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A ANALISE MOLECULAR DO GENE UBQLN2 NA CAUSA DA ESCLEROSE
LATERAL AMIOTROFICA EM PACIENTES DO RIO DE JANEIRO

Maria Clara Baron Silva Ramos?
Rafaela de Freitas Martins Felicio?
Veronica Marques Zembrzuski®
RESUMO

A Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA) é uma doenca neurodegenerativa progressiva e fatal
caracterizada pela degeneracao dos neurbnios motores, resultando em atrofia e paralisia muscular,
sendo que a maioria das terapias atuais sdo paliativas, entdo quanto mais informacdes genéticas
forem conhecidas, mais especificos poderdo ser os tratamentos e maiores serdo as chances de
uma melhor qualidade de vida. Um dos diversos genes identificados como responsaveis pela
disrupcao da rede neural é o UBQLN2. Neste contexto, este estudo teve como objetivo analisar a
sequéncia codificadora do gene UBQLN2 em 87 pacientes com Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA)
da populacdo do Rio de Janeiro, utilizando sequenciamento de sanger e sequenciamento completo
do exoma. Os resultados revelaram predominancia de casos esporadicos (77,8%), distribuicdo
equilibrada entre os sexos e idade média de inicio dos sintomas de 53 anos. Apenas uma paciente
apresentou uma variante possivelmente inédita no gene UBQLNZ2 (p.Gly479Val), associada a inicio
precoce e evolucdo agressiva da doenca, enquanto os demais pacientes apresentaram apenas
variantes benignas ou polimorfismos. A correlacao entre genétipo e fenétipo sustentou a hipétese
de que a mutacéo identificada seja causal para o quadro clinico observado. Conclui-se que, embora
alteracbes no UBQLN2 sejam raras, sua identificacdo € relevante para o diagnostico diferencial,
aconselhamento genético e desenvolvimento de terapias personalizadas. O estudo reforca a
importancia da analise genético-molecular como ferramenta complementar ao diagnéstico clinico da
ELA no Brasil.

Palavras-chave: Esclerose Lateral Amiotéfica. UBQLN2. Mutacbes Genéticas.
Sequenciamento.

ABSTRACT

Amyotrophic Lateral Sclerosis (ALS) is a progressive and fatal neurodegenerative disease
characterized by the degeneration of motor neurons, resulting in muscle atrophy and paralysis. Most
current therapies are palliative, so the more genetic information is available, the more targeted the
treatments can be, increasing the chances of improved quality of life. Among the various genes
identified as responsible for disrupting neural network is UBQLNZ2. In this context, this study aimed
to analyze the coding sequence of the UBQLN2 gene in 87 ALS patients from the population of Rio
de Janeiro, using Sanger sequencing and whole-exome sequencing. The results showed a
predominance of sporadic cases (77.8%), balanced sex distribution, and an average age of symptom
onset of 53 years. Only one patient presented a potentially novel variant in the UBQLN2 gene
(p.Gly479Val), associated with early onset and aggressive disease progression, while the remaining
patients presented only benign variants or polymorphisms. The genotype-phenotype correlation
supported the hypothesis that the identified mutation is causal for the observed clinical presentation.
It is concluded that although alterations in UBQLN2 are rare, their identification is relevant for
differential diagnosis, genetic counseling, and the development of personalized therapies. The study
reinforces the importance of genetic-molecular analysis as a complementary tool to the clinical
diagnosis of ALS in Brazil.
Keywords: Amyotrophic Lateral Sclerosis. UBQLN2. Genetic Mutations. DNA Sequencing.
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1 INTRODUCAO
1.1 CARACTERISTICAS

A Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA) é uma doenca neurodegenerativa
progressiva e fatal, com uma sobrevida tipica de apenas 2 a 5 anos a partir do
diagndstico (GOUTMAN S et al., 2023). E caracterizada pela degeneracdo dos
neurbnios motores no cérebro e na medula espinhal, levando a atrofia e paralisia
muscular (TOZANI, F. DE D.; SIQUEIRA.; 2023). As causas da ELA séo
multifatoriais, portanto, por uma combinacdo de fatores genéticos/biolégicos e
ambientais, como tabagismo, IMC, exercicio fisico, sua etiologia se torna dificil
(MASRORI; VAN DAMME, 2020.).

1.2 CLASSIFICACOES

A ELA pode ser classificada devido a origem da doenca, que distingue os
casos esporadicos daqueles familiares, e o fendtipo clinico, que descreve as
diferentes manifestacfes da doenca. Estima-se que entre 90% a 95% dos casos
de Esclerose Lateral Amiotréfica sejam esporadicos (ELAe), enquanto 5% a 10%
sdo familiares (ELAf) (AGNELLO L. e CIACCIO M., 2022; SEVER B., et al., 2022).
Quanto ao fendtipo clinico, comumente aos 55 anos de idade os pacientes
apresentam as primeiras manifestacdes (LAIS ,2023), que podem variar conforme
0S grupos musculares inicialmente afetados e o padréo de progresséo da doenca.
As manifestacées mais comuns da doenca podem incluir a forma espinhal, que
provoca fraqueza nos membros; a bulbar, que prejudica a fala e a degluticdo; a
respiratoria, que compromete 0s musculos responsaveis pela respiracao; a
piramidal, marcada por dificuldades de coordena¢c&o motora e rigidez muscular; a
flacida, associada a atrofia muscular e fraqueza; e, finalmente, a forma com
Deméncia Frontotemporal, caracterizada por alteragcdes cognitivas e
comportamentais (FELDMAN E et al., 2022).

