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P1720
Avaliacdo de os niveis enzimaticos da iduronato 2-sulfatasa em tecidos de camundongos Knockout MPS I
tratados com o sistema CRISPR/CAS9 para a corregao da Sindrome de Hunter

Luisa Natalia Pimentel Vera, Roselena Silvestri Schuh, Angela Maria Tavares, Esteban Gonzalez, Graziella Rodrigues, Edina Poletto,
Guilherme Baldo - UFRGS

Introducéo: A mucopolissacaridose Il (MPS Il) é causada por mutagdes no gene da enzima iduronato 2-sulfatasa (IDS). A deficiéncia
desta afeta 0 metabolismo dos glicosaminoglicanos e promove o acumulo crescente de heparan e dermatan sulfato. Isto implica uma
série de sintomas multissistémicos progressivos, que leva a morte numa idade precoce. Até a data as Unicas terapias disponiveis
para o tratamento nédo séo totalmente efetivas ou apresentam riscos que dificultam o uso. Devido as limitagdes, justifica-se a busca
por novas abordagens. Usando a tecnologia do DNA recombinante, a edi¢cdo genica pelo sistema CRISPR/Cas9 apareceu nos
Ultimos anos como uma abordagem promissora. Neste sistema, uma nucleasse cliva o DNA em ponto especifico, e uma nova
sequéncia € inserida neste ponto do genoma, corrigindo a mutacdo. Metodologia: Para testar a capacidade corretiva do sistema
CRISPR in-vivo camundongos MPS |l de 3 meses de idade recebram pela via nasal durante 30 dias um complexo formado por um
vetor lipossomal, um plasmideo CRISPR/Cas9 e um DNA doador com a sequéncia do gene da IDS. Amostras de soro foram
coletadas aos 15 e 30 dias da administragdo e durante cada més até os 6 meses de idade, onde os camundongos foram
eutanasiados e os tecidos coletados para realizar dosagem da enzima IDS. Resultados, Discussédo e conclusdes: O tratamento
intranasal dos camundongos de 3 meses de idade (n = 7 camundongos MPS |l, CEUA/HCPA#170137) resultou em niveis de
atividade IDS no soro durante os 30 dias da administragdo entre o 3-4% da atividade normal, embora os seguintes meses apés do
tratamento até os seis meses, a atividade no soro diminui até um 0,5-1,5%. Houve um aumento significativo da atividade de IDS no
coragdo nos pulmdes e o bulbo olfatério superiores aos MPS Il ndo tratados e proximo a 1 % dos niveis normais. Esses resultados
forneceram uma visdo preliminar da distribuicdo e afinidade do vetor pelos diferentes tecidos usando a via nasal como via da
administragdo. Embora que ndo tenha aumento da atividade enzimética em todo o cérebro, o fato de ter producdo da enzima no
bulbo olfatdrio pode servir para a enzima ser secretada e absorvida pelos tecidos proximos. Unitermos: MPS II; CRISPR/CAS9.
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Analise de variantes polimdrficas na regiao 5° UTR do gene DNAJB6 em pacientes com a Doenga de Machado-
Joseph

Maiara Kolbe Musskopf, Eduardo Preusser de Mattos, Luis Dias Ferreira Soares, Gabriel Vasata Furtado, Jonas Alex Morales Saute,
Laura Bannach Jardim, Maria Luiza Saraiva-Pereira - HCPA

