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RESUMO

A Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA) € uma doenca neurodegenerativa progressiva
rara e sem cura, associadas a aproximadamente 50 genes, entre eles expansdes de
repeticdes no gene Ataxina 2 (ATXN2). Este trabalho teve como objetivo padronizar o
rastreamento das expansdes associadas a ATXN2 por tecnologia de andlise de
fragmentos, em amostras celulares de pacientes com ELA no estado do Rio de
Janeiro. Para isso, amostras de PBMCs (Células Mononucleares do Sangue
Periférico) e iPSCs (Células-Tronco Pluripotentes Induzidas) derivadas de uma coorte
de pacientes com ELA e de doadores saudaveis foram analisadas empregando-se as
técnicas de RP-PCR (Repeat-Primed PCR) seguida de eletroforese capilar para
conduzir analise de fragmentos. Foi possivel padronizar e otimizar 0 setup para
andlise de fragmentos de PolyQ em ATXN2 de forma consistente e com alta
reprodutibilidade entre os ensaios conduzidos. ApGs padronizar o ensaio, iniciamos o
rastreamento em baixa escala usando oito amostras com pacientes de ELA,
detectamos expansdo em heterozigose para este paciente. Curiosamente, uma das
amostras avaliadas ndo possuiu variantes associadas a ELA em TARDBP, VAPB,
FUS, SOD1, SMN1 e SMN2, sugerindo que a ELA neste paciente pode estar
associada a expansao que detectamos. Embora de forma preliminar, estes resultados
em baixa escala demonstram a aplicabilidade da técnica, reforcando a utilidade dela
para um possivel rastreio molecular da ELA. Como perspectiva, esperamos aplicar
em larga escala a abordagem padronizada e otimizada neste estudo buscando
conduzir a triagem genética para ajudar na compreensao dos mecanismos genéticos
envolvidos na ELA com foco na populacdo do Rio de Janeiro.

Palavras-chave: Esclerose Lateral Amiotrofica, ATXNZ2, RP-PCR, analise de
fragmentos.

1Graduanda do curso de Biomedicina na Universidade do Grande Rio — UNIGRANRIO.
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ABSTRACT

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a rare, progressive, and incurable
neurodegenerative disease associated with approximately 50 genes, including repeat
expansions in the Ataxin 2 (ATXNZ2) gene. This work aimed to standardize the
screening of expansions associated with ATXN2 using fragment analysis technology
in cellular samples from ALS patients in the state of Rio de Janeiro. For this purpose,
PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells) and iPSCs (Induced Pluripotent Stem
Cells) derived from a cohort of ALS patients and healthy donors were analyzed using
RP-PCR (Repeat-Primed PCR), followed by capillary electrophoresis to perform
fragment analysis. It was possible to standardize and optimize the setup for consistent
fragment analysis of PolyQ in ATXN2 with high reproducibility between the conducted
assays. After standardizing the assay, we initiated small-scale screening using eight
samples from ALS patients, and we detected a heterozygous expansion in one patient.
Interestingly, one of the evaluated samples did not present ALS-associated variants in
TARDBP, VAPB, FUS, SOD1, SMN1, or SMN2, suggesting that ALS in this patient
may be associated with the expansion we detected. Although preliminary, these small-
scale results demonstrate the applicability of the technique, reinforcing its usefulness
for potential molecular screening of ALS. As a future perspective, we aim to apply the
standardized and optimized approach on a large scale, seeking to conduct genetic
screening to help understand the genetic mechanisms involved in ALS, focusing on
the population of Rio de Janeiro.

Keywords: Amyotrophic Lateral Sclerosis, ATXN2, RP-PCR, fragment analysis.



1. INTRODUCAO

A esclerose lateral amiotréfica (ELA) € uma doenca rara degenerativa neuronal
gue acomete o cérebro, mais especificamente a regido do cértex motor, e a medula
espinhal. Essa degeneracdo resulta no enfraquecimento muscular progressivo,
apresentando sintomas como disfagia, disartria, paralisia dos membros superiores e
inferiores, além de alteracdes cognitivas, como o afeto pseudobulbar, uma condigcéo
neurolégica que causa episoédios repentinos de riso ou choro incontrolaveis e
desproporcionais (VAN DER ENDE et al., 2021; GREENBERG; AMINOFF; SIMON,
2014). A progresséo da doenca costuma ser lenta, e a sobrevida média apoés o inicio
dos sintomas varia entre 3 e 5 anos, sendo a paralisia respiratOria a principal causa
de 6bito (BROWN & AL-CHALABI, 2017).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Salde, para uma doenca ser
considerada rara é quando ela afeta até 1 em cada 2.000 pessoas na populacéo geral,
0 que corresponde a até 50 casos por 100.000 habitantes (OMS, 2025). A ELA se
enquadra nessa definicdo, apresentando uma prevaléncia média global entre 4 a 6
casos por 100.000 habitantes, com varia¢des regionais significativas, e uma incidéncia
entre 1 a 3 por 100.000 pessoas-ano (WOLFSON et al., 2023), o que reforca sua
classificagdo como doenca rara. Embora haja divergéncia entre estudos quanto a
evolucéo da taxa de incidéncia ao longo do tempo, com alguns indicando estabilidade
e outros sugerindo um aumento, ha um consenso de que a ocorréncia da doenca
tende a crescer, influenciada pelo envelhecimento populacional e pelos avancos

terapéuticos que prolongam a sobrevida dos pacientes (WOLFSON et al., 2023).

A incidéncia da ELA aumenta progressivamente com a idade, atingindo seu
pico entre 0s 60 e 79 anos. A idade média de inicio dos sintomas é por volta dos 50
anos, embora casos possam ocorrer entre os 20 e 90 anos (VAN DER ENDE et al.,
2021). No Brasil, estima-se que a incidéncia é semelhante a observada em outros
paises na América Latina (MOURA; CASULARI; CARVALHO, 2016). No entanto,
ainda ndo ha um levantamento epidemioldgico a nivel nacional que permita estimar a
prevaléncia da doenca no Brasil, podendo tanto encobrir um nidmero maior de casos
quanto resultar em subnotificacdes. A doenca apresenta maior prevaléncia em
individuos da etnia caucasiana, especialmente em populacdes de origem europeia.

Além disso, estudos indicam que individuos do sexo masculino possuem risco entre
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1,3 a 1,56 vezes maior de desenvolver ELA em comparagdo ao sexo feminino
(MEHTA et al., 2023; CHUGH, 2019).

A ELA possui duas formas principais: a familiar, (do inglés fALS, familial
Amyotrophic Lateral Sclerosis) quando ha heranca genética definida, ou esporadica
(do inglés sALS, sporadic Amyotrophic Lateral Sclerosis) quando ndo existe um
padrdo claro de transmissdo entre geracfes. No entanto, mesmo 0S casos com
auséncia de historico familiar, ndo exclui a influéncia genética uma base genética haja
vista que muitos casos classificados como esporadicos ainda carregam variantes que
contribuem para o desenvolvimento da doenca. A etiologia da SALS permanece néo
totalmente compreendida, mas as evidéncias apontam para um modelo multifatorial,
resultante da interacdo entre predisposicdes genéticas e fatores ambientais, como
exposicao ocupacional a solventes organicos, pesticidas e metais pesados. A forma
esporadica corresponde a aproximadamente 90% a 95% dos casos, enquanto a forma
familiar representa cerca de 5% a 10% (RIZEA et al., 2024; BRADLEY et al., 2018).

