml de agua sem RNase e 4 ul de cDNA. As condicdes de PCR foram 95°C durante 10
min e 45 ciclos de 95°C durante 15 s e 60°C para 1min, realizado em 7500
termocycler™ (Life Technologies®). Os dados foram analisados utilizando-se o
software DataAssist (Life Technologies®, versdo 3.01) que determina o ciclo de limiar
(Ct). As quantidades relativas de miRNA foram calculadas utilizando-se o método 2-
AACt apo6s a normalizacdo para RNU48 em tecido e hsa-miR-16 em amostras de
plasma.
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3.1.9 - Previsbes computacionais para alvos de miRNAs

humanos

Supostos genes alvos dos miRNAS diferencialmente expressos foram previstos
utilizando-se o algoritmo miRGen (versao2.0) (130). Para refinar a selecao, candidatos
com maior probabilidade de atuar na fisiopatologia da ELA foram pesquisados, através
da procura por palavras-chave "neurénio motor", "nervo periférico", "sinapse", "Jung¢édo
neuromuscular" e "musculo”. Além disso, buscamos na literatura por candidatos
adicionais, como os miRNAs que regulam genes envolvidos na ELA, incluindo genes
identificados como causadores de ELAf. Para refinar ainda mais a pesquisa,
utiizamos o RNAhybrid programa que também oferece predicdo de alvos de
microRNAs e que consiste em determinar o sitio de hibridizagdo mais favoravel entre
um determinado microRNA e seu possivel alvo, utilizando como parametro a
termodinamica dessa interacédo, baseado na busca dos menores valores de energia
livre minima (do inglés, minimum free energy (MFE)). Em outras palavras, quanto
menor for a MFE mais forte sera a ligagdo entre um microRNA e seu potencial alvo.
Este algoritmo também oferece a opcao de escolher a inclusao ou nao de regides de
despareamento, como a presenca de polimorfismo de Nucleotideo Simples (SNP)
dentro da regiao seed da interacdo microRNA/alvo, que possibilita visualizar a
repercussdo desse despareamento com base na MFE e suas consequéncias
provaveis para a doenca estudada (131).

3.1.10 - Analise Estatistica

Foi utilizada estatistica descritiva (média + desvio padrao e proporgdes) para
apresentar dados clinicos e demograficos de pacientes e controles. Os niveis
plasmaticos de expressdao de miRNA nao apresentaram distribuicdo normal, entao foi
realizada transformacao logaritmica desses valores, resultando em distribuicbes com
melhor simetria, assim a hipoexpressao e a hiperexpressao apresentaram intervalos
com a mesma magnitude. Em todas as analises posteriores, empregou-se valores log-
transformados de miRNA 206 e 424. O teste t de Student foi utilizado para comparar
os niveis plasmaticos de miRNA entre pacientes e controles. Posteriormente, o
método Generalized Estimating Equations (GEE) foi utilizado para investigar se os
niveis de expressao desses miRNAs estariam correlacionados com a duragédo da

doenca, idade dos pacientes e gravidade da doencga na primeira avaliacdo. A variacao
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longitudinal dos niveis plasmaticos de miRNA no grupo de pacientes foi avaliada
usando os resultados do modelo anteriormente mencionado (miRNA vs.durac¢éo). O
GEE também foi empregado para investigar se os niveis de miRNA na primeira visita
se correlacionaram com a taxa de progressao da doenga ao longo do tempo (expressa
como variacdo em ALSFRS, ALSSS e indice de soma MRC). Em todas as analises,

foram estabelecidos os limiares para p-valores< 0,05.

3.2 - Capitulo 2 — Metodologia do artigo do Gene
ATXNZ2

3.2.1 - Selecao dos Sujeitos

Foram incluidos 459 pacientes, sem parentesco, sendo 372 ELAs e 87 ELAf
e 468 controles normais. Estes pacientes foram recrutados, entre 2011 e 2017, de
seis centros de referéncia em doengas neuromusculares/ Neurogenética do Brasil:
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), Universidade de S&o Paulo —
Ribeirao Preto (USP-RP), Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG),
Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP), Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC) e Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN). O
diagnéstico foi realizado em cada Universidade por neurologistas especializados em
doencas neuromusculares, segundo o critério El Escorial revisado (64). Somente
pacientes que preencheram os critérios para ELA definida ou provavel foram incluidos
no estudo. Foram obtidos dados sobre a idade de inicio da doenca e das principais
caracteristicas fenotipicas dos mesmos.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Unicamp e um
consentimento informado, por escrito, foi obtido de todos os pacientes.

3.2.2 - Estudo Molecular

O DNA gendmico (DNAg) foi extraido de linfocitos de sangue periférico
seguindo técnicas padronizadas (132). Realizamos reacdes em cadeia da polimerase
(PCR) para determinar o comprimento dos alelos normais e expandidos no exon 1 do
gene ATXNZ2. O volume final para cada ensaio foi 10ul: 50ng de DNAg; 125mM de
cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); 2,5 pmol de cada primer; Tris-HCI 20mM;
MgCI2 1,75mM; KCI 50mM e 1,5 Unidades de TagDNA polimerase. Os produtos de
PCR foram resolvidos usando eletroforese capilar no sequienciador ABI 3500 xI
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(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). O comprimento das repeticdes (CAG) foi
determinado por comparagcao com marcadores padrdes (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). Para verificar se os comprimentos de repeticdo CAG foram medidos
corretamente, foram desenhados primers que flanqueiam o exon 1 do gene ATXN2 e
em seguida, realizado o0 sequenciamento da regido em um subconjunto de 15
amostras para aferir o tamanho do segmento expandido. O comprimento de repeticao
estimado (CAG) foi entdo comparado usando ambos os métodos.

3.2.3 - Analise Estatistica

Foi utilizada estatistica descritiva para caracterizar o perfil demografico e
clinico dos pacientes. Posteriormente, teste Qui-quadrado foi utilizado para comparar
a frequéncia de expansodes intermediarias do gene ATXNZ entre pacientes com ELA
e controles. Um modelo de regresséo logistica foi empregado para determinar o risco
associado a presenca desta variante. Os pacientes com expansées intermediarias
foram entdo comparados com aqueles sem expansdes em termos de parametros
clinicos e demograficos usando o teste t de Student. Todas as analises foram

realizadas no software SYSTAT v12.0 e niveis de significancia definidos em p <0,05.
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4 - Resultados

Capitulo 1 — artigo de miRNAS (133)

Resumo dos Resultados

Foram obtidas bidpsias de musculo esquelético de cinco pacientes com ELA
(trés mulheres e dois homens com média de idade de 50,6 anos). A andlise
histol6gica revelou em todas as amostras desnervacao ativa e cronica expressa por
agrupamento de fibras, fibras atroficas anguladas e nucleos internos proeminentes.

A analise de microarray de tecido musculo esquelético identificou 11 microRNas
diferencialmente expressos: miR-424, miR-503, miR- 886-3p, miR-542-5p, miR-
34a, miR-886-5p, miR- 146b-5p, miR-504, miR-21, miR-214 and miR-183. miR424,
miR-214 e miR-206 foram validados por gPCR em amostras de musculo (p< 0,005).
No plasma, apenas o miR-424 e miR-206 apresentaram-se significativamente
hiperexpressos em pacientes com ELA.

Em seguida, avaliamos se a expressao plasmatica de miR-206 e miR-424 estava
correlacionado com parametros clinicos (idade, duracéo da doenca e gravidade da
doenca) no inicio do estudo. Nestas analises, a unica variavel significativamente
associada aos niveis plasmaticos de hsa-miR-424 em pacientes foi a idade (p =
0,0049). Nenhuma variavel apresentou correlagéo significativa com niveis de miR-
206.

Nao houve alteragao significativa ao longo do tempo nos niveis de miR-206 e
hsa-miR-424 ap6s 6 e 12 meses de acompanhamento. Apesar disso, 0s niveis
séricos basais mais elevados de ambos miRNAs foram preditivos de uma mudanca
mais lenta na pontuacédo da soma do MRC.
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Introduction: Skeletal muscle microRNAs (miRNAs) are potential candidate biomarkers for amyotrophic lateral
sclerosis (ALS) that deserve further investigation.

Objectives: To identify miRNAs abnormally expressed in the skeletal muscle and plasma of patients with ALS, and
to correlate them with parameters of disease progression.

Methods: Expression profile of miRNAs in muscle was evaluated using an array platform. Subsequently we
assessed the plasmatic expression of candidate miRNAs in a set of 39 patients/39 controls. We employed gener-
alized estimating equations to investigate correlations with clinical data.