1.3 EPIDEMIOLOGIA

Estima-se que a Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA) afete cerca de 140 mil
pessoas em todo o mundo a cada ano, com uma prevaléncia global em 4,5 casos
por 100 mil habitantes (WOLFSON et al.,, 2023). No Brasil, sua taxa de
incidéncia é de 1,5 casos a cada 100 mil habitantes, o que corresponde a
aproximadamente 2.500 novos pacientes por ano (ABrELA). A ELA impacta a



gualidade de vida dos pacientes e representa um alto custo financeiro para familias
e o sistema de saude; o custo médio por internacéo foi de R$ 7.091,40 por paciente
em 2021 (Instituto de estudos de saude suplementar IESS), e 0s gastos com
tratamento ultrapassam dezenas de milhares de reais. Embora o SUS forneca
tratamento gratuito para os pacientes, o custo total de cuidado da doenga ainda é
muito elevado para o sistema de saude publico (IESS).

1.4 FISIOPATOLOGIA DA ELA

A fisiopatologia da ELA é complexa e pouco conhecida (MOULJALLED D et
al., 2021); vérios processos moleculares tém se associado a essa patologia como:
estresse oxidativo, excitotoxicidade e disfuncdo mitocondrial (GOUTMAN S et al.,
2023). Uma das principais caracteristicas da ELA, patologicamente, é a
degeneracéo dos tratos bulbar e espinhal, acompanhada da perda progressiva dos
corpos celulares dos neurbnios motores superiores e inferiores, o que leva ao
comprometimento dos axonios e a falha na transmisséo dos sinais motores (MEAD
R et al., 2023). O diagnostico da ELA é desafiador, principalmente porque nao
existe um teste especifico para a doenca. Inicialmente, € realizado por meio da
analise clinica e do exame fisico, que podem evidenciar sinais e sintomas, bem
como deficiéncias fisicas relacionadas a condicdo. Para complementar o
diagnostico, sdo solicitados exames adicionais, como eletroneuromiografia,
exames de sangue e puncao lombar (GODOQY et al., 1991).

Em aproximadamente 97% dos pacientes a ELA, é uma proteinopatia, da
proteina TDP-43, resultando em processos de agregacdo citoplasmatica; em
formas mais raras, proteinas como FUS e SOD1 também podem estar envolvidas
(NEUMANN M, et al., 2006). O principal biomarcador é a agregacdo proteica. A
lesdo dos neurdnios motores na ELA é consequéncia da interacdo entre esses
multiplos mecanismos fisiopatologicos, que resultam em wuma disrupcao
generalizada da rede neural (MSD MANUALS, 2021).

1.5 GENES ASSOCIADOS A ELA

Atualmente, com o avan¢o das pesquisas gendmicas, diversos genes
causadores de ELA foram identificados, como por exemplo, C9orf72,
CHCHD10, SQSTM1, TBK1, CCNF, FUS, TARDBP, OPTN, UBQLNZ2,
TUBA4A, ATAXN2, VCP e CHMP2B (MEAD R et al.,, 2023) e tém contribuido

significativamente para o diagnostico molecular da ELA, permitindo a identificagcao



de variantes genéticas associadas a formas familiares e esporadicas da doenca.
Isso ndo so facilita a confirmacgéo diagndstica, mas também abre caminhos para
tratamentos personalizados, considerando as caracteristicas genéticas de cada
paciente (SILVEIRA Et al., 2024). No entanto, a ELA é uma doencga incuravel, e os
tratamentos disponiveis sdo apenas paliativos, focados em aliviar os sintomas e
melhorar a qualidade de vida dos pacientes (MSD MANUALS, 2021).

1.6 UBQLN2

Um dos diversos genes identificados como responsaveis pela disrup¢ao da
rede neural é o UBQLN2 (MEAD Et al., 2023). Também conhecido como Chap1,
Dsk2 ou PLIC, este gene esta localizado no cromossomo Xp11.21 (RENAUD Et al.,
2019. Além disso, a proteina codificada pelo UBQLN2 contém 12 repeticbes do
dominio PXX, que desempenham um papel crucial nas interacfes entre proteinas;
esse dominio faz com que se diferencie o UBQLN2 dos outros membros da familia
ubiquilina (RENAUD Et al., 2019).

O UBQLN2 codifica a Ubiquilina-2, uma proteina essencial para a
degradacéo de proteinas redundantes e mal dobradas, atuando através do sistema
ubiquitina-proteassoma e da macroautofagia. Assim, a Ubiquilina-2 funciona como
uma chaperona molecular crucial para a homeostase proteica (RENAUD Et al.,
2019). Além do dominio PXX, o UBQLN2 possui em sua por¢cado N-terminal um
dominio semelhante a ubiquitina (UBL), com cerca de 70 aminoéacidos, que se liga
ao proteossoma, e um dominio associado a ubiquitina na regido C-terminal (UBA),
gue possui 40 aminoacidos, e € responsavel por identificar as cadeias de
poliubiquitina em proteinas marcadas para degradagdo (RENAUD et al., 2019).