Existem diversos fatores que tornam particularmente relevante o estudo
epidemiologico da ELA no contexto brasileiro. Um deles € o aumento continuo da
expectativa de vida da populacdo. De acordo com o ultimo censo do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE, 2022), o nimero de pessoas com 65 anos ou mais
cresceu 57,4% em apenas 12 anos, passando a representar 15,6% da populacéo
nacional. Fatores como melhor qualidade de vida, melhora no saneamento béasico e
na alimentacao tém contribuido para o aumento da longevidade (MARZO et al., 2023).
Além disso, outro aspecto importante é a composi¢cdo genética da populacéo
brasileira. Apesar da grande diversidade étnica, estudos apontam predominéncia
significativa de ancestralidade europeia em todas as regides do pais, estimada em
cerca de 60%, com maior concentracdo nas regides Sul e Sudeste (NUNES et al.,
2025). Essa informagdo € relevante, considerando que a ELA apresenta forte
associacdo com individuos de ascendéncia europeia e maior prevaléncia em
populacbes de ascendéncia europeia (WOLFSON et al, 2023). Portanto,
desconsiderar esse aspecto pode levar a uma interpretagdo imprecisa sobre o real

grau de vulnerabilidade da populagéo brasileira & ELA.

Essa dificuldade para compreender sobre a real dimensdo da doenca no

territério brasileiro, e, considerando que o pais também estd passando por um
10



processo acelerado de envelhecimento populacional (IBGE, 2022), € urgente ampliar
as investigacbes nacionais a respeito dessa enfermidade. Mesmo sem cura, a
abordagem preventiva em ELA envolve diagndstico precoce e melhor organizacéo dos
servicos especializados, o que permite planejar o Sistema Unico de Saude (SUS),
antecipando demandas e reduzindo futuros impactos no SUS. Para o paciente, esses
avancgos significam um acesso mais rapido ao diagnostico, agilidade para o inicio do
cuidado multidisciplinar, essencial diante da rapida progressao da ELA, além de
melhoria na qualidade de vida, reducdo de complicacbes e tempo ampliado para
planejamento pessoal e familiar. Considerando que os primeiros sintomas da ELA

manifestam-se na terceira idade, torna-se essencial um diagndstico precoce e preciso.

Entretanto, devido a auséncia de exames especificos, a doenc¢a continua sendo
diagnosticada tardiamente, pois por ser uma doenga rara, e por possuir sintomas
semelhantes a outras doengas neurodegenerativas como Doencga de Parkinson (DP),
Deméncia Frontotemporal (DFT) e Doenca de Huntington (DH) (BORGHETTI et al.,
2022), ndo é uma das primeiras opcdes clinicas para a averiguacdo, o que
compromete o progndstico do paciente diante da sua sobrevida reduzida entre 3 e 5
anos (MOTATAIANU et al., 2025; DA COSTA et al., 2024; KIJIALDGAARD et al.,
2021). Dessa forma, torna-se urgente a implementacdo de métodos de diagnostico
precisos e ageis. Entre as alternativas disponiveis, destaca-se o diagnéstico molecular
(VAN DER ENDE et al.,, 2021). Nesse contexto, a realizagdo de estudos que
investiguem os fatores genéticos associados a ELA, considerando a diversidade e as
particularidades do genoma brasileiro, torna-se essencial. A ampliacdo do
conhecimento acerca desses marcadores genéticos pode contribuir ndo apenas para
o diagnostico precoce da doenga, mas também para o desenvolvimento de
abordagens terapéuticas mais eficazes e adequadas a realidade populacional e

genética do pais.

Sabe-se que a ELA possui a interferéncia de variantes génicas, seja de forma
monogénica, seja de forma poligénica. Atualmente, cerca de 40 genes estao
associados ao desenvolvimento da ELA, dentre os mais estudados, Chromosome 9
Open Reading Frame 72 (COORF72, em inglés), Superoxido Dismutase 1 (SOD1, em

inglés) e Fused in Sarcoma (FUS), genes aos quais estdo sendo amplamente
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estudados para averiguar sua influéncia sobre a fisiopatologia da doenca (NIJS & VAN
DAMME, 2024).

Um marcador patolégico observado em aproximadamente 97% dos pacientes,
independente da origem da doenca, é a disfuncdo e agregacédo citoplasmatica da
proteina TDP-43 (do inglés, TAR DNA Binding Protein 43kDa). A TDP-43 é uma
proteina essencial na regulacdo de processos celulares, como regulacdo da
expressao génica, splicing alternativo de RNA, transporte de RNA e formacéao de
granulos de estresse, além de participar de processos importantes para a funcéo e
sobrevivéncia celular, como a manutencdo da homeostase mitocondrial e da
regulacdo da autofagia (JO et al., 2020). Ela atua como uma proteina de ligacédo a
RNA e DNA, por reconhecer sequéncias ricas em uracila-guanina (UG) e em timina-
guanina (TG), respectivamente. Sua localizagédo principal € no nicleo, mas também
esta presente no citoplasma e nas mitocondrias, sendo essencial para a homeostase
celular. No citoplasma, a TDP-43 patrticipa de processos celulares como a regulacao
de granulos de estresse, estabilidade e traducdo de RNAm, além do trafego de RNAm,
microRNAs (miRNAs) da regulacdo da autofagia (JO et al., 2020). Em condigbes
normais, TDP-43 é altamente regulada, e sua perda ou disfuncdo resulta em
toxicidade e morte celular (MA et al., 2022; JO et al., 2020; SUK & ROUSSEAUX,
2020; WANG et al., 2004).

O gene responsavel por codifica-la é o TARDBP e estima-se que existam cerca

de 50 variantes patogénicas associadas a ELA neste gene (JO et al., 2020).

Em pacientes com ELA, a TDP-43 apresenta acumulo no citoplasma em forma
de agregados, especialmente no cortex cerebral e na medula espinhal. Esses
agregados contém fragmentos truncados da proteina, resultantes de clivagem
proteolitica, e sofrem modificacbes poés-traducionais, como fosforilacdo e
ubiquitinacdo (SUK & ROUSSEAUX, 2020). Além disso, esses agregados interagem
com granulos de estresse celular, o que compromete a dinamica intracelular e

contribui para a disfungao neuronal.

Essas alteracdes estao relacionadas a perda de funcao nuclear da TDP-43 e
sugerem um possivel ganho de funcéo toxica no citoplasma, embora esse mecanismo
ainda néo esteja totalmente elucidado. De forma geral, os efeitos dessas alteracoes
incluem prejuizos no transporte axonal e no sistema de autofagia, levando a perda
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progressiva de fungdes neurais e a neurodegeneracdo (MA et al., 2022; SUK &
ROUSSEAUX, 2020).