Results: We identified 11 miRNAs differentially expressed in the muscle of ALS patients; of these, miR424, miR-
214 and miR-206 were validated by qPCR in muscle samples. In plasma, we found only miR-424 and miR 206

Motor neuron to be overexpressed. Baseline expression of miR-424 and 206 correlated with clinical deterioration over time.
Prognosis Conclusion: MiR-424 and miR-206 are potential prognostic markers for ALS.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction Some studies investigated the role of miRNAs in amyotrophic lateral

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is the prototypical motor neuron
disease and the 3rd most frequent neurodegenerative disorder in adults
[1]. The disease is characterized by progressive skeletal muscle weak-
ness and atrophy that culminate in fatal respiratory paralysis within
3-5 years of disease onset [2]. There is no diagnostic test for ALS, and di-
agnosis still depends on clinical assessments [3]. This limitation results
in a diagnostic delay of one year on average. In this setting, biomarkers
are urgently needed to ease the specific diagnosis of ALS diagnosis and
to help establish prognosis early in the disease course as well as to act
as outcome measures in upcoming clinical trials [4].

MicroRNAs (miRNAs) are small molecules that can influence
posttranscriptionally gene expression of a variety of transcript targets,
and can be released into the circulation by normal and pathologically af-
fected tissues [4]. Because miRNAs are stable in plasma and serum, they
are promising potential biomarkers and have been extensively studied
in several human illnesses, such as cancer [5], Alzheimer's disease [6-
8], Parkinson's disease [9], multiple sclerosis [10], Huntington's disease
[11] and multiple system atrophy [12].
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sclerosis. Most of them employed animal models of the disease and
identified abnormal expression of miRNAs involved with skeletal mus-
cle integrity [13-15]. However, there are few studies involving patients
with ALS, and most of them focused on miRNA expression in tissue sam-
ples from deceased patients [4,15]. In two previous studies using serum
samples of living patients, miRNA-206 and 338-3p were proposed as
potential biomarkers for the disease [ 15-16]. However, some important
issues were not properly addressed in these studies, such as the correla-
tion with clinical parameters and longitudinal assessment.

Therefore, we designed the present study to investigate the expres-
sion profile of miRNAs in skeletal muscle and plasma of a representative
cohort of patients with ALS. In addition, we assessed whether plasma
expression of miRNAs differentially expressed in patients could be relat-
ed to disease progression. To accomplish that, we correlated expression
data with clinical parameters of disease progression over 1 year of fol-
low-up.

2. Methods
2.1. Study design

We summarized the different steps of the study design in Fig. 1.
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2.2. Subjects’ selection and protocol approvals

We enrolled patients with definite and probable ALS according to El
Escorial criteria regularly followed at the Neuromuscular Outpatient
Clinic at UNICAMP hospital between 2012 and 2013 [3]. Every patient
underwent a comprehensive nerve conduction/EMG evaluation and ful-
filled the Awaji neurophysiological criteria [17]. We did not include pa-
tients with exclusive upper (i.e., primary lateral sclerosis) or lower
motor neuron (i.e., progressive muscular atrophy, flail syndromes) in-
volvement, or with bulbar presentation. All patients were genotyped
for GGGGCC expansions at the gene C90rf72 but none of them tested
positive.

Subjects with concomitant unrelated neurological diseases were ex-
cluded as well. We also selected a group of age and gender matched
healthy subjects to be used as a control group.

This study was approved by our institution Ethics Committee and a
written informed consent was obtained from all participants prior to
any study-related procedure.

2.2.1. Expression analyses in skeletal muscle samples

We performed open biopsies of biceps brachii muscle of 5 patients
with definite and probable ALS according to El Escorial criteria (mean
age of 50.6 4 14.3 years, 3 men). In all patients, the force of the biopsied
muscle was graded as 4/5 (MRC scale). At the time of biopsy, patients
were moderately disabled (mean ALSFRS score of 25, range 21-28),
but had preserved respiratory function (forced vital capacity >70% of
predicted). None of them had family history of motor neuron disease,
and screening for GGGGCC expansions at the C9orf72 gene proved neg-
ative in all 5 subjects. These samples underwent routine histological and
enzymatic staining to assess the extent of denervation. They were then
used in microarray and real-time PCR experiments to assess the differ-
ential expression of miRNAs between patients and controls (described
below). These control samples of skeletal muscle came from five
matched subjects that underwent biceps brachii biopsy for clinical in-
vestigation (mean age of 40.1 £ 15.1 years, 2 men). These individuals
presented myalgia as the sole complaint (without weakness) without
laboratorial abnormalities (normal CK levels) and entirely normal his-
tology (seen by a board-certified neuropathologist).

Discoveryset(using microarray with 847
miRNAs)

Skeletal muscle biopsies of ALS patients (n=5)

N

2.2.2. Expression analyses in plasma

We collected blood samples from 39 patients and 39 healthy con-
trols. These were used for plasma isolation and then for real time PCR
experiments, as detailed below.

2.3. Clinical evaluation

All 39 patients underwent detailed clinical evaluation at baseline.
After 6 and 12 months, we were able to reassess 19 and 12 patients, re-
spectively. The remaining patients were lost to follow-up (n = 15) or
died (n = 12). We employed the revised version of the ALS functional
rating scale [18], ALS severity scale (ALSSS) [19] and Medical Research
Council (MRC) sumscore to quantify disease severity at each point in
time.

24. Laboratorial procedures and in silico analysis

24.1. RNA isolation

Tissue: MiRNAs enriched fraction was isolated with miRNeasy Kit
(Qiagen®), following the manufacturer instructions. The extracted
RNA was assessed for quality with Agilent 2100 Bioanalyzer™
(Agilent®, Santa Clara, CA) and quantity was determined using
Nanodrop™ (Thermo Scientific®, Waltham, MA).

Plasma: Peripheral blood (4 ml) was drawn into EDTA tubes. Within
3 h, the tubes were subjected to centrifugation at 515 x g for 10 min, 4 °
C. Next, 1 ml aliquots of the plasma were transferred to 1.5 ml tubes and
centrifuged at 16,000 g for 10 min, 4 °C to pellet any remaining cellular
debris. Subsequently, the supernatant was transferred to fresh tubes
and stored at —80 °C. Small RNA enriched fraction was extracted
using the mirVana PARIS™ miRNA isolation kit from 625 pl of plasma
sample following the manufacturer's instructions (Ambion®, Austin,
TX). The final elution volume was 35 pl RNase-free water. The purity
of extracted RNA was quantified using NanoDrop™ 1000
Spectrophotometer.

24.2. Gene Chip miRNAarray analysis

MiRNA microarray profiling in skeletal muscle samples was assessed
with 300 ng of isolated enriched small RNA by Affymetrix® GeneChip™
platform miRNA array (Santa Clara, CA, USA, version 1.0), which

Validation of results (using real time PCR)
Skeletal muscle biopsies of ALS patients (n=5)

N

11 miRNAs found with abnormal expression

N\

Validation of 3 miRNAs in plasma samples (using
realtime PCR)

(n=39ALSvs 39 controls)

N

2miRNAs foundto have abnormal expressionin
plasma (miRNA-206 e 424)

N

Investigation of the correlation of miRNA 206 and 424
expressionwith clinical parameters

(n=39ALS)

Fig. 1. Design of the study: Discovery phase done with a microRNA array in muscle tissue (n = 5), followed by validation in muscle and plasma (n = 39) and correlation with clinical

parameters (n = 39).
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interrogates a total of 847 human miRNAs, according to the manufactur-
er recommended protocol. We used the RankProd Bioconductor pack-
age to compare the miRNA expression between ALS and control
samples, using the FDR strategy to adjust for multiple comparisons
and the threshold of 0.05.

2.4.3. Choice of candidate miRNAs for plasma analyses

MiRNAs were considered differentially expressed when the Fold
Change (FC) was greater than the absolute value of 2 and FDR-corrected
p < 0.05. From the 11 differentially expressed miRNAs identified in the
skeletal muscle of patients with ALS, we selected three (hsa-miR-424,
hsa-miR-214 and hsa-miR-886-5p) to further evaluate in plasma sam-
ples. These 3 were chosen after careful search at the Diana database
(http://diana.cslab.ece.ntua.gr/microT/), which evaluates miRNA tar-
gets. Within this database, we selected miRNAs that are likely to modu-
late expression of genes involved with the development, maintenance
and functioning of skeletal muscle, synapse and peripheral nerve. In ad-
dition, we included hsa-miR-206 in these analyses, because it was pre-
viously reported as abnormally expressed in patients with ALS [16].