O estudo pioneiro de Deng et al. (2011) foi importante na identificacdo das
mutacdes no UBQLN2 (P497H, P497S, P506T, P509S, P525S), como uma das
causas raras da ELA, particularmente nas formas familiares da doenga. Os autores
analisaram que as mutagfes nesse gene estavam relacionadas ao acumulo de
agregados proteicos nas células neuronais, sugerindo que a falha na degradacao
de proteinas desempenha um papel fundamental no desenvolvimento da ELA.
Mutacdes no UBQLNZ2, na ELA, podem levar a deficiéncia de autofagia, resultando
no acumulo de proteinas toxicas, como TDP-43, FUS, SOD1 e até mesmo a propria
UBQLN2 mutada (RENAUD et al.,, 2019). Esse acumulo leva a formacdo de

inclusGes citoplasmaticas nos neurdnios motores, comprometendo o transporte



axonal e contribuindo para a neurodegeneracédo (DENG et al., 2011) e progressao
da doenca.
1.7 JUSTIFICATIVA

7z

A Esclerose Lateral Amiotréfica € uma doenca neurodegenerativa de
progressdo muito rapida, levando a morte, com sobrevida média apds o diagnostico
de 2 a 5 anos (GOUTMAN S et al., 2023). A identificacdo das variantes genéticas,
como as do UBQLNZ2, pode contribuir para um diagndostico mais preciso a partir da
variante causal, permitindo abordagens clinicas mais adequadas. Além disso, essa
identificacdo pode abrir possibilidades para o desenvolvimento de tratamentos e
terapias mais especificas e assim, mudar esse quadro progressivo da doenca
(MEJZINI, RITA et al., 2019). Atualmente, ELA € uma doenca sem cura e a maioria
das terapias sao terapias paliativas, entdo quanto mais informacgdes genéticas mais
especifico serd o tratamento e assim maior as chances de uma melhor qualidade
de vida (LINDEN, 2010).

1.8 OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo analisar a sequéncia codificadora do gene
UBQLN2 em pacientes com Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA), utilizando o
sequenciamento de Sanger e o sequenciamento completo do exoma na populagéo
do Rio de Janeiro. Para isso, foram identificadas as variantes presentes no gene,
verificada a ocorréncia dessas variantes em bancos de dados genéticos publicos e
na literatura, avaliadas quanto a sua patogenicidade e possivel relacdo com a
doenca, além de correlacionadas com os dados clinicos dos pacientes. Também
foram detalhados e analisados os polimorfismos encontrados, considerando suas

potenciais associa¢cdes com a ELA.



2 METODOLOGIA

O diagndstico dos 87 pacientes com ELA foi estabelecido apds exames
clinicos e neurofisioldgicos realizados por neurologistas especializados do Instituto
de Neurologia Deolindo Couto (INDC/UFRJ), seguindo os critérios definidos pelo El
Escorial World Federation of Neurology (BROOKS et al, 2000). Todos os
participantes, ou seus representantes legais, foram esclarecidos quanto as
intencdes da pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). Este trabalho segue as normas de pesquisa em seres humanos do
CNS/Ministério da Saude (resolucdo 466/2012), e foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica e Pesquisa da FIOCRUZ (CAAE: 03830512.8.0000.5248).

2.1 COLETA E EXTRACAO

A coleta de 5 mL de sangue de cada paciente, com posterior extracdo do
DNA, foi realizada ap0s a assinatura do TCLE. O DNA gen6mico foi extraido de
leucécitos sanguineos periféricos usando o kit Purelink Genomic DNA (Invitrogen,
Carlsbad, CA), conforme as especificagdes do fabricante. Para determinar a
concentracdo de DNA nas amostras, foi utilizado o fluorémetro Invitrogen Qubit® 4
da Thermofisher (Waltham, MA, USA). Para avaliar a pureza do DNA, utilizou-se
um espectrofotbmetro NanoDrop® 2000 disponivel na Plataforma RPT01J do
IOC/FIOCRUZ. Para o sequenciamento completo do exoma, as amostras
deveriam apresentar valores minimos de qualidade de >1,8 para a razdo 260/280
e entre 1,8 e 2,2 para a razdo 260/230. As amostras de DNA permanecem
armazenadas a -20°C no biorrepositério do Laboratério de Genética Humana (LGH)
do Instituto Oswaldo Cruz (IOC) — FIOCRUZ (RJ).

2.2 ANALISE MOLECULAR
O gene UBQLN2 foi analisado através de sequenciamento de Sanger e

sequenciamento completo de exomas.