No entanto, considerando que a agregacao pode representar um evento
secundério, manifestando-se apenas em fases avancadas da patologia, as pesquisas
atuais estdo direcionadas a investigar 0os mecanismos iniciais responsaveis a
disfuncdo da TDP-43 antes mesmo da formacdo dos agregados (SUK &
ROUSSEAUX, 2020). Nesse contexto, diferentes fatores genéticos tém sido
associados a desregulacéo dessa proteina, destacando-se, entre eles, o gene ATXNZ2,
cuja atuacdo na ELA envolve mecanismos potencialmente ligados a instabilidade e
toxicidade do TDP-43 (ELDEN et al., 2010).

Antes da identificacdo da associacao entre o gene Ataxina-2 (ATXN2) e ELA,
ele era classicamente conhecido por seu envolvimento na atrofia espinocerebelar tipo
2 (SCA2), uma doenca causada por expansdes patogénicas do trinucleotideo CAG no
éxon 1. Nessa regido, diferentes faixas de repeticdo definem fendtipos distintos: alelos
considerados normais, amplamente predominantes na populacdo geral, apresentam
tipicamente 22 a 23 repeticbes CAG (LATTANTE et al., 2014). Valores mais elevados,
classificados como expansfes intermediarias, geralmente entre 27 e 33 repeti¢coes,
nao sao suficientes para causar SCA2, mas representam uma categoria molecular
distinta entre normalidade e patogenicidade (ELDEN et al., 2010). Por fim, expansdes
longas, acima de 34 CAG, séo consideradas patogénicas e causadoras de SCA2
(PULST, 2025).

Foi justamente ao investigar essas faixas intermediarias que Elden e
colaboradores (2010), identificaram que individuos portadores dessas expansdes
intermediarias de ATXN2 apresentam maior risco para o desenvolvimento da ELA,
indicando que o ATXN2 atua como um importante fator genético modificador na
doenca. Essa regido do gene, que codifica repeticbes do aminoacido glutamina,
conhecido como polyQ (do inglés, polyglutamine, sendo a letra Q representando
glutamina), parece modular vias celulares importantes para a vulnerabilidade
neuronal, incluindo processos metabdlicos, de estresse celular e regulagédo proteica
(COSTA et al., 2024; VIEIRA DE SA et al., 2024). Evidéncias clinicas reforcam o
impacto funcional dessas expansdes: enquanto individuos saudaveis apresentam

tipicamente entre 22 e 23 repeticbes, portadores de expansdes intermediarias
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apresentam uma maior probabilidade de desenvolver a ELA de forma mais precoce,
com média de inicio aos 48 anos, em comparacdo com 59 anos em outros pacientes
(VIEIRA DE SA et al., 2024).

A proteina ATXN2 exerce mudltiplas fungbes, ainda ndo completamente
elucidadas, participando de processos moleculares e celulares como estabilidade e
traducdo de RNA, regulacdo do metabolismo celular, formacdo de granulos de
estresse, endocitose e organizacao do citoesqueleto (COSTA et al., 2024; WANG et
al., 2014). No entanto, as fungdes podem alterar a depender da estrutura, localizacao
subcelular e modificagdes pos-traducionais (COSTA et al., 2024).

Sabe-se que ATXN2 e TDP-43 interagem fisiologicamente em neurbnios da
medula espinhal, participando da homeostase de RNA e da dindmica normal dos
granulos de estresse (do inglés SGs, stress granules). No entanto, essa relacéo torna-
se desregulada na presenca de expansofes intermediarias no gene ATXN2. Elden e
colabores (2010) demonstraram que, embora ATXN2 permaneca predominantemente
no citoplasma em condic¢@es fisiologicas, ela é recrutada pra SGs durante situactes
de estresse celular, indicando sua participagcdo na comunicacdo do nucleo com o
citoplasma, enquanto TDP-43 permanece no nucleo em condicbes fisioldgicas,
podendo se reposicionar para SGs quando necessario. Nos neurdnios portadores de
expansdes intermediarias em ATXN2, esse reposicionamento intensifica a afinidade
entre ATXN2 e TDP-43, favorecem o acumulo citoplasmatico de ATXN2, o que, por
sua vez, recruta TDP-43 para complexos dependentes de RNA, aumentando sua
tendéncia a agregacao (COSTA et al., 2024). Estudos mais recentes reforcam esse
mecanismo, mostrando que a ATXN2 expandida desestabiliza os SGs e promove a
formacao de agregados citoplasmaticos de TDP-43, acompanhados de sua perda
patolégica de TDP-43 nuclear e consequente perda de funcéo, transformando uma
interacdo fisiologica em um processo toxico, contribuindo diretamente para a
neurodegeneracdo observada na ELA (ELDEN et al., 2010; COSTA et al., 2024,
VIEIRA DE SA et al., 2024).

A Doenca de Huntington (DH), causada por expansdes instaveis de CAG no
gene Huntingtina (HTT), representa um exemplo classico do impacto fisioldgico
dessas sequencias repetitivas em doencas neurodegenerativas. Nessa condicao, as

expansdes podem aumentar progressivamente ao longo da vida, especialmente em
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neurénios vulneraveis, ultrapassando 500 repeticbes CAG, o que intensifica a perda
neuronal e ativa vias de morte celular (HANDSAKER et al., 2025). Como cada cédons
CAG codifica uma glutamina, essas expansdes extremas resultam em longas caudas
de poliglutamina que intensificam a toxicidade proteica, a perda neuronal e promovem
degeneracdo neuronal (HANDSAKER et al., 2025). Além disso, a quantidade de
repeticbes CAG em sangue periférico tem sido associada a biomarcadores de
neurodegeneracado, antes mesmo do surgimento de sintomas clinicos (SCAHILL et al.,

2025), reforcando a relevancia biologica dessas expansdes na progressao da doenca.

No Brasil, identificou-se que os alelos intermediarios do gene ATXNZ2, entre 27
e 32 CAGs, estdo associados a um risco aumentado de desenvolver ELA em
pacientes brasileiros (TAVARES DE ANDRADE et al., 2018). Esse padrédo também é
observado em coortes europeias e norte-americanas, nas quais expansodes
intermediarias de ATXN2 foram consistentemente associadas a maior
susceptibilidade para a doenca (WANG et al., 2014). Alguns estudos sugerem que
essas expansoes intermediarias estdo presentes com maior frequéncia em casos de
ELA associados a mutacdo em C90ORF72 (c9ALS), o que pode indicar vias
moleculares que se convergem na patogénese da doenca (CIURA et al., 2016).

Embora estudos como os de SELLIER et al. (2016) e BALENDRA et al. (2018)
indiguem que a reducdo da expressao de COORF72 potencializa a agregacao toxica
da ATXN2, no presente trabalho o foco foi direcionado a caracterizacéo das repeticées
CAG no gene ATXN2 e sua instabilidade ao longo do tempo, independentemente da

presenca de outras mutacdes.

