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Jorge, G.C. Recombinacdo Homologa entre SMN1 e SMN2 — Estudo da Atrofia
Muscular Espinhal. 2017. 45f. Trabalho de conclusdo de curso (Graduacdo em
Biomedicina). Sao Paulo: Centro Universitario Sdo Camilo; 2017.

Atrofia Muscular Espinhal (AME) é uma doenca neuromuscular transmitida pelo
padrdo de heranca autossémico recessivo, com incidéncia estimada em
aproximadamente 1 em cada 10.000 nascidos vivos (1:10.000), apresentando
fendtipo variavel entre os pacientes. O locus do gene associado a doenca esta
no cromossomo 5, especificamente na regido 5q11.2-q13.3, uma regido
duplicada e invertida que contém o gene SMN1 (gene de sobrevivéncia do
neurénio motor) diretamente relacionado a doenca, e o pseudogene SMN2. O
gene SMN1, em condigbes normais, codifica a proteina SMN presente em
dendritos e axonios, atuante no metabolismo de RNA. Mutacdes neste gene
resultam em uma proteina SMN truncada, responsavel pelo fenétipo de AME.
Essa perda de funcdo pode ser parcialmente compensada pelo SMN2, que
também produz a proteina SMN, porém de forma menos estavel. Nessa regido
também podemos encontrar o gene NAIP fortemente relacionado com a forma
severa da doenca quando se encontra deletado. Em 2017, foi aprovado pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) um medicamento especifico
para a AME, sendo uma doenca em evidéncia e de interesse publico. Sendo
assim, este trabalho visa realizar levantamento bibliografico em bases de dados
e bibliotecas cientificas, sintetizando, analisando e discutindo as publicacdes
mais recentes e relevantes sobre a Atrofia Muscular Espinhal e a relacdo com
0s genes SMN1, SMN2 e NAIP. Contemplando os diagndsticos clinicos e
moleculares da doenca bem como sua interacao celular, tratamento e proteina
produzida espera-se elucidar o mecanismo génico que acarreta a doenca para
melhor caracterizagéo do fenétipo clinico da AME.

Palavras chaves: atrofia muscular espinal — diagnéstico, genes, recombinacéo
homologa, terapéutica.



Jorge, G.C. Homologous Recombination between SMN1 and SMN2 - Study of
Spinal Muscular Atrophy.2017. 45f. Term paper (Graduate program in
biomedicine). Sao Paulo: Centro Universitario Sdo Camilo; 2017.

Spinal Muscular Atrophy (SMA) is a neuromuscular disease transmitted by the
autosomal recessive inheritance pattern, with an estimated incidence of
approximately 1 in 10,000 live births (1: 10,000), showing a variable phenotype
among the patients. The locus of the gene associated with the disease is on
chromosome 5, specifically in the region 5911.2-q13.3, a duplicate and inverted
region containing the SMN1 gene (Survival Motor Neuron gene) directly related
to the disease, and the pseudogene SMN2. The SMN1 gene, under normal
conditions, encodes the SMN protein present in dendrites and axons, acting on
RNA metabolism. Mutations in this gene result in a truncated SMN protein,
responsible for the SMA phenotype. This loss of function may be partially offset
by SMN2, which also produces the SMN protein, but in a less stable form. In this
region we can also find the NAIP gene strongly related to the severe form of the
disease when it is deleted. In 2017, a specific medicine for the SMA was
approved by the Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), being a
disease in evidence and of public interest. Thus, this work aims to carry out a
bibliographic survey in databases and scientific libraries, synthesizing, analyzing
and discussing the most recent and relevant publications on Spinal Muscular
Atrophy and the relationship with the SMN1, SMN2 and NAIP genes. Beholding
the disease’s clinical and molecular diagnoses as well as their celular interaction,
treatment and produced protein; it is expected to elucidate the gene mechanism
entailing the disease to better describe SMA’s clinical phenotype.