2.4.4. Reverse transcription and quantitative real-time PCR

A fixed volume of 5 pl of small RNA enriched fraction obtained of a
given sample was used as an input into a reverse transcription (RT) re-
action. For synthesis of each miRNA-specific cDNA, miRNA was reverse
transcribed using TagMan miRNA reverse transcription kit (Life Tech-
nologies®, Foster City, CA, USA) in a 15 pl reaction volume containing
1x RT buffer, 0.15 pl of 100 mM dNTPs, 0.19 ul of RNase inhibitor
(20 units/ul), 1w of MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 units/ul)
and 3 ul of each of the miRNA specific stem-loop primers. We used the
following  primers:  hsa-miR-886  (ID2193), hsa-miR-206
(MIMATO0000462, ID510), hsa-miR-424 (MIMAT0001341, ID604) for
the candidate miRNAs identified in ALS and RNU48 (ID1006), hsa-
miR-16 (MIMAT0000069, ID391) and hsa-miR-191(MIMAT0000440,
1D2299) for endogenous controls (Life Technologies®). The mixture
was incubated at 16 °C for 30 min, 42 °C for 30 min and 85 °C for
5 min. We used the TagMan™ ( Life Technologies®) assays for the quan-
tification of mature miRNA transcripts following the manufacturer rec-
ommendations. qPCR experiments were performed in triplicate in a
final volume of 12 pl, containing 6.25 pl Master Mix, 0.625 pl probe
(20x), 1.125 pl of RNase-free water and 4 pl cDNA. PCR conditions
were 95 °C for 10 min, and 45 cycles of 95 °C for 15 s and 60 °C for
1 min, carried out in 7500 thermocycler™ (Life Technologies®). We an-
alyzed the data using the DataAssist software (Life Technologies®, ver-
sion 3.01), determining the threshold cycle (Ct). Relative quantities of
miRNA were calculated using the 2724 method after normalization
to the RNU48 in tissue and hsa-miR-16 in plasma samples.

2.5. Computational predictions for human miRNA targets

Putative target genes of differentially expressed miRNAs were pre-
dicted using the miRGen algorithm (version2.0) [20]. To refine the se-
lection, we looked at the candidates more likely to be involved in ALS,
searching for the keywords “motor neuron”, “peripheral nerve”, “synap-
se”, “neuromuscular junction” and “muscle”. In addition, we searched

the literature for additional candidates, such as miRNAs believed to

Table 1

regulate genes involved in ALS, including causative genes identified in
familial ALS. To further refine the search, we used the RNAhybrid [21],
searching for the lowest values of minimal free energy (MFE) and
miRNA:SNP interactions.

3. Statistical analysis

Clinical and demographic data of patients and controls are presented
with descriptive statistics (mean + standard deviation and propor-
tions). Plasma miRNA expression levels did not present a normal distri-
bution, so we performed a logarithmic transformation of these values,
resulting in distributions with better symmetry, given that at this
point under-expression and over-expression are represented by inter-
vals of same magnitude. In all further analyses, we employed log-trans-
formed values of miRNA 206 and 424. We used a 2 sample t-test to
compare plasmatic miRNA levels between patients and controls; be-
cause data on controls are available only at one timepoint, the t-test,
generalized linear models (GLM) and generalized estimating equations
(GEE) provide equivalent results. Afterwards, we used GEE to investi-
gate whether or not the expression levels of these miRNAs correlated
with disease duration, age and disease severity at baseline. Longitudinal
change of plasma miRNA levels within the patient group was evaluated
using the results of the aforementioned (miRNA vs. duration) model.
We also employed GEE to investigate whether miRNA levels at baseline
correlated with the rate of disease progression over time (expressed as
variation in ALSFRS, ALSSS and MRC sum score). In all analyses, we set
the thresholds for p-values to 0.05.

4. Results

Skeletal muscle biopsies were obtained from five patients with ALS
(three women and two men with a mean age of 50.6 years). In all
these samples, histological analyses revealed active and chronic dener-
vation expressed by fiber type grouping, angulated atrophic fibers and
prominent internal nuclei. Clinical and demographic data of the 39 pa-
tients and 39 controls that underwent miRNA analyses in plasma are de-
tailed in Table 1.

Microarray analyses identified 11 differentially expressed miRNAs in
the skeletal muscle of ALS patients: hsa-miR-424, hsa-miR-503, hsa-
miR-886-3p, hsa-miR-542-5p, hsa-miR-34a, hsa-miR-886-5p, hsa-
miR-146b-5p, hsa-miR-504, hsa-miR-21, hsa-miR-214 and hsa-miR-
183 (Fig. 2). Hsa-miR424, hsa-miR-214 and hsa-miR-206 were validat-
ed by qPCR in muscle samples (p < 0.05 for all - Supplemental Fig. 1). In
plasma, we found that only hsa-miR-424 and hsa-miR-206 were signif-
icantly overexpressed in patients with ALS (Fig. 3).

Abnormal expression of hsa-miR-206 has been previously described
in human and experimental ALS, and target genes already identified
(please refer to the discussion section for further comments). Regarding
hsa-miR-424, we identified some potential gene targets through in
silico analyses. According to the http://diana.cslab.ece.ntua.gr/microT/
database, hsa-miR-424 is predicted to modulate the expression of
genes involved with axonal transport within motor neurons (KIF1b)
and genes that encode several sarcolemmal and sarcomeric proteins
(TPM2, MYL1, MYH7B). Some of these targets were already validated ex-
perimentally, such as TPM2 (mirtarbase). Using other platforms

Clinical and demographic data of the 39 patients with spinal onset ALS and 39 controls that underwent miRNA analyses in plasma.

Characteristics Baseline (n = 39)

6 month follow-up (n = 19)

12 month follow-up (n = 12) Controls (n = 39)

Age (mean 4+ SD, years) 522 + 105 524 +10.2
Gender (M/F) 20/19 9/10

Age at onset (mean + SD, years) 49.9 + 10.55 489 + 103
Disease duration (mean + SD, months) 26.7 +£ 219 41.6 + 27.7
ALSFRS score (mean = SD) 275+ 96 2234114
ALSSS score (mean + SD) 244 +7.7 213 + 8.1
MRC score (mean + SD) 57.8 +£282 485+ 296

509 +11.0
6/5

46.8 +11.2
49.2 +28.7
247 +£11.8
227 +£89
46.5 +25.3

526 +10.8
24/15
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FC p-value (FDR)
hsa-miR-504_st 243 <106
hsa-miR-183_st 5
hsa-miR-21_st 333 3.2x 105
hsa-miR-214-star_st 2.19 38 x10°
hsa-miR-146b-5p_st 4.30 1.1x10¢
hsa-miR-34a_st 212 38 x10°8
hsa-miR-542-5p_st  2.12 <10
hsa-miR-424-star_st 455 <10®
hsa-miR-503_st 559 <10%
hsa-miR-886-3p_st 4.05 <10®
hsa-miR-886-5p_st  3.69 <10%

3.15 <10®

Fig. 2. Hierarchical clustering showing the 11 miRNAs found to be differentially expressed in skeletal muscle of patients with ALS (E) in comparison with controls (C). Red: up-regulated
miRNAs; green: down-regulated miRNAs; black: no change. Only those miRNAs that presented a Fold Change (FC) greater than the absolute value of 2 and FDR-corrected p-value < 0.05
are shown. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

(RNHybrid and MIRgen), we identified the VAPB (vesicle-associated
membrane protein-associated protein B) gene to be another probable
target for hsa-miR-424.

We then assessed whether plasma expression of hsa-miR-206 and
hsa-miR-424 is correlated with clinical parameters (age, disease dura-
tion and disease severity) at baseline. In these models, the only variable
significantly associated with plasmatic hsa-miR-424 levels in patients
was age (p = 0.0049). No variable presented significant correlations
with hsa-miR-206 levels.

There was no significant change over time in the levels of hsa-miR-
206 and hsa-miR-424 after 6 and 12 months of follow-up. We then
stratified patients in two groups: A) mild/early cases (ALSFRS at base-
line >24); B) severe/late cases (ALSFRS at baseline <25), and attempted
to compare the longitudinal course of the microRNAs in each group.
There was no between-group significant difference in terms of plasma
expression change (Table 2).

Despite that, we found that higher baseline serum levels of both
miRNAs predicted slower change in the MRC sum score (Fig. 4).

5. Discussion

In this study, we have identified 11 differentially expressed miRNAs
in the muscle samples using a “wide net” panel approach. From these,
hsa-miR-424 had increased plasma expression. In this array-based anal-
ysis, hsa-miR-206 muscle expression was actually higher in the ALS
group (FC = 2.52), but it did not survive the FDR correction
(p > 0.05). Despite that, we pursued the investigation of this microRNA
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in plasma because of previous reports [16] and indeed found it to be re-
markably overexpressed in plasma.