Essa evidéncia refor¢a que expansdes CAG ndo apenas caracterizam doencgas
como DH, mas também apresentam comportamentos dindmicos e potencialmente
patolégicos em outros genes, como ATXNZ2, justificando a importancia de investigar a
instabilidade dessas expansfes ao longo do desenvolvimento e a progressao das

doencas neurodegenerativas.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo rastrear expansdes no
gene ATXN2 por meio da técnica de andlise de fragmentos, utilizando DNA derivado
de PBMCs e iPSCs. Espera-se que os resultados obtidos contribuam para o
aprimoramento do diagndstico precoce e para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas mais eficazes e adequadas a diversidade genética brasileira.

15



2. METODOLOGIA
2.1. TIPO DE ESTUDO

Este é um estudo experimental de carater exploratorio, realizado no Laboratorio
de Neurobiologia Celular e Molecular (LNCM) localizado no Instituto de Biofisica
Carlos Chagas Filho, na Universidade Federal do Rio de Janeiro (IBCCF — UFRJ),
com foco no rastreamento de expansodes de repeticdes no gene ATXNZ2, associado a

Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA).

2.2. FORMULACAO DOS PRIMERS PARA AMPLIFICAR AS REGIOES DE
INTERESSE NO GENE ATXN2

Os primers utilizados para a analise do gene ATXN2 foram definidos a partir
das sequéncias de referéncia disponibilizadas no banco de dados Ensembl,
garantindo que o desenho se baseasse em regides genbmicas atualizadas e ja
descritas na literatura (Tabela 1). Os primers foram posicionados de forma a flanquear
o trecho contendo as repeticdes CAG no exon 1, permitindo a amplificacéo precisa do
alelo e posterior demarcacao do numero de repeticdes. Apds o desenho inicial, cada
par de primers foi verificado no software SnapGene, que permitiu confirmar o local
exato de anelamento, o tamanho esperado do amplicon e a auséncia de interacdes
indesejadas, garantindo uma precisao de localizacdo na amplificacdo da andlise de

fragmentos.

Além disso, um outro primer forward foi desenhado com uma cauda M13, que
permite a ancoragem de um primer universal marcado com o fluoréforo 6-FAM, que é
incorporado ao produto amplificado e detectado na eletroforese capilar, permitindo a
leitura precisa do tamanho dos fragmentos e, consequentemente, do niumero de

repeticbes CAG.
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TABELA 1 - Primers utilizados para amplificacéo das regides de interesse do gene
ATXN2 (Gene ID: 6311)

Gene

Gene ID Forward Reverse

TGTAAAACGACGGCCAGTGGGCCCCTCACCA
NP4 6311 CGGGCTTGCGGACATTGG

TGTCG

NP4 6311 6-FAM-TGTAAAACGACGGCCAGT CGGGCTTGCGGACATTGG

2.3. PREPARACAO DE AMOSTRAS DE DOADORES SAUDAVEIS E
PACIENTES COM ELA

Para os experimentos in vitro, foram utilizadas amostras de DNA gendmico
provenientes de células-tronco pluripotentes induzidas (em inglés, iPSCs), obtidas a
partir de sangue periférico de um paciente diagnosticado com Esclerose Lateral
Amiotrofica (ELA). As iPSCs (linhagem UFRJIO07-A) pertencem ao Laboratério de
Neurobiologia Celular e Molecular (IBCCF — UFRJ) e foram derivadas de eritroblastos
expandidos, obtidos por separacao de células mononucleares, e reprogramadas com
o kit CytoTune™-iPS 2.0 Sendai Reprogramming Kit, contendo os fatores de
transcricdo OCT3/4, KLF4, SOX2 e cMYC, conforme descrito por Gubert et al. (2019).

Além das iIPSCs utilizadas nos experimentos in vitro, também foram incluidas
na andlise molecular oito amostras de DNA gendmico provenientes de células
mononucleares de sangue periférico (em inglés, PBMCs) de pacientes diagnosticados
com ELA. Para garantir a autenticidade dos resultados obtidos na investigagdo das
expansdes do codon CAG no gene ATXN2, foram selecionados dois controles
negativos, oriundos de doadores saudaveis, e um controle positivo, correspondente
ao paciente previamente confirmado para ELA com expansdo intermediaria em
ATXN2. Esses trés controles sédo oriundos de linhagem iPSC (UFRJi007-A) que foi
descrita no paragrafo anterior. As o0ito amostras restantes, provenientes de PBMCs de
pacientes com ELA sem avaliacdo prévia de ATXN2, foram submetidas a analise de
fragmentos com o objetivo de determinar a presenca ou auséncia de repeticoes
intermediarias no gene, contribuindo para a caracterizacdo genética dessa coorte e

para a elucidacdo do papel dessas expansdes na patogénese da doenca.
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Todos os procedimentos envolvendo material biolégico humano foram
conduzidos em conformidade com as diretrizes éticas estabelecidas pela Resolucao
CNS n° 466/2012. O projeto foi previamente submetido e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP), garantindo que a obtencdo, manipulacdo e andlise das
células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs) e das células mononucleares do
sangue periférico (PBMCs) fossem realizadas segundo as normas vigentes de
biosseguranca, confidencialidade e respeito aos participantes. Este estudo foi
aprovado em novembro de 2016 sob o numero de parecer 60531516.0.3001.5261-
Modelagem In Vitro de Esclerose Lateral Amiotréfica Utilizando Células - Tronco de
Pluripoténcia Induzida.

2.4. EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE DNA

A extragéo do DNA gendmico, tanto das amostras iPSCs quanto das amostras
PBMCs, foi realizada usando #QIA51106 QIAAMP DNA BLOOD MINI KIT (250)
(QIAGEN, Hilden, Alemanha) seguindo a descri¢ao do fabricante. As extracdes foram
conduzidas de duas formas: parte das amostras foi processada de maneira
semiautomatizada utilizando o sistema QlIAcube® (QIAGEN, Hilden, Alemanha),
engquanto a outra parte foi extraida manualmente empregando #QIA69504 DNEASY
BLOOD & TISSUE (50) (QIAGEN, Hilden, Alemanha). Essa abordagem hibrida
assegurou a eficiéncia da purificacdo e a padronizacdo da qualidade do material
genético obtido.

Apos a extracdo, a concentracdo do DNA foi determinada por fluorometria
utilizando o equipamento Qubit Fluorometric Quantification (Thermo Fisher Scientific),
com o padréo Qubit® dsDNA BR (Broad Range), garantindo maior sensibilidade e
precisdo na quantificacdo. Essa etapa foi fundamental para a normalizacdo das

concentracfes entre as amostras antes das etapas subsequentes de amplificacao.

2.5. AMPLIFICACAO POR RP-PCR (REPEAT-PRIMED PCR) E
ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Para a deteccdo de expansdes repetitivas no gene ATXN2, utilizou-se a técnica
de RP-PCR (do inglés, Repeat-Primed Polymerase Chain Reaction), que permite
identificar os alelos expandidos, mesmo quando o numero de repeticdes excede a

capacidade de resolugéo de uma PCR convencional. A reagao utiliza trés primers: um
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primer flanqueador (forward), que se anela fora da regido repetitiva, um primer
repetitivo (reverse), que se anela em mdultiplos pontos ao longo da sequéncia CAG e
um primer ancora contendo a cauda M13, que funciona como sitio universal para
amplificacdo adicional, possibilitando a deteccdo fluorescente posterior na
eletroforese capilar. Essa combinagéo de primers possibilita uma alta sensibilidade
para diferenciar os alelos expandidos, visto que este arranjo gera a amplificacao
sucessiva de fragmentos de tamanhos progressivos, resultando no padréo

escalonado caracteristico observado na eletroforese capilar.