2.2.1 DESENHO DOS OLIGONUCLEOTIDEOS
A sequéncia do gene UBQLN2 foi obtida através do banco internacional de
sequéncias Ensembl (disponivel em http://www.ensembl.org/index.html), tendo

sido selecionado o transcrito ENST00000338222.7 como referéncia. Os


http://www.ensembl.org/index.html)

oligonucleotideos foram desenhados com o auxilio do programa Primer3Web,
(http://primer3plus.com/web_3.0.0/primer3web_input.htm) e em seguida o0s
mesmos foram avaliados através de ferramentas de bioinformatica disponiveis no
site PrimerStats (em http://www.bioinformatics.org/sms2/pcr_primer_stats.html)
para verificar adequacdo aos parametros necessarios para a realizagdo da PCR.
Como o gene UBQLN2 apresenta apenas um unico longo éxon, foi necessario
dividi-loem cinco regides (1.1, 1.2, 1.3, 1.4 e 1.5) para gerar reacdes de
alto rendimento. Desta forma, foram desenhados cinco pares de oligonucleotideos
(Tabela 1) para cobrir toda a regido codificadora do gene e adjacéncias.

Tabela 1. Sequéncias dos oligonucleotideos desenhados para o gene UBQLN2,
utilizadas para amplificacdo e analise das regides de interesse sequéncias dos

oligonucleotideos desenhados para o gene UBQLN2.

Gene Nome do Primer Sequéncia do Oligonucleotideo Amplicon (pb)
Primer Exonl.lF UBQLN2 5’-TGCCTCCTTCCTTCCTCCTT-3’ 587
Primer Exonl.IR UBQLN2 5’-CTGGAGCTCAGAGAAGTTGGT-3’
Primer Exonl.2F UBQLN2 5’-TCCACAAATAGCAACCCGTT-3’ 602
Primer Exonl.2R UBQLN2 5’-CTTGTGGTCGTGCTGGTAGT-3’

UBQIN? Pr%mer_EXOnl .3F_UBQLN2 5’-AGTTCCTCCTCTGGGGAAGG-3’ 492
Primer Exonl.3R UBQLN2 5’-CCCCTGCTGGATCTGCATTA-3’
Primer Exonl.4F UBQLN2 5’-GCAAATCCTCAGCTGCAGGA-3’ 507
Primer Exonl.4R UBQLN2 5’-CAGTTGTTGCTGAAATCTGACT-3
Primer Exonl.5F UBQLN2 5’-CCCTGTAGGCCCAGTCACC-3’ 495
Primer Exonl.5R UBQLN2 5’-AGTAAAGAACGATTTTGTGTGTGT-3’

Fonte: Elaboarada pelo autor

2.2.2 PCR (REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE) E PURIFICACAO
De inicio, realizamos uma PCR de gradiente para definirmos a melhor
temperatura de hibridizacdo dos pares de oligonucleotideos. As enzimas Taq DNA
Polimerase utilizadas para cada uma das reacbes de PCR estdo dispostas na
tabela 2, assim como a temperatura de hibridizacdo dos oligonucleotideos e o
namero de ciclos da PCR. Os reagentes utilizados para cada tipo de Taq DNA
Polimerase, bem como suas concentracfes, sdo mostrados na Tabela 3.
Tabela 2. Condi¢cdes utilizadas para a amplificacdo das regibes/exfes do gene
UBQLNZ2 por PCR.

Temperatura de

Gene Regifio/ éxon Tag DMNA Polimerase hibeidizacio Nimero de ciclos
1.1 ND ND ND
1.2 Celleo recombimant ® 06" i
LIBCHN2 1.3 Taq platinum & HC 35
1.4 Taq platinum & 58,5°C 35
1.5 Celleo recombinant & 68 C 35

Tabela 2. ND: ndo determinado. Fonte: Elaboarada pelo autor


http://primer3plus.com/web_3.0.0/primer3web_input.htm)
http://www.bioinformatics.org/sms2/pcr_primer_stats.html)

Tabela 3. Concentracdes e volumes dos reagentes utilizados na reacdo de PCR

convencional para amplificacdo do gene UBQLN2

Celleo recombinant ®

Taq platinum ®

Reagentes Volume 1X Volume 1X
Millicy 16,8 pL 158 ul
Tampiio 10X 25ul* 2.5ul
MgCl; 50mM 0pl 1.0 ul.
DNTP 2mM 2,5ul 25 uL
Primer Forward 10 pM 1.0 pL 1.0 puL
FPrimer Reverso 10 uM 1,0 pL 1.0 ul
Enzima 5U/uL 0.2 ul 0.2 pL
Total 24 ul 24 ul
DA 1 ul I ul
Volume final 25 ul 25 ul

Fonte: Elaboarada pelo autor

*Tampio contém MgCla.

A ciclagem foi realizada no termociclador Veriti modelo 9902 (Thermo Fisher

Scientific). As ciclagens relativas a cada Taq DNA Polimerase estéao disponiveis na

Tabela 4.

Tabela 4. Ciclagens utilizadas para padronizacédo da PCR.