Hsa-miR-206 is a skeletal muscle-specific miRNA in humans that in-
fluences the formation of new NM]Js following nerve injury and there-
fore plays an important role in the reinnervation of denervated
muscles [15]. Hsa-miR-206 expression is controlled by myogenic regu-
latory transcription factors including myogenin and MyoD that are
also upregulated by denervation [16]. In transgenic SOD1 G93A mice
knocked-out for the hsa-miR-206 gene, there was delayed and incom-
plete muscular reinnervation in comparison to those animals that
expressed hsa-miR-206 [15]. These experimental results suggest that
hsa-miR-206 overexpression might be protective for the disease. In
line with that, we have found that higher plasma levels of this miRNA
at baseline predicted slower clinical deterioration over 12 months.

Hsa-miR-206 was overexpressed both in plasma and skeletal muscle
of patients with ALS, but overexpression was not progressive over 6 and
12 months of follow-up. Although this might seem counterintuitive, we
believe it might be explained by the behavior of hsa-miR-206 expres-
sion during the course of the disease. We hypothesize that hsa-miR-
206 expression increases early in the disease course, reaches a plateau
and then begins to fall. This occurs in parallel to the loss of skeletal mus-
cle in the disease, which is the tissue where hsa-miR-206 is
overexpressed. This hypothesis is supported by experimental data
from Toivonen et al. that found a progressive increase in the plasmatic
expression of hsa-miR-206 in G93A-SOD1 transgenic mice up to
120 days of life when it began to fall (terminal illness phase). When
we look carefully at the clinical profile of our cohort in the baseline,
there were patients with severe and long-standing disease mixed with

.3/ P<0.001

Plasma hsa-miR-424 (log-RQ)
o
T
1

0.486]:1.028 -0.67'{11.217
1 2

Fig. 3. Box and whiskers plot showing plasma expression of hsa-miR-206 (A) and hsa-miR-424 (B) in patients with ALS (group 1) and healthy controls (group 2). Results are shown as log-

transformed values of RQ.
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Table 2
Plasma expression longitudinal change of hsa-miR206 and 424 stratified for disease stage
at baseline.

Mild group Severe group p-value
Delta logRQ-hsa-miR206 0.692 + 1.415 —0.211 + 1.498 0.212
Delta logRQ-hsa-miR424 0.580 + 0.823 0.162 + 1.467 0.438

Delta = Measurement at T2 — Measurement at T1.

recently diagnosed patients. It is thus possible that lumping all these
subjects together for longitudinal analyses might have biased our re-
sults. Results shown in Table 2 are actually in line with that. Although
not significant, they suggest that plasma expression of hsa-miR206 in-
creases in the mild/early group, but actually decreases in the late/severe
group. Regarding hsa-miR424, both groups had increased values, but in
the mild group the effect was almost 3 times higher than in the severe
group.

We found hsa-miR-424 to be overexpressed in the plasma and skel-
etal muscle of patients with ALS. On clinical grounds, hsa-miR-424 plas-
ma levels at baseline also correlated inversely with disease progression.
There are few studies that implicated this miRNA in neurological dis-
eases, but none in the ALS [22-26]. The current study was not specifical-
ly designed to investigate the molecular mechanisms that link hsa-
miR424 and ALS. However, in silico analyses provided interesting infor-
mation about the possible role of hsa-miR-424 in ALS, and this might
generate hypotheses to be tested in future studies. Using different data-
bases and prediction algorithms, we identified a set of genes that are
probable targets for this microRNA, These include genes involved with
axonal transport within motor neurons (KIF1b) and genes that encode
several sarcolemmal and sarcomeric proteins (TPM2, MYL1, MYH7B).
Recently, the gene target TPM2 was validated in experiments that
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employed a NGS-based approach [27]. However, the most appealing
candidate is VAPB; mutations in this gene cause familial ALS type 8.
Using three different softwares (RNHybrid, miRdb and MIRgen), we
identified a binding site for hsa-miR-424 at the 3'UTR of VAPB. These re-
sults indeed suggest that hsa-miR-424 might down regulate the expres-
sion of VAPB. This phenomenon also appears to take place in patients
with ALS type 8 [28]. Further experimental studies should be performed
to confirm this possible relevant interaction between VAPB and hsa-
miR-424,

Our findings correlating plasma microRNA levels and clinical deteri-
oration in patients with ALS are especially relevant, since the most sig-
nificant association was found with MRC sum score, rather than
ALSFRS and ALSSS. MRC sum score is a direct measure of the strength
of the patients (mostly related to lower motor neuron integrity), and
not a functional scale such as ALSFRS and ALSSS. Therefore, it is reason-
able to assume that it really correlates better with the expression level
of skeletal muscle microRNAs. Therefore, it seems that both hsa-miR-
424 and hsa-miR-206 are reliable markers of lower motor neuron/skel-
etal muscle damage in patients with ALS. It would be interesting now to
evaluate these molecules in those subjects with predominant or exclu-
sive upper motor neuron signs. Perhaps, quantification of these
microRNAs would enable earlier recognition of lower motor neuron
dysfunction in these patients.

In conclusion, our results add information about microRNAs in the
context of human ALS and highlight their potential use as prognostic
markers. However, they should be viewed as promising but preliminary,
particularly because of our small sample size in the discovery phase. In
addition, we had a large drop-out rate in the follow up, so that our lon-
gitudinal results might reflect the behavior of slow progressors, but not
of fast progressors. Further studies with larger cohorts and longer fol-
low-up periods are still certainly needed. In addition, it would be

Variation of MRC sumscore
A Parameter coefficient P.value FDR-Corr
bDlsegse duration (at 054 0.065 0.155
aseline)
MRC sumscore (at baseline) 0.18 0.098 0.155
:sa—rr_nR-Z(B (log-RQ at 740 0.042 0.155
aseline)
hsamlR-424 (log-RQ at 797 0.004 0.020
baseline)
Variation of ALSFRS score
Disease duration (at
baseline) 0.05 1.39e-05 <0.001
ALSFRS score (at baseline) 0.04 0.444 1.000
hsa-miR-206 (log-RQ at
baseline) 0.09 0.942 1.000
hsa-miR-424 (log-RQ at
baseline) 0.92 0.504 1.000
Variation of ALSSS score
Disease duration (at
baseline) 1.26e-01 3.3e-05 <0.001
ALSSS score (at baseline) 2.80e-01 5.7e-12 <0.001
hsa-miR-206 (log-RQ at
baseline) 2.57e+00 0.017 0.033
hsa-miR-424 (log-RQ at
baseline) -1.03e+00 0.074 0.073
=p - &

g - ]
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Fig. 4. Results of generalized estimating equations showing the correlation of clinical deterioration over time and baseline plasmatic expression of hsa-miR-206 and 424 in patients with
ALS. (A) Table showing the coefficients and p-values for each parameter included in the models (for MRC, ALSFRS and ALSSS scores). (B/C) Schematic plots showing the predicted variation
of MRC sumscores after one year for a hypothetical patient according to the baseline levels of hsa-miR-206 (B) and hsa-miR-424 (C). These plots were obtained assuming that the values of
MRC sumscore, disease duration and the expression levels of the other miR at baseline remained stable.
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important in future studies to adjust plasma expression of muscle-spe-
cific microRNAs for individual muscle mass.
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Capitulo 2 — artigo do gene ATXNZ

Resumo dos Resultados

A maioria dos individuos incluidos neste estudo (pacientes e controles)
apresentram homozigoze com 22 ou 23 repeticOes ou heterozigoze com 22/23
repeticdes no gene ATXNZ .

Alelos intermediarios ATXNZ2 (= 26) foram detectados em 29 pacientes (6,3%)
e em 12 controles (2,56%) (p = 0,005). O comprimento médio da repeticao CAG em
pacientes e controles com alelos intermediarios foram 30 (variacao 26-34) e 28
(variagdo 27-35). A regressao logistica revelou que expansées de comprimento
intermediario (maiores que 26 repeticoes) estavam associadas a um risco aumentado
de desenvolver ELA (odds ratio = 2,56, 95% CI: 1,29 - 5,08, p = 0,005).