A RP-PCR funciona como um sistema rapido e sensivel de triagem, capaz de
identificar a presenca de expansdes patogénicas mesmo sem determinar o tamanho
exato do alelo expandido. Embora o método detecte padrdes correspondentes a cerca
de até 60 repeticdes, ele qualifica com precisdo amostras portadoras de expansdes
de grande porte e diferencia de individuos com alelos de tamanho normal (RENTON
et al., 2011).

As reacles para o gene ATXN2, foram preparadas de acordo com o protocolo
padrao do kit FastStart™2x PCR Master (Sigma-Aldrich, Merck Life Science). O ciclo
térmico foi ajustado baseando-se nas recomendacBes do fabricante, e as
amplificac6es foram conduzidas no termociclador MyCycler Thermal Cycler System
(Bio-Rad). Os produtos obtidos foram separados em gel de agarose a 3% contendo
brometo de etidio e o tamanho dos fragmentos foi determinado por compara¢éo com
um marcador de peso molecular de resolucédo de 100 pbs, permitindo a estimativa do

namero de repeti¢cdes.
2.6. ANALISE DE FRAGMENTOS

Os amplicons obtidos foram enviados a Plataforma de Sequenciamento de

DNA (IBCCF — UFRJ) para a realizacdo da analise de fragmentos por eletroforese
capilar no analisador genético SeqStudio Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific).
Essa técnica baseia-se na determinacéo do tamanho dos fragmentos amplificados por
PCR por meio da comparacdo com um marcador de tamanho padréo (do inglés, size
standard) de fluorescéncia conhecida. Os primers com cauda M13 utilizados durante
a RP-PCR possuem marcadores fluorescentes, o que permite a deteccdo dos
fragmentos no sistema de leitura do equipamento. As analises por RP-PCR foram
conduzidas em duas etapas. A primeira etapa consistiu na amplificacao inicial com o
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conjunto completo de primers, gerando produtos de tamanhos progressivos que
indicam a presenca de repeticbes CAG. A segunda etapa, por sua vez, utilizou o
produto da etapa anterior como molde para uma amplificacdo adicional com o primer
M13 marcado, o que aumenta a sensibilidade do método e melhora a visualizacdo das
bandas no gel. Apés a RP-PCR, os produtos sao injetados no capilar, separados com
base no padrdo de deslocamento dos fragmentos no gel, que permite identificar
diferencas no tamanho dos alelos e, assim que detectados pelo sistema Optico do
sequenciador, gera-se eletroferogramas que permitem identificar e quantificar os
fragmentos presentes (APPLIED BIOSYSTEMS, 2014). As leituras obtidas permitiram
identificar a presenca e o padréo caracteristico de expansdes patoldgicas nas regides
repetitivas investigadas, confirmando os perfis amplificados para ambos os genes. A
averiguacao das analises ap0s processamento na plataforma foi realizada através do
software GeneMarker V.3.0.1 (SoftGenetics LLC). As amostras foram analisadas com
base no Padréo Interno de Tamanho (do inglés, Internal Lane Standard) ILS500. O
ILS funciona como uma referéncia que permite determinar com precisdo o tamanho
dos fragmentos de DNA presentes na amostra. Durante a eletroforese capilar, 0s
fragmentos do ILS migram em velocidades previamente conhecidas, o que possibilita
ao software GeneMarker converter cada pico detectado em um valor correspondente
de pares de bases (pb). Dessa forma, é possivel identificar com exatidao os tamanhos

dos fragmentos de interesse.

Durante a andlise dos eletroferogramas, considerou-se para cada amostra o
pico maior intensidade, correspondente ao fragmento amplificado com maior eficiéncia
e, portanto, ao alelo representativo detectado pelo ensaio. Picos adicionais de baixa
intensidade podem surgir proximos ao sinal principal, que sdo eventos comuns na
técnica e incluem, por exemplo, produtos stutter, artefatos gerados pela DNA
polimerase durante a amplificacdo de regides repetitivas. Esses picos secundarios
nao representam alelos distintos, mas, interpretados apenas como padrdes técnicos
esperados, razdo pela qual o pico de maior amplitude foi utilizado como referéncia

para determinacdo do tamanho final do fragmento (Tabela 2).
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TABELA 2 - Dados das amostras e seus respectivos calculos para identificar as

repeticdes
VALOR REAL SEM OS 79
AMOSTRA ULTIMO PICO DETECTADO (pb) NUCLEOTIDEOS TOTAIS DO Qumlgﬁagfggggé%‘?“ b=
PRIMER FORWARD E REVERSE

CTRL1 153 74 25
CTRL2 153 74 25

ELA1 (ALS3/12) 154 75 25
ELA12 (ALS105/16) 156 77 26
ELA18 (ALS111/16) 168 89 30
ELA32 (ALS124/16) 155 76 25
ELA34 (ALS126/16) 155 76 25
ELA37 (ALS129/16) 154 75 25
ELA40 (ALS130/16) 156 77 26
ELA41 (ALS135/16) 156 77 26
ELA44 (ALS143/16) 154 75 25

TABELA 2 - Dados coletados apds a anélise de fragmentos no GeneMarker

Para o calculo do numero de repeticbes CAG, utilizou-se o tamanho de
fragmento correspondente ao pico principal. O procedimento consistiu em subtrair do
tamanho total do fragmento o comprimento fixo dos primers forward e reverse
utilizados na amplificacao (um total de 79 nucleotideos), e dividir o valor resultante por
trés, uma vez que cada repeticao corresponde a um trinucleotideo CAG. O quociente

obtido representa o nimero estimado de repeti¢cdes presentes no alelo analisado.
3. RESULTADOS

3.1. AMPLIFICACAO POR RP-PCR (REPEAT-PRIMED PCR) E
ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Apbs a otimizagcdo das condicbes de amplificacdo, a RP-PCR foi aplicada ao
conjunto final de amostras incluidas no estudo: ELA12, ELA18, ELA34, ELA37,
ELA40, ELA41, ELA44, além dos controles bioldgicos Controle Neurotipico 2 e ELAL,
que é o controle que, nos dados gerados por Conzendey (2015) apresenta ATXN2
expandido com, aproximadamente, 36 repeticdes quando analisado em PBMC. No gel
da primeira etapa (Figura 1.A), todas as amostras apresentam bandas compativeis
com o esperado para RP-PCR, ainda que com baixa intensidade, como caracteristico
dessa fase inicial do método. Na segunda etapa (Figura 1.B), os perfis tornaram-se
mais definidos, com bandas mais intensas, permitindo melhor distincdo dos alelos. A
amostra ELA18 exibiu uma dupla banda evidente, sugerindo a presenca de dois alelos
de tamanhos distintos. Os controles apresentaram amplificacdo consistente nas duas
etapas da RP-PCR, permitindo sua inclusdo nas andlises subsequentes.

particularmente robusto na analise de fragmentos.
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Figura 1 —Imagens do gel de agarose na 12 etapa (Figura 1.A) e na 22 etapa (Figura 1.B)
da RP-PCR
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Figura 1.A

3.2. ANALISE DE FRAGMENTOS

Apbés uma triagem no biorepositorio de amostras ELA do LNCM, foram
selecionadas 11 amostras para a etapa de analise de fragmentos. Os critérios
adotados nessa triagem incluiram: disponibilidade de DNA de boa qualidade e
quantidade suficiente para todas as etapas experimentais, registros laboratoriais
completos relacionados as analises prévias e, auséncia de mutacdes detectaveis nos
principais genes associados a ELA, conforme triagens anteriores realizadas pelo
proprio LNCM, como C90ORF72, SOD1, TARDBP e FUS. Esses critérios asseguraram
um conjunto de amostras apropriado para investigar especificamente o status genético
de ATXNZ2.