Cellco recombinant ®

Tag platinum &

°oC Tempo N* de ciclos °C Tempo N de ciclos
95 3 min 1 94 2 min 1

95 30 seg 94 30 seg

~ 30 seg 35-38 30 seg 35
n 1 min 7 30 seg

n 2 min | 4 o3 1

Fonte: Elaboarada pelo autor

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%
(Thermo Fisher Scientific), diluida em tampédo TAE 1X (LGC Biotecnologia). As
amostras foram preparadas adicionando-se 4 pL da aliquota da reacdo de PCR a 2

ML de corante de corrida (azul de bromofenol 0,25%; xileno cianol 0,25%; glicerol

30%) e 1 pL de GelRed ™ (Uniscience) diluido previamente em 500 puL de agua

destilada. A eletroforese foi realizada a 98 V, durante 40 minutos em cuba horizontal



(LCH —12x14 / Loccus Biotecnologia). A amplificacdo do DNA foi observada através
da comparacédo de sua intensidade com a de um marcador de tamanho molecular
de 100 pb (Invitrogen). O gel foi visualizado em transiluminador de luz ultravioleta
(L.PIX — Loccus Biotecnologia) e o registro fotogréfico arquivado. Em todas as
reacOes foi utilizado um controle negativo para assegurar que 0S reagentes
utilizados na reacdo ndo apresentassem contaminacdo com DNA exdgeno. Apoés a
padronizacdo da reacao de PCR, todos os produtos foram purificados a partir do kit
ExoSAP-IT® Reagent (Applied Biosystems, Vilnius, Lithuania). Foram utilizados 2,5
ML do material amplificado e 1 pL da enzima ExoSAP-IT. Em seguida, as reagdes
foram incubadas a 37°C por 15 min para tratamento com a enzima e a inativacao

da mesma por 15 min a 80°C.

2.2.3 SEQUENCIAMENTO DE SANGER

Apbs a purificacdo, as regides codificadoras do gene UBQLN2, bem como
suas regides adjacentes, foram analisadas através de sequenciamento automatico
de Sanger na Plataforma Tecnolégica de Sequenciamento de DNA do Instituto
Oswaldo Cruz/Fiocruz (RPTO1A). As reacdoes de sequenciamento dos produtos
purificados da PCR foram preparadas em uma placa de 96 pogos [MicroAmp®
Optical 96-Well Reaction Plate (Thermo Fisher Scientific)], em um volume final de
5uL, utilizando o kit BigDye Terminator v3.1 (Thermo Fisher Scientific), contendo:
50 ng do DNA purificado; 3,2 pmol do oligonucleotideo senso ou antisenso; 1,0 uL de
tampéao (Thermo Fisher Scientific), 0,5 yL do BigDye (Thermo Fisher Scientific) e
agua milliQ para um volume final de 5,0 pL de reacéo. As reacfes foram conduzidas
no termociclador Veriti modelo 9902 (Thermo Fisher Scientific). A ciclagem da
reacdo consistiu em 35 ciclos de desnaturacdo a 96° C por 15 segundos,
hibridizagcéo a 50° C por 10 segundos e extensao a 60° C por 4 minutos.

2.2.4 SEQUENCIAMENTO COMPLETO DO EXOMA

Em parceria com Laboratério de Alta Complexidade do Instituto Fernandes
Figueira (LACIFF - FIOCRUZ), o preparo das bibliotecas de DNA foi realizado com
o kit lllumina DNA Prep with Enrichment de acordo com as instrugdes do fabricante
(Mlumina, Inc., San Diego, CA, USA). Durante a preparacdo da biblioteca, os
fragmentos de DNA foram avaliados usando o Sistema Agilent 2100 Bioanalyzer.

Para a etapa de sequenciamento, foi utilizado o sequenciador Illumina NovaSeq X



(lumina, Inc., San Diego, CA, USA), localizado na Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ).

2.3.1 ANALISE DAS MUTACOES

As variantes encontradas neste estudo foram rastreadas nos bancos de
dados GenomAD, AbraOM, ClinVar, EXAC, assim como em publicacGes prévias,
com o intuito de avaliar se ja foram descritas e se ha estudos sobre sua
patogenicidade. Além disso, foi realizada a avaliagdo quanto a sua patogenicidade
através de andlises in silico nos programas SIFT, Polyphen, Mutation Taster e

VarSome.

Os resultados obtidos no exoma, carregados na plataforma Franklin, foram
filtrados de acordo com a possivel associagcdo com a Esclerose Lateral Amiotrofica
(ELA), a classificagdo de patogenicidade, baixa frequéncia (o filtro de baixa
frequéncia é utilizado para destacar variantes genéticas raras com maior potencial
de serem causadoras da doenca, enquanto variantes de alta frequéncia geralmente
séo consideradas benignas ou polimdérficas). Além disso, foi usado o filtro “Closest
Exon Distance” (distancia até o éxon mais proximo), que mostra o quao perto a
variante esta de um éxon. Variantes dentro ou muito proximas a éxons podem
influenciar o splicing ou a propria proteina, enquanto as mais distantes costumam
ter menor importancia clinica.Todas as variantes, inclusive aquelas classificadas
como benignas, serdo avaliadas de forma a confirmar sua classificacdo por meio
da analise das frequéncias populacionais disponiveis no VarSome e em outros

bancos de dados de referéncia.

No caso de ser identificada a variante de UBQLNZ2 como potencial causa da
doenca, sera realizada a comparagcdo entre o gendétipo e o fenétipo clinico do
paciente. Além disso, por meio da plataforma Uniprot, serdo consultadas
publicacGes cientificas e analisadas variantes préximas a encontrada, a fim de

ampliar a interpretacdo do resultado.