A doenca de Machado-Joseph ou ataxia espinocerebelar tipo 3 (DMJ/SCA3) é uma doenca neurodegenerativa causada pela
expansao do trinucleotideo CAG no gene ATXN3. A idade de inicio (ii) dos sintomas ocorre predominantemente na vida adulta (30 a
50 anos) e é inversamente proporcional ao tamanho da expansdo. Entretanto, outros moduladores genéticos e/ou ambientais
parecem influenciar a ii, uma vez que pacientes com o mesmo tamanho de expansdo podem apresentar ii discordantes. Um dos
potenciais moduladores genéticos da ii € a proteina DNAJB6 supressora da agregacéo de proteinas amiloidogénicas associadas a
doencas. Além disso, trabalhos recentes tém demonstrado alteragBes nos niveis de expressdo da DNAJB6 em pacientes com
DMJ/SCAS, além da correlacdo destes niveis com a progressdo da doenca em pacientes com uma ii precoce ou tardia. Desta forma,
este trabalho visa analisar as frequéncias de variantes polimérficas na regido 5 UTR do gene DNAJB6 que possam estar
relacionadas com a modulagcdo da ii de pacientes com DMJ/SCA3. Para isto, foi selecionada uma regido compreendendo 1500
nucleotideos a montante do éxon 1 para ser analisada em 65 amostras de DNA (45 pacientes com ii precoce ou tardia e 20
individuos saudaveis). Esta regido foi dividida em 4 sub-regides sobrepostas, as quais foram posteriormente amplificadas pela
técnica de PCR e submetidas ao sequenciamento de Sanger utilizando o kit BigDye® v3.1. Os produtos do sequenciamento foram
resolvidos por eletroforese capilar e os resultados foram analisados pelo software SeqScape® v2.5 seguidos de andlise estatistica
através do software SPSS v.18. A regido selecionada abrange 36 variantes polimérficas ja descritas na literatura, as quais ndo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre as frequéncias alélicas de pacientes, controles e amostras do banco de
dados 1000 Genomes. Nove variantes se mostraram heteroalélicas na populagdo em estudo, e a comparagdo das frequéncias
genotipicas entre pacientes e controles ndo apresentou nenhuma diferenca estatisticamente significativa. De maneira geral, o
presente estudo indica que as variantes polimérficas desta por¢do da regido 5 UTR ndo estdo relacionadas com uma possivel
modulacéo da ii de pacientes de DMJ/SCA3. Entretanto, devido as evidéncias experimentais a nivel de proteina, é relevante a
continuidade da investigacé@o através da analise de hapl6tipos, fatores de transcricdo e/ou outros componentes genéticos associados
a esta regido. Unitermos: Doeng¢a de Machado-Joseph; Modificadores de fen6tipo; Gene DNAJBS6.
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Perdas gestacionais recorrentes: entendendo o papel da familia génica EGF-CFC na reprodu¢do humana

Joao Matheus Bremm, Lucas Rosa Fraga, Fernanda Sales Luiz Vianna, Thayne Woycinck Kowalski, Flavia Gobetti Gomes, Maria
Teresa Vieira Sanseverino - HCPA

Introducdo: Perdas Gestacionais Recorrentes (PGR) sé@o definidas como duas ou mais perdas gestacionais que ocorrem antes das
20 semanas de gestacdo. PGR sdo um importante problema de saude reprodutiva, afetando 1%-5% dos casais. Em cerca de 50%
dos casos, a causa permanece indefinida. Na busca de fatores de susceptibilidade existem diversos estudos que associam variantes
em genes com as PGR. Nesse contexto variantes nos genes TDGF1 e CFC1, da familia EGF-CFC, séo fortes candidatos baseando-
se no seu papel durante o reconhecimento embrio-materno, implantacdo embrionaria e desenvolvimento embrionario. Objetivo:
Avaliar a participacdo dos genes da familia EGF-CFC na reproducéo através de ferramentas de bioinformética e biologia molecular.
Material e Métodosforam levantadas as Variantes de Nucleotideo Unico (SNV) de ambos genes através do software R studio, que
posteriormente foram filtradas em bancos de dados, ABraOM e GenomeAD com base nas suas frequéncias. As SNVs com
frequéncia = 0.01 foram submetidas a revisdo da literatura e predigdes funcionais.. Este projeto esta aprovado no Comité de Etica em
Pesquisa do HCPA (CAAE 89992818.3.0000.5327). Resultados e Conclusdes:. No gene TDGF1 foram encontradas 1254 SNVs,
dentre essas 43 sdo com frequéncia = 0.01, ja em CFC1 foram encontradas 286 SNV e dessas apenas 3 com frequéncia = 0.01.
Dentre as variantes analisadas de TDGF1, 3 alteraram ilhas CpG, 23 apresentaram ganho ou perda de ligagdo de pelo menos um
miRNA, 32 estdo localizadas em sitios de interacdo com 76 diferentes fatores de transcricdo (FT) e 34 apresentaram potencial
alteracdo de sitio de splicing. Dos 76 FT encontrados ligando-se as SNVs 24 estdo associados a ontologias reprodutivas
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compartilhadas com TDGF1 e das SNVs, 4 estdo em sitios de ligacdo de miRNAs ativos durante desenvolvimento embrionario.
Dentre as variantes analisadas em CFC1, apenas uma apresentou ganho de ligagdo de miRNA, uma alterou uma ilha CpG e duas
estdo localizadas em sitios de interagdo com 5 diferentes FT.. A partir das predi¢cdes determinamos pontuagfes para as variantes,
que inferem qudao relevantes as mesmas podem ser como marcadores para o estabelecimento do papel de EGF-CFC nas PGR.
Encontramos uma variante na regido promotora e uma no éxon 3 dos genes TDGF1 e CFC1, respectivamente. Como perspectiva
pretende-se estudar a frequéncia dessas variantes em amostras de mulheres que apresentaram AR e comparar com controles.
Unitermos: Perdas gestacionais recorrentes; TDGF1; CFCL1.