Foram incluidos dois controles neurotipicos, provenientes de doadores
saudaveis, sem histérico clinico ou familiar de ELA. Ambos apresentaram perfis
compativeis com individuos neurotipicos, mostrando alelos dentro da faixa
considerada normal, com 25 repeticbes CAG (Figuras 2 e 3).
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FIGURA 2 - Eletroferograma do doador controle neurotipico 1 obtido por andlise de

fragmentos
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Figura 2. Eletroferogramas representando os picos amplificados de ATXN2. A. Deteccéo das
expansdes de repeticdo CAG no controle 1, com o eixo Y ajustado para o limite de 8.000
unidades para uma visualizacdo ampla do perfil de picos. No canal Blue (FAM), destacam-se dois
picos que correspondem aos alelos de tamanhos aproximados de 145 pb e 153 pb. B. Detecc¢do dos
picos de controle interno, com o eixo Y ajustado para o limite de 8.000 unidades para uma
visualizacdo ampla do perfil de picos. No canal Orange, visualizam-se multiplos picos de controle
interno (LIZ 500), utilizado como referéncia para o célculo do tamanho dos fragmentos. C. Detec¢ao
das expansfes de repeticdo CAG no controle 1, com o eixo Y reduzido a 200 unidades para
detalhamento dos picos de menor amplitude. A seta indica o Ultimo pico detectado pelo software

GeneMarker, aferindo um tamanho de aproximadamente 153 pb.
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FIGURA 3 — Eletroferograma do doador controle neurotipico 2 obtido por andlise de

fragmentos
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Figura 3. Eletroferogramas representando os picos amplificados de ATXN2. A. Detec¢éo das
expansdes de repeticdo CAG no controle 2, com o eixo Y ajustado para o limite de 8.000
unidades para uma visualizagcdo ampla do perfil de picos. No canal Blue (FAM), destacam-se dois
picos que correspondem aos alelos de tamanhos aproximados de 148 pb e 151 pb. B. Detecc¢éo dos
picos de controle interno, com 0 eixo Y ajustado para o limite de 8.000 unidades para uma
visualizacdo ampla do perfil de picos. No canal Orange, visualizam-se multiplos picos de controle
interno (LIZ 500), utilizado como referéncia para o célculo do tamanho dos fragmentos. C. Detecc¢ao
das expansf8es de repeticdo CAG no controle 2, com o eixo Y reduzido a 200 unidades para
detalhamento dos picos de menor amplitude. A seta indica o Ultimo pico detectado pelo software

GeneMarker, aferindo um tamanho de aproximadamente 153 pb.

Incluiu-se também um controle positivo previamente caracterizado como
portador de uma expansao intermediaria em ATXNZ2, descrito em Cozendey (2015) e
validado pelo LNCM em analises anteriores, que apresentava 36 repeticbes ao ser
avaliado via PBMC. Na presente analise de fragmentos (Figura 4), esse controle

apresentou 25 repeticoes.
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FIGURA 4 — Eletroferograma do Controle Positivo (ELAL - ALS3/12) obtido por analise de

fragmentos
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Figura 4. Eletroferogramas representando os picos amplificados de ATXN2. A. Deteccéao das
expansdes de repeticdo CAG no controle positivo ELA (ELAL - ALS3/12), com o eixo Y ajustado
para o limite de 8.000 unidades para uma visualizacdo ampla do perfil de picos. No canal Blue
(FAM), destacam-se dois picos que correspondem aos alelos de tamanhos aproximados de 148 pb e
151 pb. B. Deteccéo dos picos de controle interno, com o eixo Y ajustado para o limite de 8.000
unidades para umavisualizagdo ampla do perfil de picos. No canal Orange, visualizam-se multiplos
picos de controle interno (LIZ 500), utilizados como referéncia para o célculo do tamanho dos
fragmentos. C. Deteccdo das expansfes de repeticdo CAG no controle positivo, com 0 eixo Y
reduzido a 200 unidades para detalhamento dos picos de menor amplitude. A seta indica o Gltimo

pico detectado pelo software GeneMarker, aferindo um tamanho de aproximadamente 154 pb.

Além dos controles, foram analisadas oito amostras de pacientes do Rio de
Janeiro diagnosticados com ELA. Entre elas, verificou-se que a maior parte
apresentou alelos dentro da faixa normal de repeticdes (Figuras 5, 6 e 7; Figuras
Suplementares 1-4).
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FIGURA 5 — Eletroferograma de amostra de paciente diagnosticado com ELA (ELA12 -

ALS105/16) obtido por analise de fragmentos
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Figura 5. Eletroferogramas representando os picos amplificados de ATXN2. A. Detecc¢éo das
expansdes de repeticdo CAG em amostra de paciente diagnosticado com ELA (ELA12 -
ALS105/16), com o eixo Y ajustado para o limite de 8.000 unidades para uma visualizagdo ampla
do perfil de picos. No canal Blue (FAM), destacam-se dois picos que correspondem aos alelos de
tamanhos aproximados de 148 pb e 151 pb. B. Detec¢é&o dos picos de controle interno, com o eixo
Y ajustado para o limite de 8.000 unidades para uma visualizacdo ampla do perfil de picos. No
canal Orange, visualizam-se multiplos picos de controle interno (LIZ 500), utilizados como referéncia
para o calculo do tamanho dos fragmentos. C. Detec¢cdo das expansdes de repeticdo CAG no
controle positivo, com o eixo Y reduzido a 200 unidades para detalhamento dos picos de menor
amplitude. A seta indica o Ultimo pico detectado pelo software GeneMarker, aferindo um tamanho de

aproximadamente 156 pb.
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FIGURA 6 — Eletroferograma de amostra de paciente diagnosticado com ELA (ELA40 -