3 RESULTADOS

Dos 87 pacientes analisados, foram coletadas informacfdes demograficas e
clinicas com o objetivo de caracterizar o perfil da amostra estudada. O local de
nascimento se concentrou na regido sudeste do Brasil (Figura 1), sendo a maioria
originaria do Rio de Janeiro (74,3%), seguida por Minas Gerais (11,4%), Espirito
Santo (5,7%) e Séo Paulo (2,9%). Em relacdo ao sexo (Figura 2), 48,9% dos
pacientes eram do sexo masculino e 51,1% do sexo feminino. A classificacdo dos
casos (Figura 3) mostrou que 77,8% dos individuos apresentaram ELA esporadica,
enquanto 22,2% foram casos familiares. No aspecto clinico, os pacientes
apresentaram uma variedade de sintomas iniciais, incluindo fraqueza muscular,
caimbras, atrofia, principalmente nos membros superiores e inferiores, além de
alteracOes na fala e dificuldade para deglutir. Outros relatos foram dificuldades de
locomocéo, perda de equilibrio, tremores, fadiga e alteracdes respiratorias. A idade
de inicio dos sintomas dos pacientes variou entre 26 e 79 anos, com média de 53

anos.

Figura 1- Distribuicdo percentual dos pacientes de acordo com o estado de

nascimento dos pacientes.

PB

RJ

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figurara 2 —Distribuicdo percentual dos pacientes segundo o sexo, sendo

representados em amarelo os pacientes do sexo masculino e em verde os
pacientes do sexo feminino.

48,9%

51,1%

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 3 — Distribuicdo percentual dos pacientes com ELA, de acordo com a
forma de apresentacdo da doenca, mostrando a proporcéo de casos familiares e
esporadicos.

ELA familiar
22.2%

ELA esporadica
77,8%

Fonte: Elaborado pelo autor.

Neste estudo, todos os 87 pacientes foram avaliados quanto a presenca de
alteragcbes genéticas no gene UBQLNZ2, incluindo mutac¢des e polimorfismos. Entre

eles, 44 pacientes foram submetidos ao sequenciamento de exoma completo, mas
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apenas o UBQLN2 foi analisado neste trabalho. Os outros 43 pacientes tiveram o
gene UBQLN2 analisado previamente por sequenciamento de Sanger.

Para o paciente ALS127, uma mulher diagnosticada aos 42 anos de idade,
foi encontrado apenas um polimorfismo no gene UBQLN2 (Tabela 5). Por ser uma
variante sindnima, ndo altera o aminoacido da proteina. Além disso, apresenta
frequéncia elevada na populacdo, sendo, portanto, caracterizada como um
polimorfismo e ndo como uma mutac¢ao causal.

Somente em um paciente (ALS84), uma mulher diagnosticada aos 26 anos,
foi identificada uma variante de significado incerto, possivelmente causal, no gene
UBQLNZ2, correspondente a mutacéo p.Gly479Val, sem registro prévio em banco
de dados (Tabela 5). Para uma analise mais aprofundada, foi analisado o exoma
do paciente. Além da alteracdo no gene UBQLN2, também foram observadas
variantes patogénicas, provavelmente patogénicas, ou de significado incerto, em
outros 36 genes, quatro deles previamente associados a ELA (Tabela 6). Em
relacdo a estes quatro genes, as variantes identificadas foram: trés classificadas
como falha técnica (genes RFN13, MTTP e SPTLC1) e uma variante no gene
ERBBA4, considerada como de significado incerto pelos preditores.

Tabela 5 — Variantes identificadas no gene UBQLN2 nos pacientes analisados,

incluindo ID do paciente, alteracao proteica, troca de bases e éxon correspondente

ID do paciente Variante Trocade bases Exon
ALS 84/14 p.Gly479Vval c.1436G>T 1
ALS127/16 p.Thr487= c.1461C>A 1

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 6 — Variantes de significado incerto em genes relacionados a ELA para a
paciente ALS 84, apresentando informacdes sobre a sequéncia alterada e 0 éxon
afetado

Gene Variante Exon
ERBB4 c.884-6A>C 8
SPTLC1 c.306C>G 4
RNF13 c.322-11 322-10del 5
MTTP c.30C>G 1

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Muitos casos foram relatados como falha pelo Franklin, e o VarSome
também demonstrava essa classificacdo, ndo apresentando nenhum registro em
dados da literatura. As variantes nos genes RFN13, SPTLC1 e MTTP apareceram
em todos os pacientes, 0 que reforga a interpretacdo de que se tratam de falhas
técnicas e ndo de mutacgdes verdadeiras.

A variante ¢.884-6A>C, no gene ERBB4, foi considerada benigna pelo
Varsome. Por estar em uma regido de intron, e os preditores convencionais a
considerarem como uma variante benigna ou de significado incerto, foi utilizado um
preditor especifico de splicing (SPLICEAI) para a analise de patogenicidade; a
variante nado foi considerada patogénica.

A andlise genética foi complementada com a avaliacdo das variantes
classificadas como benignas para a paciente ALS84. A partir de um painel de 122
genes, selecionados com base na sua relevancia em relagéo a ELA, foi observado
gue ocorreram 15 variantes benignas em 12 genes. A natureza benigna das
variantes foi confirmada também pela verificacdo de suas frequéncias e foram
submetidas ao Varsome para comparacéao dos preditores in silico (Tabela 7).