Keywords: spinal muscular atrophy - diagnosis, genes, homologous
recombination, therapy.
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1. INTRODUCAO
1.1 Historico

Atrofia muscular espinhal (AME) é uma neuropatia transmitida pelo
padrao de heranca autossGmico recessivo, evidenciada pela atrofia muscular
secundaria nos musculos voluntarios proximos de pernas, bracos e
eventualmente de todo o tronco, com perda progressiva dos movimentos que
ocorre devido a degeneragdo dos neurénios motores presentes no corno anterior
da medula espinhal, responséaveis pela interacdo entre medula espinhal e os
musculos do corpo (motoneurdnios a) (Figura 1) (Araujo et al, 2005; Baioni e
Ambiel, 2010).

Figura 1 - Representacdo da transmissao dos impulsos nervosos do cérebro para os

neurdénios motores chegando nas fibras musculares. Os neurénios motores se localizam
no corno Anterior da medula espinhal e sdo diretamente afetados no AME.

Neurdénio motor
Cérebro

Medula espinhal
Musculo

Modificado de: Together in SMA (2017).

O primeiro relato da forma mais grave da AME atribui-se a Werdnig e
Hoffmann em artigos publicados nos anos de 1891 e 1893. Neste ultimo,
referem-se 7 casos da doenca em 4 familias diferentes (Kostova et al, 2007). A
descricdo da forma leve surgiu como resultado dos esfor¢cos de Kugelberg e
Welander para caracterizar e diferenciar a atrofia muscular espinhal da distrofia
muscular. O artigo original foi publicado em 1956 no jornal americano Archives
of Neurology and Psychiatry (Chicago), expondo 12 casos de atrofia muscular

espinhal (Kostova et al, 2007). Em 1960, Dubowitz comecou a explicar a forma



intermediaria da doenca estudando pacientes de uma ala do Queen Mary's

Hospital for Children com distrofia muscular (Kostova et al, 2007).

1.2 Bases Moleculares da AME

A AME é uma doenca ligada ao cromossomo 5 correlacionada com o
gene codificante da proteina de sobrevivéncia do neurdnio motor (SMN). E a
principal doenga autossdmica recessiva fatal depois da fibrose cistica e sua
incidéncia é de aproximadamente 1 a cada 10.000 nascidos vivos (Araujo et al,
2005; Baioni e Ambiel, 2010). A frequéncia de individuos portadores (que
apresentam alelos diferentes entre si — chamados de heterozigotos) da doenca
é de 1:40 a 1:60 individuos (Baioni e Ambiel, 2010).

Em 1995, Lefebvre e colaboradores identificaram o gene SMN1 como
associado a AME. Esse gene, localizado na porcao telomérica de 5q13 (Baioni
e Ambiel, 2010), possui 8 éxons (1, 2a, 2b, 3, 4, 5, 6, 7 e 8) correspondendo a
aproximadamente 20kb de extensdo (Burglen et al, 1996). Em condi¢cdes
normais, esse gene € responsavel pela codificacdo da proteina SMN (Baioni e
Ambiel, 2010). A auséncia desse gene acarreta em AME, e pode ser causada
por uma delecdo ou por uma mutacao de ponto que acarreta na conversao de
SMN1 para SMN2 (Baioni e Ambiel, 2010).

1.3 Principais Sintomas

Os principais sintomas apresentados pelos pacientes sao fraqueza
muscular e perda progressiva do movimento (atrofia simétrica), pois apenas a
motricidade tem a funcdo prejudicada (Baioni e Ambiel, 2010). Com o
comprometimento da ligacdo entre os neurbnios motores e 0os musculos, os
musculos voluntarios proximais de pernas, bracos, e eventualmente musculos
do tronco utilizados em atividades como engatinhar, andar, sentar-se e mover a
cabeca, se atrofiam durante a progressédo da doenca e agravam 0s sintomas

clinicos do paciente (Wirth et al, 2006).



Uma diferenca entre a atrofia e a distrofia € o local de acometimento. A
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nervosas, como evidenciado na Tabela 1.

Tabela 1 - Principais diferencas entre a atrofia muscular espinhal e a distrofia muscular.
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Modificado de: Baioni e Ambiel (2010).