ALS130/16) obtido por analise de fragmentos
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Figura 6. Eletroferogramas representando os picos amplificados de ATXN2. A. Deteccéo das
expansdes de repeticho CAG em amostra de paciente diagnosticado com ELA (ELA40 -
ALS130/16), com o eixo Y ajustado para o limite de 8.000 unidades para uma visualizacdo ampla
do perfil de picos. No canal Blue (FAM), destacam-se dois picos que correspondem aos alelos de
tamanhos aproximados de 151 pb e 153 pb. B. Detec¢éo dos picos de controle interno, com o eixo
Y ajustado para o limite de 8.000 unidades para uma visualizacdo ampla do perfil de picos. No
canal Orange, visualizam-se multiplos picos de controle interno (LIZ 500), utilizados como referéncia
para o calculo do tamanho dos fragmentos. C. Detec¢do das expansfes de repeticdo CAG no
controle positivo, com o eixo Y reduzido a 200 unidades para detalhamento dos picos de menor
amplitude. A seta indica o ultimo pico detectado pelo software GeneMarker, aferindo um tamanho de

aproximadamente 156 pb.
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FIGURA 7 — Eletroferograma de amostra de paciente diagnosticado com ELA (ELA41 -
ALS135/16) obtido por analise de fragmentos
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Figura 7. Eletroferogramas representando os picos amplificados de ATXN2. A. Detecc¢éo das
expansdes de repeticdo CAG em amostra de paciente diagnosticado com ELA (ELA41 -
ALS135/16), com o eixo Y ajustado para o limite de 8.000 unidades para uma visualizacdo ampla
do perfil de picos. No canal Blue (FAM), destacam-se dois picos que correspondem aos alelos de
tamanhos aproximados de 148 pb e 151 pb. B. Detec¢é&o dos picos de controle interno, com o eixo
Y ajustado para o limite de 8.000 unidades para uma visualizacdo ampla do perfil de picos. No
canal Orange, visualizam-se multiplos picos de controle interno (LIZ 500), utilizados como referéncia
para o calculo do tamanho dos fragmentos. C. Detec¢do das expansfes de repeticdo CAG no
controle positivo, com o eixo Y reduzido a 200 unidades para detalhamento dos picos de menor
amplitude. A seta indica o Ultimo pico detectado pelo software GeneMarker, aferindo um tamanho de
aproximadamente 156 pb.

Apenas uma amostra exibiu um alelo com aproximadamente 30 repeticbes
(Figura 8), compativel com a categoria de expansao intermediaria descrita na

literatura.
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FIGURA 8 — Eletroferograma de amostra de paciente diagnosticado com ELA (ELA18 -
ALS111/16) obtido por analise de fragmentos
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Figura 8. Eletroferogramas representando os picos amplificados de ATXN2. A. Detecc¢éo das
expansfes de repeticho CAG em amostra de paciente diagnosticado com ELA (ELA18 -
ALS111/16), com o eixo Y ajustado para o limite de 8.000 unidades para uma visualizacdo ampla
do perfil de picos. No canal Blue (FAM), destacam-se dois picos que correspondem aos alelos de
tamanhos aproximados de 151 pb e 167 pb. B. Detec¢éo dos picos de controle interno, com o eixo
Y ajustado para o limite de 8.000 unidades para uma visualizacdo ampla do perfil de picos. No
canal Orange, visualizam-se multiplos picos de controle interno (LIZ 500), utilizados como referéncia
para o calculo do tamanho dos fragmentos. C. Detec¢cdo das expansdes de repeticdo CAG no
controle positivo, com o eixo Y reduzido a 200 unidades para detalhamento dos picos de menor
amplitude. A seta indica o ultimo pico detectado pelo software GeneMarker, aferindo um tamanho de

aproximadamente 168 pb.

Essa organizag&o permitiu uma comparagéo direta entre os eletroferogramas
dos diferentes grupos, evidenciando a distribuicdo do numero de repeticées CAG no

gene ATXN2 entre controles e pacientes analisados.
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4. DISCUSSAO

A padronizacdo da analise de fragmentos para deteccdo de expansdes CAG
no gene ATXN2 permitiu estabelecer um método preciso e reprodutivel, capaz de
diferenciar alelos normais e intermediarios em pacientes com Esclerose Lateral
Amiotréfica (ELA) atendidos no estado do Rio de Janeiro. Os controles negativos,
derivados de iPSCs oriundas de doadores saudaveis, apresentaram 25 repeticoes,
valor compativel com individuos sem risco genético associado ao gene ATXN2,

confirmando a especificidade do ensaio.

Um aspecto relevante para as futuras analises de PolyQ em ATXN2 é a
diferenca observada entre o nimero de repeticdes CAG detectado no controle positivo
obtido neste estudo (26 repeticdes) vindo de DNA genbmico de iPSCs e o valor
previamente descrito por Cozendey (2015) para a mesma amostra, vindo diretamente
de DNA gendmico de PBMC. No presente trabalho, o controle positivo foi derivado de
iIPSCs, e ha evidéncias de que o processo de reprogramacédo celular promove uma
relevante reconfiguragdo epigenética, incluindo a normalizagéo de vias de reparo de
DNA envolvidas na estabilidade de repeticdes trinucleotidicas (do inglés, TNRS).
Como demonstrado por Mollica et al. (2018), a reprogramacdo para iPSCs em
modelos de Doenca de Huntington, por exemplo, foi demonstrado que essas células
exibem aumento da expresséao de genes de reparo e reducao da instabilidade de CAG,
levando a um reparo parcial de expansdes presentes nas células somaticas originais.
De forma complementar, Vieira de Sa et al. (2024) destacam a complexidade do uso
de iPSCs na investigacdo de doencas associadas a repeticdes, relatando que néao foi
possivel gerar linhas isogénicas corrigidas para ATXN2 e que diferentes mutacdes de
ELA resultam em fenotipos distintos nos moto-neurénios derivados de iPSCs. Esses
achados reforcam que a dindmica de repeticdo CAG pode ser afetada pelo estado
pluripotente e pelo contexto celular, o que torna plausivel que a reprogramacéo tenha
desestabilizado ou reduzido discretamente o niumero de repeticbes em ATXN2 no
controle positivo analisado neste estudo, justificando o valor inferior observado em
relacdo ao relatado originalmente em PBMCs. Este achado é relevante para futuras
triagens genéticas tanto em ATXN2 como em outros genes, sugerindo que a forma
mais segura é conduzir analises diretamente no DNA gendmico extraido de PBMC ou
vindo da saliva, por ndo ainda possuir os desafios gendmicos/epigendmicos que as

células enfrentam durante a reprogramacéao celular.
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A andlise das oito amostras de DNA genémico de PBMCs de pacientes com
ELA revelou um perfil predominantemente composto por alelos dentro da faixa normal
(25 a 26 repeticdes), com apenas uma amostra, ELA18 (ALS111/16), apresentando
cerca de 30 repeticdes. Este alelo intermediario situa-se dentro do intervalo de risco
(= 30 CAG), j& associado ao aumento de suscetibilidade a ELA e a modulagédo da
toxicidade mediada por TDP-43, conforme relatado em estudos recentes (SABETTA
et al., 2025). A relevancia desse achado é ampliada pelo fato de que ELA18, segundo
registros do painel genético conduzido pelo nosso grupo (ndo publicado) nao
apresenta variantes patogénicas conhecidas em genes majoritariamente associados
a ELA, como TARDBP, FUS, SOD1, VAPB, SMN1 ou SMN2. Assim, a expansao
intermediaria detectada em ATXN2 pode representar um relevante fator genético que
contribuiu para o desfecho clinico desse paciente (ELDEN et al., 2010; NIJS & VAN
DAMME, 2024).