Tabela 7 — Andlise das variantes benignas da paciente ALS 84 , com gene,

alteracéo genética e classificacdo dos preditores in silico.

GENE VARIANTE ANALISE DOS PREDITORES
IN SILICO

DPP6 €.2378-8 2378-7del Benigno

SETX p.Gly2036= BP4:Fortemente
Benigno

SETX p.Lys1190Glu BP4:Fortemente
Benigno

ATXN3 p.GIn298Alafs*20 Benigno

FUS €.1542-5del Benign

ALS2 €.280A>G BP4:Fortementem
Benigno

ALS2 p.Glul59Lys Benigno

VWAS p.Glu1300Lys BP4:Fortementem
Benigno

VWAS p.Arg660Gly Benigno

SLC6A4 p.Thr439= Benigno

TXNRD1 €.990-8del Benigno

SLC12A2 p.Alal07del Benigno

SIRT1 p.Gly66Cys Benigno

TNFRSF10B p.Thr197Met Benigno

GFM1 €.1910-8del Benigno

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Apoés a confirmacdo das variantes benignas, todas as variantes que néo
apresentavam relagcdo com a doenca foram descartadas.

Para dar suporte a variante p.Gly479Val como causa da ELA na paciente
ALS84, foi realizada a correlagdo gendétipo-fendtipo, relacionando a variante com
as caracteristicas clinicas observadas na paciente. Na analise feita através do
programa Uniprot, foram identificadas mutacdes (a partir de dados da literatura) em
regides proximas a variante p.Gly479Val: Thr487lle e Pro497His/Ser. Estas duas
mutagdes sdo associadas a presenca de inclusdes de ubiquilin-2 nos neurdnios
motores, inicio precoce da ELA e, em alguns casos, formas mais agressivas da
doenca. Na paciente do nosso estudo, a ELA era do tipo familiar, com a doenca se
apresentando de forma mais agressiva, inicio dos sintomas aos 26 anos de idade,
tetraparesia espastica, comprometimento bulbar e progressdo motora significativa.

Em relacdo aos demais pacientes, ndo foram observadas variantes em
UBQLN2.
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4 DISCUSSAO

O diagnostico da ELA é frequentemente tardio, levando em média cerca de
um ano e meio até sua confirmacao clinica, periodo em que a doenca geralmente
ja se encontra em estagio avancado. Considerando que a sobrevida média apos o
inicio dos sintomas varia de 2 a 5 anos (GOUTMAN et al., 2023; FELDMAN et al.,
2022), torna-se evidente a importancia de abordagens que favorecam a deteccao
precoce. Nesse contexto, as analises genéticas surem como ferramentas
essenciais, contribuindo ndo apenas para o aprimoramento do diagnéstico, mas
também para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas especificas
(MEJZINI et al., 2019).

Neste estudo, 87 pacientes com ELA foram avaliados quanto a dados
demograficos, clinicos e genéticos. A maioria dos participantes era do estado do
Rio de Janeiro, refletindo o local de recrutamento da amostra. Quanto ao sexo, a
distribuicdo foi equilibrada: 48,9% homens e 51,1% mulheres, sem diferenca
significativa entre os grupos, o que vai de acordo com a literatura que aponta
incidéncia semelhante entre os sexos (AGNELLO; CIACCIO, 2022). Em relacéo a
classificacéo clinica, observou-se predominancia de casos esporadicos (77,8%) em
comparacao com os familiares (22,2%), reforcando estimativas de ELA esporadica

ser a maioria dos casos (SEVER, 2022).

Os sintomas iniciais foram bastante variados, incluindo fraqueza muscular,
caimbras, atrofia em membros superiores e inferiores, alteracdes na fala e na
degluticdo. Outros sinais, como dificuldades de locomocéao, tremores, fadiga e
alteracOes respiratorias, também foram relatados, evidenciando a diversidade
fenotipica da doenca. Essa variabilidade clinica € compativel com o que se conhece
sobre a ELA, uma doenga que acomete diferentes grupos musculares, resultando
em manifestacdes distintas entre os pacientes (FELDMAN et al., 2022; MEAD et
al., 2023).

Do ponto de vista molecular, entre os 44 pacientes submetidos ao
sequenciamento completo de exoma, apenas um (ALS84; uma mulher de 26 anos

no momento do aparecimento dos primeiros sintomas) apresentou uma mutagao
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no gene UBQLN2, a p.Gly479Val, ainda nédo registrada em bancos de dados,
indicando uma variante rara e possivelmente inédita em ELA familiar. Essa baixa
frequéncia de mutacBes nesse gene é consistente com a literatura, que descreve
alteracdbes em UBQLN2 como eventos raros tanto em ELA familiar quanto
esporadica (MILLECAMPS et al., 2012). Além disso, variantes em outros quatro
genes foram identificadas na paciente ALS84, sendo trés classificadas como falha
técnica (genes RFN13, MTTP e SPTLC1), enquanto a variante em ERBB4 foi
considerada benigna pelos preditores. Esses achados reforgcam a necessidade de
confirmar todas as variantes identificadas para validar sua relevancia clinica e
assim descobrir a mutacdo causal (RENAUD et al.,, 2019). A descoberta da
mutacdo rara em UBQLNZ2, que se relaciona com sinais clinicos tipicos de ELA
familiar, também destaca como o sequenciamento genético pode ajudar a entender
a diversidade molecular da doenca e apoiar o acompanhamento dos pacientes,
além de abrir caminho para possiveis estratégias terapéuticas (MATTHEWS et al.,
2025). Os outros 43 pacientes que foram analisados por Sanger ndo apresentaram

mutacdes em UBQLN2.