A maioria dos pacientes com expansdes intermedidrias apresentou ELA
classica com envolvimento combinado de neurbnios motores superiores e inferiores
(n =20/29). No entanto, também houve fenétipos com envolvimento predominante do
neurdnio motor inferior (n = 7) e do neurénio motor superior (n = 2). Um Unico paciente
apresentou deméncia associada. Ataxia clinica nao foi identificada em nenhum
paciente. Em seguida, comparamos o fendétipo clinico de pacientes com e sem
expansdes CAG. No grupo positivo para ATXN2, houve 7 dos 29 pacientes tinham
historia familiar positiva (24,1%). Em contraste, identificamos 80/430 individuos com
FALS no subgrupo ATXN2-negativo (18,6%). A proporcao de mulheres em ambos os
subgrupos de ELA foi semelhante (48% x 39%, p = 0,377). A idade de inicio também
foi semelhante nos dois grupos (ATXN2 (+): 49,2 £ 12,5 vs ATXN2 (-): 48,6 + 13,6, p
=0,804).
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Intermediate-length cytosine-adenine-guanine nucleotide repeat expansions in the ATXN2 gene (which
encodes for the protein Ataxin-2) have been linked to increased risk for amyotrophic lateral sclerosis (ALS)
in different populations. There is no such study in the Brazilian population, which has a mixed ethnic
background. We have thus selected 459 patients with ALS (372 Sporadic ALS and 87 Familial ALS) and 468
control subjects from 6 Brazilian centers to investigate this point. We performed polymerase chain reaction
to determine the length of the ATXN2 alleles. Polymerase chain reaction products were resolved using

ﬁ?;wmds" capillary electrophoresis on ABI 3500 x | capillary sequencer. We found that ATXN2 intermediate-length
ATXN2 gene expansions (larger than 26 repeats) were associated with an increased risk for ALS (odds ratio = 2.56,
Brazilian patients 95% confidence interval: 1.29—5.08, p = 0.005). Phenotype in patients with and without ATXN2 expansions
Risk factor was similar. Our findings support the hypothesis that ATXN2 plays an important role in the pathogenesis of

ALS also in the Brazilian population.
© 2018 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative dis-
ease characterized by upper and lower motor neuron damage
resulting in progressive paralysis and death (Cady et al., 2015). The
sporadic form (sporadic ALS [SALS]) accounts for 90%—95% of all
cases, and the familial form (familial ALS [FALS]) corresponds to the
remaining 5%—10% of cases (Highley et al., 2016). Despite the large
research efforts, causes or risk factors for SALS remain largely
unknown. Several genes have been related to the pathogenesis of
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FALS, such as SOD1 (Rosen et al., 1993), TARDBP (Neumann et al.,
2006), FUS (Kwiatkowski et al., 2009; Vance et al., 2009), and
C90r1f72 (DeJesus-Hernandez et al., 2011; Renton et al., 2011), which
account for a significant number of ALS cases. The contribution of
many other genes to ALS is still not fully clear because variants have
just been identified in the last few years (Soong et al., 2014).
Ataxin-2, encoded by the ATXN2 gene, is a highly conserved RNA-
binding protein that regulates mRNA splicing and translation of
genes involved in metabolism and membrane stability (Lastres-
Becker et al., 2008). The first exon of the ATXN2 gene bears the tan-
dem cytosine-adenine-guanine nucleotide (CAG) repeat sequence
that defines the polyglutamine sequence of its product (Imbert et al.,
1996). In most healthy individuals, the number of repeats is 22—23
(Lu et al., 2015). Long polyglutamine tracts, specifically expansions
longer than 34 CAG repeats at ATXN2, have been identified as the



le2 H.M. Tavares de Andrade et al. / Neurobiology of Aging xxx (2018) 1.e1—1.e4

cause of spinocerebellar ataxia type 2 (Pulst et al., 1996). Elden et al.
(2010) found that the presence of intermediate-length CAG repeats
(between 24 and 33) within the first exon of ATXN2 was a possible
risk factor for ALS in Caucasian populations. The Brazilian population
is characterized by mixed ethnic origins that include not only Cau-
casians from European descent but also Amerindians, Asians, and
people from African descent. The genetic profile of ALS in Brazil is
indeed different from European and North American cohorts, with
lower frequencies of SOD1- and C9orf72-related disease and higher
frequencies of VAPB mutations (Chadi et al.,, 2017; Nishimura et al.,
2004; Yamashita and Ando, 2015). Regarding ATXN2, there are no
previous studies assessing its role in Brazilian or Latin American
patients with ALS. Therefore, the aim of this study was to assess
whether ATXN2 intermediate alleles indeed confer an increased risk
for ALS in our population and also to determine whether there is a
specific clinical profile of ATXN2-related ALS in Brazil.

2. Methods
2.1. Subject selection

A total of 459 unrelated patients, including 372 SALS patients
and 87 FALS patients and 468 neurologically normal control sub-
jects, were included in this study. They were recruited between
2011 and 2017 from 6 neuromuscular/neurogenetic reference cen-
ters in Brazil: University of Campinas, University of Sao Paulo at
Ribeirao Preto, Federal University of Minas Gerais, Federal Univer-
sity of Sdo Paulo, Federal University of Santa Catarina, and Federal
University of Rio Grande do Norte. ALS was diagnosed in each
University Hospital by board-certified neurologists following
revised El Escorial criteria (Brooks et al., 2000). Only patients that
fulfilled criteria for definite or probable ALS were included.

We obtained data on age at disease onset and major phenotypic
characteristics of the patients.

This study was approved by our institution Ethics Committee,
and written informed consent was obtained from all participants.

2.2. Molecular studies
Genomic DNA was extracted from lymphocytes in peripheral
blood following standard techniques (Sambrook and Green et al.,

2012). We performed polymerase chain reactions (PCRs) to
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determine the length of the normal and expanded alleles at exon 1
of the ATXN2 gene. The final volume for each assay was 10 pL: 50 ng
of genomic DNA; 125 mM of each dNTP (dATP, dCTP,dGTP, dTTP);
2.5 pmol of each primer; Tris-HCl 20 mM; MgClI2 1.75 mM; KCl
50 mM; and 1.5 Units of TagDNA polymerase (Fermentas—Thermo
Fisher Scientific). We used the same primers and PCR conditions as
described by Pulst et al. (1996); the forward primer was marked
with the FAM fluorophore. PCR products were resolved using
capillary electrophoresis on ABI 3500 x 1 sequencer (Applied Bio-
systems, Foster City, CA, USA). The length of (CAG) repeats was then
determined by comparison with standard markers (GeneScan 500
LIZ) using the GeneMapper software V4.1 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). To ascertain that CAG repeat lengths were
correctly measured, we designed primers flanking exon 1 of ATXN2
and sequenced the region in a subset of 15 samples. Estimated
(CAG) repeat length was then compared using both methods.

2.3. Statistical analysis

We used descriptive statistics to characterize the demographic
and clinical profile of all patients. Afterwards, we employed % test
to compare the frequency of ATXN2 intermediate expansions be-
tween ALS patients and controls. A logistic regression model was
computed to determine the risk associated with the presence of this
variant. Patients with intermediate expansions were then
compared with those without expansions in terms of clinical and
demographic parameters using Student’s t-test. All analyses were
performed on the SYSTAT v12.0 software and significance levels set
atp < 0.05.

3. Results

Most subjects enrolled in this study (both patients and controls)
were homozygous for 22 or 23 repeats or heterozygous for 22/23
repeats at the ATXN2 gene (Fig. 1). ATXN2 intermediate alleles (>26)
were detected in 29 patients (6.3%) and in 12 controls (2.56%) (p =
0.005). Mean CAG repeat length in patients and controls harboring
intermediate alleles were 30 (range 26—34) and 28 (range 27—35).
Logistic regression revealed that intermediate-length expansions
(larger than 26 repeats) were associated with an increased risk for
ALS (odds ratio = 2.56, 95% confidence interval: 1.29-5.08, p =
0.005).

WALS (n=458)

mControk (n=468)

11 41 59 49 69 11 o1
.

29 30 31 32 33 34 35

Number of CAG Repeats

Fig. 1. Distribution of CAG repeats at ATXN2 in ALS patients and healthy controls. Twenty-nine of 459 (6.3%) ALS patients and 12 of 468 (2.5%) control subjects presented 1 allele

with intermediate-length CAG repeats. Abbreviation: ALS, amyotrophic lateral sclerosis.
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Most patients with intermediate expansions presented classical
ALS with combined upper and lower motor neuron involvement (n =
20/29). However, there were also phenotypes with predominant
lower motor neuron (n = 7) or upper motor neuron (n = 2)
involvement. One single patient presented associated dementia.
Clinical ataxia was not identified in any patient. We then compared
the clinical phenotype of patients with and without CAG expansions.
In the ATXN2-positive group, there were 7 of 29 with positive family
history (24.1%). In contrast, we identified 80/430 subjects with FALS
in the ATXN2-negative subgroup (18.6%). The proportion of women
in both ALS subgroups was similar (48% x 39%, p = 0.377). Age at
onset was also similar in both groups (ATXN2(+): 49.2 + 12.5 versus
ATXN2(—): 48.6 + 13.6, p = 0.804).

4. Discussion

In this study, we were able to show that ATXN2 intermediate
alleles are associated with an increased risk of developing ALS in
our cohort of Brazilian patients. We strongly believe that this is a
representative Brazilian sample because it included subjects from
different regions in the country (northeastern, southeastern, and
southern). From previous genetic surveys, it is clear that African
ancestry is much more relevant in northeastern Brazil, whereas in
the southern of the country there is higher Caucasian influence
(Pena et al., 2009). In further studies, it would be important to check
whether such association still holds true for subpopulations within
the country stratified for ethnic genetic background.