P1769

Achados video-oculograficos em estagios pré-clinicos e clinicos da ataxia espinocerebelar do tipo 3/Doenca de
Machado-Joseph (SCA3/MJD): resultados preliminares do estudo BIGPRO

Amanda Henz Cappelli, Camila Maria de Oliveira, Gabriela Bolzan, Anastacia Guimardes Rocha, Ana Claudia Alves da Silva,
Eduardo Preusser de Mattos, Nathalia Kersting dos Santos, Gabriela Ecco, Maiara Kolbe Musskopf, Laura Bannach Jardim - HCPA

A ataxia espinocerebelar do tipo 3/Doenca de Machado-Joseph (SCA3/MJD) é uma ataxia cerebelar autossémica dominante
causada por expansdo anormal de uma sequéncia repetiti-va de trinucleotideos CAG no gene ATXN3. Sabe-se que a melhor
maneira de medir a pro-gressdo dos sintomas neuroldgicos é por meio da aplicagdo de escalas clinicas, as quais tém pequeno
tamanho de efeito e sdo, portanto, desvantajosas para serem utilizadas como desfecho em ensaios clinicos. Essa desvantagem
pode ser superada pelo descobrimento de bio-marcadores substitutos, tais como o reflexo vestibulo-ocular (VOR) e outros
parametros do movimento ocular medidos por video-oculografia (VOG). Individuos sintomaticos e em risco de 50% de herdarem a
mutacdo, recrutados de familias com diagndstico molecular de SCA3. Aplicaram-se escalas clinicas NESSCA e SARA. Indi-viduos
em risco foram submetidos a andlise molecular do ATXN3. Portadores da mutacdo foram considerados pré-sintométicos se
negassem sintomas, com escores de SARA < 3. O VOR e movimentos oculares foram avaliados por VOG. A previsdo de idade de
inicio para portadores pré-sintométicos foi calculada por um modelo paramétrico de sobrevivéncia. Os parametros de duragdo da
doenca (DD) em sintomaticos e o de previsdo do tempo para inicio da doenga em pré-sintomaticos foram combinados na variavel
“tempo-versus-inicio de sintomas”. Foram recrutados 6 controles, 7 portadores pré-sintomaticos e 21 portadores sintomaticos com,
respectivamente, 31,6 (12,3), 23,9 (5,6) e 41,4 (8,5) anos de idade foram incluidos. Portadores pré-sintomaticos e sintomaticos
tinham o tamanho da expansdo de CAG similares (74). Portadores sintomaticos tiveram 5,6 (2,5) anos de duragdo de doenga,
sujeitos pré-sintomaticos estavam a 18,1 (6,8) anos para o inicio da doenca. O ganho médio do VOR aos 60ms desde o inicio do
movimento da cabeca (VORG60) foi em portadores sintomaticos, portadores pré-sintomaticos e controles, respectivamente, igual a
0,70 (0,21), 0,94 (0,13), 1,08 (0,06); a velocidade vertical de sacadas (VSV) com um alvo a 20° de distancia para cima foi de 245,9%s
(65), 338,6°%s (51.8) e 387,5%s (46,2) - resultados de portadores sintométicos di-feriram dos outros dois grupos (ANOVA/Tukey).
SARA (r=0,707), NESSCA (r=0,776), VOR60L (r=-0,621) e VSV (r=-0,531) correlacionaram-se de maneira significativa com a
variavel “tempo-versus-inicio de sintomas”. VOR60 e VSV correlacionaram-se bem com a NESSCA (r=-0,779 e r=- 0,671) e com a
SARA (r=-0,789 e r=-0,590). Unitermos: Doenc¢a de Machado-Joseph; Biomarcadores; Reflexo vestibulo-ccular.
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Caracterizacéo da cognicéo e disfagia nas paraparesias espasticas hereditarias