No contexto metodoldgico, o protocolo padronizado demonstrou alta
reprodutibilidade tanto nos controles quanto nas amostras clinicas, com boa defini¢éo
dos picos principais mesmo na presenca de produtos stutter, o que confirma a
precisdo da estratégia analitica baseada na selecdo do pico de maior intensidade
como representativo do alelo verdadeiro. A utilizacdo combinada de RP-PCR e
eletroforese capilar mostrou-se adequada para diferenciar perfis compativeis com
alelos intermediarios, corroborando estudos que estabelecem esse método como uma
ferramenta confidvel de triagem para expansfes de poliglutamina (RENTON et al.,
2011). Em adicdo, o numero de repeticbes reportada nesta triagem esta de acordo
com a triagem de ATXN2 conduzida por Tavares de Andrade et al., 2018 em pacientes
com ELA de diferentes regides do Brasil, mas que néo inclui Rio de Janeiro. Sendo
observada na coorte controle homozigotos com 22 ou 23 PolyQ ou heterozigotos com
23/23.

Em conjunto, os achados deste estudo demonstram que o0 protocolo
padronizado € eficiente para detectar expansdes tipicas e intermediarias em ATXN2
e pode ser aplicado ao rastreamento genético de pacientes com ELA no Rio de
Janeiro. A identificagcdo de uma expansao em heterozigose em ELA18, correlacionada
a auséncia de outras variantes genéticas patogénicas conhecidas, reafirma a
importancia clinica de ATXN2 como fator de risco na coorte analisada, como ja

sugerido por Tavares de Andrade et al., 2018 onde foi detectado um odds-ratio = 2,56
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para aumento de risco de ELA com PolyQ em ATXN2 acima de 26 repeticdes. Esses
resultados, embora obtidos em escala reduzida, evidenciam o potencial de ampliagao
para estudos populacionais mais abrangentes, contribuindo para o refinamento das
estratégias diagnosticas e para o entendimento dos mecanismos genéticos envolvidos

na ELA no Brasil.
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6. MATERIAL SUPLEMENTAR

FIGURA SUPLEMENTAR 1 - Eletroferograma de amostra de paciente diagnosticado
com ELA (ELA32 - ALS124/16) obtido por analise de fragmentos

Figura Suplementar 1. Eletroferogramas representando os picos amplificados de ATXN2. A.
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Deteccdo das expansdes de repeticdo CAG em amostra de paciente diagnosticado com ELA
(ELA32 - ALS124/16), com o eixo Y ajustado para o limite de 8.000 unidades para uma
visualizacdo ampla do perfil de picos. No canal Blue (FAM), destacam-se dois picos que
correspondem aos alelos de tamanhos aproximados de 148 pb e 151 pb. B. Detecc¢édo dos picos de
controle interno, com o eixo Y ajustado para o limite de 8.000 unidades para uma visualizagao
amplado perfil de picos. No canal Orange, visualizam-se multiplos picos de controle interno (LIZ 500),
utilizados como referéncia para o calculo do tamanho dos fragmentos. C. Deteccdo das expansdes
de repeticdo CAG no controle positivo, com o eixo Y reduzido a 200 unidades para detalhamento
dos picos de menor amplitude. A seta indica o Ultimo pico detectado pelo software GeneMarker,

aferindo um tamanho de aproximadamente 155 pb.

FIGURA SUPLEMENTAR 2 - Eletroferograma de amostra de paciente diagnosticado
com ELA (ELA34 — ALS126/16) obtido por analise de fragmentos
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Figura Suplementar 2. Eletroferogramas representando os picos amplificados de ATXN2. A.
Deteccdo das expansdes de repeticdo CAG em amostra de paciente diagnosticado com ELA
(ELA34 - ALS126/16), com o0 eixo Y ajustado para o limite de 8.000 unidades para uma
visualizagcdo ampla do perfil de picos. No canal Blue (FAM), destacam-se dois picos que

correspondem aos alelos de tamanhos aproximados de 148 pb e 151 pb. B. Deteccédo dos picos de
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controle interno, com o eixo Y ajustado para o limite de 8.000 unidades para uma visualizacéo
amplado perfil de picos. No canal Orange, visualizam-se multiplos picos de controle interno (LI1Z 500),
utilizados como referéncia para o calculo do tamanho dos fragmentos. C. Deteccdo das expansées
de repeticdo CAG no controle positivo, com o eixo Y reduzido a 200 unidades para detalhamento
dos picos de menor amplitude. A seta indica o Gltimo pico detectado pelo software GeneMarker,

aferindo um tamanho de aproximadamente 155 pb.

FIGURA SUPLEMENTAR 3 - Eletroferograma de amostra de paciente diagnosticado
com ELA (ELA37 - ALS129/16) obtido por analise de fragmentos
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Figura Suplementar 3. Eletroferogramas representando os picos amplificados de ATXN2. A.
Deteccdo das expansdes de repeticdo CAG em amostra de paciente diagnosticado com ELA
(ELA37 - ALS129/16), com o0 eixo Y ajustado para o limite de 8.000 unidades para uma
visualizagcdo ampla do perfil de picos. No canal Blue (FAM), destacam-se dois picos que
correspondem aos alelos de tamanhos aproximados de 148 pb e 151 pb. B. Detecc¢édo dos picos de
controle interno, com o eixo Y ajustado para o limite de 8.000 unidades para uma visualizagao
ampla do perfil de picos. No canal Orange, visualizam-se multiplos picos de controle interno (LI1Z 500),
utilizados como referéncia para o calculo do tamanho dos fragmentos. C. Deteccdo das expansées

de repeticdo CAG no controle positivo, com o eixo Y reduzido a 200 unidades para detalhamento
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dos picos de menor amplitude. A seta indica o Ultimo pico detectado pelo software GeneMarker,
aferindo um tamanho de aproximadamente 154 pb.

FIGURA SUPLEMENTAR 4 — Eletroferograma de amostra de paciente diagnosticado com
ELA (ELA44 - ALS143/16) obtido por analise de fragmentos
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Figura Suplementar 4. Eletroferogramas representando os picos amplificados de ATXN2. A.
Deteccéo das expansdes de repeticdo CAG em amostra de paciente diagnosticado com ELA
(ELA44 - ALS143/16), com o eixo Y ajustado para o limite de 8.000 unidades para uma
visualizacdo ampla do perfil de picos. No canal Blue (FAM), destacam-se dois picos que
correspondem aos alelos de tamanhos aproximados de 149 pb e 151 pb. B. Detecc¢éo dos picos de
controle interno, com o eixo Y ajustado para o limite de 8.000 unidades para uma visualizagéo
amplado perfil de picos. No canal Orange, visualizam-se multiplos picos de controle interno (LIZ 500),
utilizados como referéncia para o célculo do tamanho dos fragmentos. C. Deteccdo das expansdes
de repeticdo CAG no controle positivo, com o eixo Y reduzido a 200 unidades para detalhamento
dos picos de menor amplitude. A seta indica o Gltimo pico detectado pelo software GeneMarker,

aferindo um tamanho de aproximadamente 154 pb.

39