Também foram observadas variantes benignas, que, embora ndo estejam
diretamente associadas a ELA, foram analisadas e confirmadas por meio de bancos
populacionais e do VarSome garantindo que nenhuma variante fosse descartada
sem verificagdo. Entre elas, identificou-se apenas um polimorfismo, ALS 127, no
gene UBQLN2 (c.1461C>A, p.Thr487=). Por se tratar de uma mutag&o sinbnima,
gue ndo altera a sequéncia de aminoacidos da proteina, foi classificada como
provavelmente benigna. No entanto, mesmo variantes sinénimas podem influenciar
a estabilidade do RNA mensageiro, a eficiéncia da traducédo ou a regulacédo de
splicing, impactando indiretamente a fungdo da proteina. A andlise desses
polimorfismos é relevante para caracterizar o perfil genético da populagéo estudada
e reforcar a distingcdo entre variantes patogénicas e benignas (SUBRAMANIAN et
al., 2025).

A avaliacdo detalhada da paciente ALS84 foi fundamental para correlacionar
gendtipo e fendtipo. Clinicamente, a paciente apresentou inicio precoce da doenca,
com comprometimento bulbar, tremores e tetraparesia espastica, evoluindo para
atrofia distal nos membros superiores e hipertrofia nos membros inferiores.

Variantes em regifes proximas a p.Gly479Val (identificada na paciente do nosso
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estudo), como Thr487Ile (WILLIAMS et al., 2012) e Pro497His/Ser (DENG et al.,
2011; XIA et al., 2014; GILPIN et al., 2015), tém sido associadas a presenca de
inclusBes de ubiquilina-2 nos neurdnios motores, inicio precoce da ELA e, em
alguns casos, formas mais agressivas da doenca. Com base nessas evidéncias, a
mutacdo p.Gly479Val parece estar relacionada ao fenotipo da paciente,
caracterizado por inicio precoce, tetraparesia espastica, comprometimento bulbar

e progressao motora significativa.

Estudos indicam que variantes patogénicas nessa regiao do gene UBQLN2
estdo associadas ao acumulo de ubiquilina-2 nos neurdnios motores da medula
espinhal, frequentemente associadas a ubiquitina, TDP-43 e FUS, proteinas
fortemente relacionadas a patogénese da ELA (NEUMANN et al., 2006; RENAUD
et al., 2019). Esses acumulados ajudam a explicar a disfungéo proteica observada
em ELA e mostram como a variante genética pode estar ligada ao quadro clinico
da paciente. Ademais, o fato de a mutacdo Thr487Ile estar proxima de outras
variantes associadas a formas mais agressivas da doenca, como as localizadas em
Pro497, sugere que alteracbes nesse dominio da proteina podem contribuir para
uma evolugcdo mais rapida e grave da ELA (LIN et al., 2021).

Alguns dos desafios encontrados durante a realizacdo deste trabalho
incluiram a escassez de dados clinicos, uma vez que muitos prontuarios estavam
incompletos. Além disso, parte das amostras utilizadas era bastante antiga, o que
comprometeu a integridade do material e dificultou nas repeticdes dos processos

de extracao de DNA.
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5 CONCLUSAO

A andlise do gene UBQLN2 em pacientes com Esclerose Lateral Amiotréfica
(ELA) da populacdo do Rio de Janeiro permitiu identificar uma variante rara e
inédita (p.Gly479Val) em uma paciente com ELA familiar, sugerindo uma possivel
relacdo entre a mutacdo e o quadro clinico apresentado. A baixa frequéncia de
mutacdes no UBQLN2 observada neste estudo esta de acordo com a literatura, que
descreve alteragcdes nesse gene como eventos raros na ELA. A amostra
apresentou predominancia de casos esporadicos, equilibrio entre os sexos e média
de idade de inicio dos sintomas de 53 anos, refletindo a diversidade dos pacientes
analisados.

Dessa forma, os objetivos do estudo foram alcancados, uma vez que foi
possivel identificar, caracterizar e correlacionar geneticamente as variantes
encontradas com os dados clinicos, diferenciando as causais das benignas com o
auxilio de ferramentas de bioinformética e bancos de dados populacionais.

Este trabalho contribui para o entendimento genético da ELA no Brasil,
reforcando a importancia da analise genético-molecular como ferramenta essencial
para o diagnostico precoce, o aconselhamento genético e, futuramente, para a
indicacdo de terapias especificas. Como perspectiva futura, destaca-se a
necessidade de investir no desenvolvimento de estratégias terapéuticas
direcionadas a variantes especificas, uma vez que a identificagdo de mutacdes
como a p.Gly479Val pode abrir caminho para tratamentos personalizados, incluindo

terapias génicas voltadas aos mecanismos patogénicos associados a doenca.
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