This major finding is in line with previous reports from Euro-
pean and North American cohorts (Elden et al.,, 2010; Lee et al.,
2011). Even the estimated risk increase (2.56x) is similar to those
reported previously (Neuenschwander et al., 2014; Wang et al,,
2014). Similar to other reports (Narain et al., 2017; Sproviero
et al., 2017), we failed to identify a specific phenotype in patients
harboring ATXN2-intermediate expansions. There were subjects
with classical ALS but also with predominant upper or lower motor
neuron involvement. These data reinforce the pleiotropy associated
to ATXN2 expansions, which have also been related to parkinsonism
and spinocerebellar ataxia type 2 (van Es et al., 2017). In future
studies, the use of advanced tools (such as neuroimaging and other
biomarkers) may be able to unravel subtle phenotypic differences
between ATXN2-positive and ATXN2-negative patients.

Ataxin 2 plays an important role in the regulation of molecular
processes like regulation of RNA stability and translation as well as
repression of deleterious accumulation of the RNA-DNA hybrid-
harboring R-loop structures (Ostrowski et al., 2017). In the context
of ALS, it interacts with other ALS-linked gene products including
C90RF72, TDP-43, and FUS in a pathway dedicated to RNA meta-
bolism inside neurons (Vucic et al., 2014). More recently, Becker
et al. (2017) showed that lowering levels of ataxin 2 markedly in-
crease lifespan and improve motor function in TDP-43 transgenic
mice. This suggests that reduction of ataxin 2 has therapeutic po-
tential for ALS and FTD. In a near future, it is possible that specific
treatments for human ATXN2-related ALS appear, so that, knowl-
edge of the genotypic status of each patient will be of paramount
importance to guide therapy.

In conclusion, our results on a genetically mixed population
from Latin America reinforce the role of ATXN2-intermediate alleles
in the pathogenesis of ALS. Further studies are still needed to
delineate in more detail the clinical and pathological phenotype of
ATXN2-related ALS.
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5 - Discussao Geral

Apesar do grande progresso obtido no conhecimento da fisiopatologia e da
genética da ELA nos ultimos anos, esta continua sendo uma doenga desafiadora
devido a falta de conhecimento preciso acerca de sua etiologia com consequente

dificuldade diagnodstica, prognéstica e sobretudo terapéutica.

Em nosso trabalho procuramos explorar ferramentas de genética molecular,
com o intuito de esclarecer aspectos relevantes sobre o ELA, especialmente no
contexto brasileiro. Em particular, tentamos contribuir com o diagndstico e prognostico
utilizando miRNAs e com a etiologia ao verificar se 0 gene ATXNZ é fator de risco para
ELA no Brasil.

ELA e miRNAs

Os miRNAs do musculo esquelético foram os miRNAs de escolha de nosso estudo
tendo em vista que o musculo é o 6érgao que sofre o dano final na doenca e é o mais
afetado durante a degeneracao, sendo sua atrofia causa direta de déficit motor. Os
miRNA musculares séo liberados diretamente na corrente sanguinea o que facilita sua
identificacdo e quantificagcdo, enquanto que os miRNAs do SNC tém o impedimento
da barreira hematoencefalica o que dificultaria sua analise. O tecido muscular também
tem a vantagem de ser de facil acesso para biépsia, o que nos permitiu ter o
paramentro de quais miRNAS alvos estavam aumentados no tecido, enquanto que
para SNC a biopsia é praticamente impeditiva.

No estudo de miRNAs, foram encontrados 11 miRNAs diferencialmente
expressos em amostras de musculo, sendo que o miRNA 424 também estava
hiperexpresso no plasma. O miRNA 206 apresentou maior expressdo no tecido
muscular no grupo de pacientes com ELA, mas ndo apresentou significancia
estatistica a correcao FDR. Apesar disto, estudamos o miRNA 206 no plasma devido
aos relatos prévios na literatura (124) e encontramos aumento significativo do miRNA
206 no plasma.

O miRNA 206 é um miRNA especifico de musculo esquelético em humanos
que influencia a formacdo de novas juncées neuromusculares ap6s uma leséo

nervosa e, portanto, desempenha um papel importante na reinervacao de musculos
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desnervados (134). A expressdo do miRNA 206 é controlada por fatores de
transcricdo miogenéticos regulatérios incluindo myogenina e MyoD que também estéao
hiperexpressos na desnervacao (124). Em ratos transgénicos SOD1 G93A
nocauteados para o gene miRNA 206, houve atraso e incompleta reinervacao
muscular em comparagao com 0s animais que expressaram miRNA 206 (134). Esses
resultados experimentais sugerem que a hiperexpressdao de miRNA 206 pode ser
protetora contra a doenca. Em concordancia com estes dados, nossos resultados
mostraram que niveis plasmaticos mais elevados deste miRNA na primeira visita
foram preditores de deterioragao clinica mais lenta ao longo de 12 meses.

O miRNA 206 apresentou-se hiperexpresso tanto no plasma como no
musculo esquelético dos pacientes com ELA, mas a hiperexpressdo nao foi
progressiva em 6 e 12 meses de acompanhamento. Embora possa parecer contra-
intuitivo, acreditamos que isso pode ser explicado pelo comportamento da expressao
do miRNA 206 durante o curso da doenca. E provavel que o miRNA 206 aumente no
inicio da doenca, atinja um platd e depois comesse a cair. Isso ocorreria paralelamente
a perda de musculo esquelético durante a doenca, tecido em que o miRNA 206 é
fundamentalmente expresso. Esta hipdtese é apoiada por dados experimentais de
Toivonen et al. (124) que encontraram um aumento progressivo na expressao
plasmatica do miRNA 206 em camundongos transgénicos G93A-SOD1 até 120 dias
de vida e seguido de queda dos niveis na fase terminal da doenca.

Ao observar cuidadosamente o perfil clinico da coorte, na primeira visita,
verificou-se que havia pacientes com doenca grave e de longa duracéo e pacientes
recentemente diagnosticados com poucos sintomas. E possivel que a reunido de
todos estes sujeitos para analises longitudinais possa ter influenciado os resultados.
Apesar de nao significativo, os dados sugerem que a expressao plasmatica de miR
206 é maior no grupo menos acometido/inicial, € menor no grupo mais acometido/
terminal.

Quanto ao miRNA 424, ambos os grupos tiveram valores aumentados, mas
no grupo menos acometido os niveis foram quase 3 vezes maiores do que no grupo
mais acometido. O miRNA 424 estava hiperexpresso no plasma e no musculo
esquelético de pacientes com ELA. Os niveis plasmaticos, na primeira visita, também
se correlacionaram inversamente com a progressdao da doenca. Existem poucos
estudos que implicaram este miRNA em doengas neuroldgicas, mas nenhum na ELA
(135,136,137,138,139). Analises in silico forneceram informacgdes interessantes sobre
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o possivel papel de miRNA 424 em ELA, o que pode gerar hip6teses a serem testadas
em estudos futuros. Usando diferentes bancos de dados e algoritmos de predicéo,
identificamos um conjunto de genes que sao alvos provaveis para este miRNA. Estes
incluem genes envolvidos com transporte axonal de neurdnios motores (KIF1b) e
genes que codificam varias proteinas sarcolemais e sarcomeéricas (TPM2, MYL1,
MYH7B). Recentemente, o gene alvo TPMZ2 foi validado em experimentos que
empregaram uma abordagem baseada em Sequenciamento de Nova Geracao (140).
No entanto, o candidato mais promissor € o gene VAPB; mutac6es neste gene causam
ELA familiar tipo 8. Usando trés softwares diferentes (RNHybrid, miRdb e MIRgen),
identificamos uma regiao de ligacado para miRNA 424 na regido 3'UTR do gene VAPB.
Esses resultados sugerem que miRNA424 pode reduzir a expressdo da VAPB,
fendbmeno semelhante ao que ocorreria em pacientes com ELAf tipo 8 (141).

Os achados que correlacionam os niveis plasmaticos de miRNA e
deterioracao clinica em pacientes com ELA s&o especialmente relevantes, ja que os
dados mais significativos foram encontrados com o escore MRC que € uma medida
direta da forca dos pacientes (mais relacionado a integridade do neurénio motor), e
ndo com ALSFRS e ALSSS, que sao escalas funcionais. Portanto, é razoavel assumir
que realmente o escore MRC se correlaciona melhor com o nivel de expressédo dos
miRNAs do musculo esquelético. Assim, parece que ambos os miRNA 424 e miRNA
206 sao marcadores confiaveis de neurénio motor inferior/ dano muscular esquelético
em pacientes com ELA. Talvez, a quantificacdo destes miRNAs permita o
reconhecimento mais precoce de lesdo do neurénio motor inferior nesses pacientes e
possa ser um marcador prognostico, visto que sua maior expressao no inicio da
doenca parece ser protetora. Assim, seria possivel determinar quais pacientes teriam

evolucao mais lenta.