Daniela Burguéz, Lais Alves Jacinto Scudeiro, Marina Siebert; Carelis Del Valle Gonzalez Salazar, Marcondes Cavalcante Franca
Junior, Maira Rozenfeld Olchik, Jonas Alex Morales Saute - HCPA

Introducéo: As Paraparesias Espasticas Hereditarias (PEH) s&o caracterizadas por espasticidade e fraqueza muscular em membros
inferiores, acompanhadas ou ndo por achados neuroldgicos adicionais. Até hoje, poucos estudos avaliaram sistematicamente o
comprometimento cognitivo e da degluticdo nas PEH. Métodos: Estudo transversal descritivo e multicéntrico em que pacientes com
diagndstico molecular confirmado de PEH foram recrutados nos ambulatérios de Neurogenética do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre e da Universidade de Campinas. O perfil cognitivo e a degluticdo dos pacientes foram avaliados por meio de uma bateria
padronizada de testes e os sintomas depressivos foram avaliados pela Escala de Depressdo de Beck (BDI). Resultados:
Participaram do estudo cinquenta pacientes com PEH, SPG4 (n = 34), SPG11 (n =5), SPG5 (n =4), CTX (n =4), SPG7 (n = 3) com
média de idade de 45,32 (+16,90) anos e um periodo médio de escolaridade de 7,78 (+4,41) anos. Em relagdo ao perfil cognitivo,
73% dos pacientes com SPG4 (25/34), 75% com SPG5 e CTX (3/4), 66% com SPG7 (2/3) e 100% dos pacientes com SPG11
apresentaram desempenho abaixo do esperado para idade e escolaridade. Em relagdo aos sintomas depressivos, 17% (5/29) dos
pacientes com SPG4 apresentaram escores de sintomas depressivos leves e 3% (1/29), moderados; todos os pacientes com SPG5
e SPG7 tiveram resultados normais no BDI; e 50% (2/4) com CTX ndo apresentaram depressdo, mas a outra metade da amostra,
juntamente com todos os pacientes com SPG11, ndo foram capazes de responder ao questionario. Em relacdo a avaliacdo da
degluticdo, apenas 2% (1/34) dos pacientes com SPG4 e 33% com SPG7 (1/3) apresentaram disfagia (grau leve). Todos os demais
pacientes desses grupos e 100% com SPG5 apresentaram degluticio normal. Para os pacientes com formas complicadas, SPG11 e
CTX, a disfagia foi observada em 80% (4/5) e 50% (2/4) dos casos, respectivamente. Conclusédo: Diferentemente de estudos
anteriores, constatamos consistentemente que pacientes com SPG4 (uma forma pura de PEH) exibem altera¢ges cognitivas. O uso
de uma série mais abrangente de testes pode ter influenciado nossos resultados. A baixa incidéncia de depresséo na PEH sugere
gque esse sintoma ndo esta atuando como um fator de confusdo para as anormalidades do perfil cognitivo. Além disso, deve-se ter
maior atengdo a degluticdo dos pacientes com SPG11 e CTX, uma vez que eles estdo em maior risco de desenvolver disfagia
orofaringea. Unitermos: Paraparesias espasticas hereditarias; Cognicédo; Depressao.
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Morte neuronal, astrogliose e desmieliniza¢cdo provocada por uma sobrecarga de lisina em camundongos com
deficiéncia na glutaril-coa desidrogenase

Kaleb Pinto Spannenberger, Alexandre Umpierrez Amaral, Bianca Seminotti, Janaina Camacho da Silva, Rafael Teixeira Ribeiro,
Francine Hehn de Oliveira, Guilhian Leipnitz, Diogo Onofre Souza, Moacir Wajner - UFRGS

Acidemia glutérica tipo | (AG I) € uma doenca hereditaria neurometabdlica causada pela deficiéncia da glutaril-CoA desidrogenase

(GCDH). Pacientes afetados por essa doenca sao suscetiveis a desenvolver degeneracdo aguda do estriado durante situagdes de
estresse catabdlico, principalmente entre os 3 e 48 meses de idade, apresentando apds distonia e discinesia. Apesar dos
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