ELA e o gene ATXN2

No estudo do gene ATXNZ2, houve associagao entre os alelos intermediérios
ATXNZ e risco aumentado de desenvolver ELA na coorte de pacientes brasileiros.
Esta é uma amostra brasileira representativa porque incluiu sujeitos de diferentes
regides do pais (nordeste, sudeste e sul). Estudos genéticos anteriores, mostram que
a ascendéncia africana é muito mais relevante no Nordeste do Brasil, enquanto que
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no sul do pais ha maior influéncia caucasiana (125). Portanto, a inclusao de pacientes
com origens distintas torna o estudo mais fidedigno ao perfil da populagéo brasileira.

Estes dados estdo de acordo com estudos anteriores de coortes européias e
norte-americanas (57,142). O risco estimado (2,56x) foi semelhante aos relatos
anteriores (143, 144). Do mesmo modo que em outros levantamentos, néo foi possivel
identificar um fendtipo especifico em pacientes portadores de expansodes
intermediarias ATXNZ2 (145,146). Havia individuos com ELA classica, com
envolvimento predominante do neurbnio motor superior e com envolvimento
predominante do neurénio motor inferior. Esses dados reforcam a pleiotropia
associada as expansdes ATXNZ2, que também sao relacionadas ao parkinsonismo e
a SCA2 (147).

A ataxina 2 desempenha um papel importante na regulagdo de processos
moleculares como o controle da estabilidade e traducdo do RNA, bem como a
repressao do acumulo deletério do RNA-DNA hibrido que abriga as estruturas R loop
(148). No contexto da ELA, ela interage com outros produtos de genes ligados a
doenca incluindo C9orf72, TDP-43 e FUS em uma via dedicada ao metabolismo de
RNA dentro dos neurénios (149). Mais recentemente, Becker et al. (150) mostraram
que a reducédo dos niveis de ataxina 2 aumenta a sobrevida e melhora a fungdo motora
em camundongos transgénicos TDP-43. Isso sugere que a reducao da ataxina 2 tem
potencial terapéutico para ELA e Deméncia Frontotemporal. Em um futuro préximo, é
possivel que surjam tratamentos especificos para ELA relacionados com ATXN2
humano, de modo que o conhecimento do estado genotipico de cada paciente sera

de suma importancia para orientar a terapia
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6 - Conclusao

As principais conclusdes de nossos estudos foram:

ELA x miRNAS:

1. Encontramos 10 microRNAs hiperexpressos (miR-424, miR-503, miR-886-3p,
miR-542-5p, miR-34a, miR-886-5p, miR-146b-5p, miR-21, miR-214 e miR-
183) no musculo esquelético de pacientes com ELA e um microRNA
hipoexpresso (miR-504)

2. O miR-424 e o miR-206 também estavam hiperexpressos no plasma dos
pacientes

3. Os niveis plasmaticos dos miR-424 e miR-206 correlacionaram-se
inversamente com a deterioragdo da doencga no seguimento clinico por um

ano
ELA x gene ATXN2:
1. A presencga do alelo intermediario ATXN2 aumentou o risco de desenvolver

ELA em 2,5 vezes em pacientes brasileiros
2. Nao houve diferenca de fenétipo entre os pacientes com e sem a expansao
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Titulo do projeto: Estudo de biomarcadores em doengas do neurdnio motor

Investigadores principais: Drs Marcondes C. Franca Jr & Milena de Albuquerque

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que fui
convidadao (8) a parlicipar em um projeto de pesquisa envolvendo pacientes com doenca
do neurbnio mator. O objetivo geral do estudo é o de avaliar a utilidade de alguns exames
oara facilitar o diagndstico e melhorar a estimativa de progndstico dos pacientes com esta
doenga. Essa pesquisa levara também a um melhor conhecimento sobre as doencas do
naurénio molor e pode no futuro levar a uma melhora no tratamento. As informagdes
medicas a meu respeito que forem obtidas para esse estudo, paderdo ser compartihadas
com outros pesquisadores. Podende assim ser ulilizadas para outros fins de pesquisa

sobre as doencas do neurdnio motor, desde que este novo projeto tenha aprovagic do
Comité de Etica e Pesguisa da FCM-Unicamp. O sigilo serd mantido em todos os estudos
colaborativos através da utilizacdo de um numero de codigo para 2 identificagdo dos
individuos participantes.
Os objetivos principais deste estudo s30:
. Avaliar a utiidade da eletroneuromiografia para o diagnéstica e
acompanhamento de pacientes com doengas do neurdnio motor;
. Avaliar 2 ulilidade da ressondncia magnética para o diagnéstico &
acompanhamenlo de pacientes com doengas to neurbnio motor;
- Avaliar a uliidade de exames genéticos para o diagnédslico e
accmgannamento de pacientes com doenc¢as do neurdnio motor;

Este estudo envolve a realizagdo de.

. Avaliagdo clinica. com revisdo da hisiéria clinica, e exame neurolégico
datalhado

o Coleta de sangue periférico para a pesquisa genélica

. Realizagdo de ressonancia magnética: & uma técnica capaz de produzir
imagens de aita qualidade e resolugdo (nttidez) anatomica, assim como informagies
sobre cs tecidos. Essas imagens também poderdo produzir informagdes que serdo Uteis
para melhar definigao do diagnostico e tratamento.

. Realizagic de eletroneuromiografia.
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OCEDIMENTO:

Eu entendo gue se concordar em participar desse estudo, os pesquisadores
participantes farfo perguntas a respeilo dos meus antecedentes meédicos e de minha
familia. Eu serei submetido a um exame fisico neurolégico para estabelecar meu estado
clinico, além dos exasmes de sangue, eletroneuromiografia e ressonancia magnética.
Hospitalizagéo nao serd necessaria.

A coleta de sangue & a mesma que € realizads para exames de rotina, e sera feita
&m uma veia periférica no antebrago. O meu sangue serd armazenado por no méximo 5
anos, apcs a sua coleta. Eu { ) autorizo () n&o sutorizo a utilizagdo do meu sangue
para novas pesquisas. desde que/mesmo que estas tenham sido aprovadas pelo Comité

de Etica do HC-Unicamp.
G procedimento de ressonancia magnética & semelhante 8 uma fomografia. Eu fui

informado que eu serei colocado em uma maca e serei movide lentamente para dentro do
aparelho de ressonancia magnéfica. Um alto falante dentro do aparelhc de ressonancia
magnética possibilita a minha constanie COMUNICag30 com as passoas responsavais selo

exame. Durante todo o tempo o pessoal médico e paramédice pode me ver @ ouvir, e eu
pesso ser removide(a) se for preciso, por exemplo, sa durante o exams eu me sentir mal
ou com ansiedade por permanecer em local fechado, O precedimento pode durar entre
45 a 60 minutos. Durante a primeira parte do exame eu irel ouvir ruidos, tipo mareladas,
por alguns minutos enquanto ¢ aparelho faz as imagens do meu cérebro. O restants do
exame sera relativamente silencioso.

O exame de eletroneurcmiografia € semelhante a0 que foi realizado pare a
confirmacdo do seu diagnéstice. Vocé ficard deitado em uma maca, e serdo aplicagos
cerca de 10 pequenos choques na regido proxima ao punho em ambos os lados. Néo
sera realizade exame com agulha. Este procedimento dura em meédia 20 minutos.

VANTAGENS:

Eu entendo que n3o obtersi nenhuma vantagem com & minha participagéo nesse
estudo € que 0 meu diagndstico e © meu fratamenic provavelmente ndo serdo
madificados. Contudo, os resultados desse estudo pedem, em longo praza, oferecer
vantagens para os individuos com doengas do neurdnio motar, possibilitando um melhor
diagndstico e futuramente um tratamento mais adequade. Os resultados de meus exames
ficardo a disposicao dos médicos responsaveis pele meu tratamento, e poderdo ser Jieis
na futuro.

[
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RISCO E DESCONFORTO:

N3o ha riscos envolvidos com a coleta de sangue periferico. Pode haver certo
desconforio no momente da coleta, assim como formagao de um pequenc hemaltoma. O
Gnico desconforto reiacionado a ressonancia magnélica € o ruido intermitente durante os
prmeiros 15 minutcs. Depois disso o nuiido serd muito menor. O pesscal técnico
providenciara lapa-ouvidos para me deixar mais conforidvel. Uma das princpas
vantagens da ressondncia magnética é que esla nao uliliza raios X ou outro tipo de
radiagio ionizante, 8o contrrio de outros lipos de exama radiclogicos. As imagens s3o
obtidas gracas a um campo magnético (ima), um transmisser e receptor de ondas de
radio @ um computadar que é utilizado para obtar as informacdes bioquimicas e imagens
da anatomia intema. N&#o existem efeitos nocivos associados com a rassonancia
magnética dentro das condigdes utilizadas atuakments. E muito importante informar acs
médicos{as) e iécnicos{as) caso eu tenha um marca-passo cardiaco, um clipe de
cirurgia para aneurisma cerebral ou qualquer outro objeto metalico em meu corpo,
que tenha sido implantado durante uma cirurgia ou alojado em meu corpo durante um
acidente, pois estes podem parar de funcionar ou causar acidentes devido ac forle campo
magnético que funciona como um im3 muito forte. Eu também deva remover todos os
objetos metalicos que estiverem comigo {rel¢gio, canetas, brincos, colares, anéis, etc).
pois estes também podem movimentar ou aguecer deniro do campe magnético.

O dnico desconforto que pode ocorrer durante a eletroneuromiografia deve-se aos
chogues elétricos. mas estes s30 quase instantaneos {duram menos de 1 segunda)

SIGILO

Eu entendo que fodas as informagbes médicas decorrentes desse projeto de
pesquisa fardo parte do meu prentuario médico e serdo submetidos acs regulamentos do
HC- UNICAMP referentes ao sigile da informag8o médica. Se os resultados ou
informagdes fornecidas forem utilizados para fins de publicagdo cientifica, nenhum nome
sera utilizado.

FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL

Eu entendo que posso pedir informagdes adicionais relativas ao estudo a qualquer
momente. O Dr. Marcondes C. Franga Junior (18) 3521-7754! 3521-9217 esiara
disponive! para responder minhas guestdes e preocupagdes. Em caso de recurso,
dividas ou reclamagdes entrar em conlato com & secretaria do Comité de Efica em
Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias Médicas-UNICAMP, tel. (18) 3521-8936.
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RECUSA OU DESCONTINUAGAO DA PARTICIPACAQ

Eu entendo que a minha participagio é voluntaria e que eu posso me recusar 3
participar ou retirar meu consentimento e interromper a minha participagdo no estudo a
qualquer memento sem comprometer os cuidados médicos que recabo atualmente cu
receberei no future no HC- UNICAMP

ACEITACAQ DE PARTICIPAGAOC NO ESTUDO

Eu confirme que ofa) Dr{a) ms explicou o
objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serel submetido e os nscos, desconforto

possiveis vantagens que venham desse projete de pesquisa. Eu concordo com a
realizagdo da coleta de sangue, eletroneuromiografia e da ressonancia magnética. Eu
afirmo que li e compreendi esse formulario de consentimento e estou de acordo em
participar desse esludo.

Nome do participante ou responsaval

Assinatura do participante ou responsavel data

Nome da testemunha

Assinatura da testemunha daia

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a o chjetivo do
esludo, os procedimantos requeridos e os possiveis riscos e vanlagens que poder&e advir

do estude, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me compromeato & fomecer uma
copia desse formulario de consentimento ao participante ou rasponsavel.

Nome do pesquisadar ou associado

Assinatura do pesquisador ou associado data
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Para: "helenmaiatandradei@gmail.com™ <helenmaiatandradef@gmail. comn>

Marcondes Franga, MD, PhD

Professor doutor § Assistant professor

Doengas Meuromusculares e Meurogenéfica § Meuromuscular and Meurogenstics
Depto de Meurclogia / Dept of Neurology

Faculdade de Cigncias Madicas / School of Medical Sciences

UHICAMP

Dee: "Neurobiology of Aging” <eesserveneesmail elsevier com>
Enviada: 20180126 12-:23:34

Para: mofrancajnfuol com.br

Assunto: Neunobiolegy of Aging: Submission Confirnation and Timelines

MNeunobiology of Aging

Title: Intermediate-length CAG repeat in ATXM2 is associated with increased risk for amyotrophic lateral sclerosis in
Brazilian patienis

Correspanding Author: Dr. Marcondes C. Franga Jr

Authors: Helen M Andrade, MD; Vivian P Cintra, PhDy; Milena de Albuguerque, MD, PhD; Camila C Piccinin, MD;
Luciana C Bonadia, PhDy; Daniel 5 de Oliveira, MD; Rafael E Duarte Couteiro; Rinaldo Claudino, MD; Marcus Vinicius
M Gongalves, MD; Mario Emilio T Dourado Jr, MD, PhD; Leonardo C de Souza, MD, PhD; Antonio Lucio Teieira Jr,
MD, PhD:; Vitor Tumas, MD, Phi); Laura de Godoy R Prado, MD, PhiD; Acary 5 Bulle Oliveira, MD, PhD; Anamarli
Mucci, MID, PhD; Iscia Lopes-Cendes, MD, PhD; Wilson Marques Jr, MO, PhD;

Thank you for sending your manuscript to Neurobiology of Aging. Each manuscript undergoes a thorough review
process, which, if all proceeds smoothly, takes about G weeks. Please direct all comespondence regarding this
manuscript fo me at the below address, phone, fax, and email. Your paper will be given a manuscript number shortly,
and you will soon receive an e-mail with this numbser for your reference.

Yiou will also be able to check on the progress of your manuscript by logging on to the Elsevier Editorial System for
MNeurobiology of Aging as an author:

hitps:ffees. elsevier. cominbal

Your usemame is: mefrancajn uol com br

If you need to refrieve password details, please go to: hitp:(lees_elseviercom™BA/automail_guery.asp

Simceraly,

Peter Rapp, PhD
Editor-in-Chief
MNeurobiology of Aging

Pamela Yeh
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pamelatyehi@igmail.com
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Elsevier further liberalizes copyright for authors
Policy now allows for final version web posting.
Share this:

Amsterdam, 3 June, 2004 - Authors of papers published in any Elsevier journal can now post the final text of
their articles, as accepted by the journal, i.e. with all of the changes made during the peer-review and editing
process, on the authors' personal or their institutions’ web sites.

For several years, Elsevier has permitted the posting of pre-print versions of articles without requiring
permission. Now, no permission is required for authors to revise and widely post the final version of the text,
provided that the posting contains a link to the home page of the journal in which the article was published,
and that the posting is not used for commercial purposes -- such as systematic distribution or creating links for
commercial customers to articles. However, to preserve the integrity of the official record of publication, the
final published version as it appears in the journal (PDF and HTML) will continue to be available only on an
Elsevier site.

"Elsevier's policy on author postings clearly supports scholarly communications, We have a strong history of
allowing authors to use their Elsevier-published articles within their institutions for teaching and sharing with
colleagues, and to create derivative works.

"Several years ago, we supported the development of pre-print servers by deciding papers posted to such sexvers
would not be viewed as ‘prior submissions.' Furth following Elsevier's publication of papers, we have not
required the removal of pre-print versions from pre-print servexs. But we have gone even further than that: for
several years we have permitted authors to post their final version as accepted on secure, internal institutional
networks. Today, we have taken an important step, which demonstrates our continued support for scholarly
communications.

"We are not only announcing the extension or further liberalization of our policy, we are also reaffirming prior
policy, to ensure that our authors' needs are being met," said Arie Jongejan, CEO, Science and Technology,
Elsevier.

Additional Information:

The June issue of the SPARC Open Access Newsletter, Issue #74
(http://www.earlham.edu/~peters/fos/newsletter/o6-02-04.htmitelsevier) contains interesting comments on
Elsevier's policy revision.

About Elsevier

Elsevier (https://www.elsevier.com) is a global information analytics business that helps institutions and
professionals advance healthcare, open science and improve performance for the benefit of humanity. Elsevier
provides digital solutions and tools in the areas of strategic research management, R&D performance, clinical
decision support and professional education, including ScienceDirect
(https:/fwww.elsevier.com/solutions/sciencedirect), Scopus (https:/fwww.elsevier.com/solutions/scopus), SciVal
(https:/fwww.elsevier. com/soluuons/suval), ChmcalKey (https:/fwww.elsevier.com/solutions/clinicalkey) and

Sherpath (https://www.elsevier.com/: path). Elsevier publishes over 2,500 digitized journals,
including The Lancet (http: //wwwthelancet com) and Cell (http: //www cell.com), Hiore| than 38 000 e-book titles
and many iconic reference works, including Gray's A (https:/fwww.elsevier.com/ ay

anatomy/standring/g78-0-7020-5230-9). Elsevier is part of RELX Group (http:/fwww. relxgmup com) a global
provider of information and analytics for professionals and business customers across industries.
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