De acordo com a idade de surgimento e os sintomas, a AME pode ser

classificada em quatro tipos: I, 11, lll e IV.



2. OBJETIVOS

Realizar levantamento bibliografico em bases de dados e bibliotecas
cientificas, sintetizando, analisando e discutindo as informacfes mais recentes
sobre os genes relacionados a Atrofia Muscular Espinhal. Assim como elucidar
0 mecanismo génico que a acarreta, 0s genes correlacionados, a importancia da
proteina produzida, sua interacdo celular e possiveis diagnésticos, tanto clinico

como molecular além do tratamento para a doenca.
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3. MATERIAIS E METODOS

Neste trabalho de revisdo bibliografica foram utilizadas as bases de
dados Google Académico e PubMed, com busca no periodo de 1990 a 2017.
Dentre os resultados encontrados — mediante descritores SMN, SMN1, SMN2,
NAIP, atrofia muscular espinhal, diagnostico AME, conversao génica, via
ubiquitina proteassoma e seus correspondentes em inglés — foram selecionados

e consultados cerca de 50 documentos.
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4. DESENVOLVIMENTO
4.4 Classificacdo da AME
4.4.1 AME tipo |

Também conhecida como AME severa ou AME infantil ou doenca de
Werdnig-Hoffmann, a AME do tipo | acomete criancas prejudicando suas funcdes
motoras de controle da cabeca (Wang et al, 2007). Apresentam um grito fraco,
tosse e ndo adquirem a capacidade de sentar-se de forma independente (sem
apoio). Com a idade de inicio da doenca de 0 a 6 meses, a maioria desses
pacientes ndo chegam ao seu segundo ano de vida sem uma gestdo adequada
de intervengdes pulmonares ndo invasivas e nutricionais, como sonda de
gastrostomia (ja que sem a devida assisténcia, as complicacdes respiratorias e
a disfuncdo bulbar sdo as maiores associadas de mortes nesses pacientes)
(Oskoui et al, 2007; Russman, 2007; Wang et al, 2007).

As funcdes de degluticdo, alimentacdo e manejo de secre¢ado oral sdo
afetadas antecipadamente ao primeiro ano de vida. O musculo da lingua pode
se atrofiar e apresentar fasciculacdo. A fraqueza e hipotonia nos membros e
troncos podem ser acompanhadas de fraqueza muscular intercostal e, devido a
preservacao inicial do diafragma, as criangas apresentam o tronco superior em
forma de sino com o colapso da parede toracica e protrusao abdominal, além de

respiracdo paradoxal caracteristica (Wang et al, 2007).

4.4.2 AME tipo I

A Atrofia muscular espinhal do tipo Il geralmente é sintomatica em idades
entre 6 e 18 meses, mas pode se manifestar mais cedo. Esses pacientes
apresentam atraso motor caracterizado pela incapacidade de andarem sozinhos,
contudo, podem ficar em pé com algum suporte, se sentar sozinhos ou se
manterem apoiados quando posicionados. Em algumas criancgas, a fraqueza
bulbar associada a dificuldade de degluticdo pode acarretar em baixo ganho de
peso (Wang et al, 2007). Ademais, essas crian¢as podem desenvolver tremores
finos, designados de miofasciculacdes, quando os dedos estéo estendidos ou ao

tentar apertos de méo. Apresentam dificuldades para tossir, bem como, limpar a
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secrecdo oriunda da traqueia e serem acometidos por cifoescoliose e contraturas
com o passar dos anos (Baioni e Ambiel, 2010). A expectativa de vida desses
pacientes varia de 10 a 40 anos (Russman, 2007).

4.4.3 AME tipo Il

A AME do tipo lll, igualmente nomeada de doenca Kugelberg-Welander
ou Atrofia muscular espinhal juvenil, apresenta surgimento dos sintomas a partir
dos 18 meses de idade, entretanto, a idade de inicio pode variar muito
(Russman, 2007). Segundo Wirth e colaboradores (2006), existem dois tipos de
AME do tipo Ill, a e b. A AME do tipo llla é designada quando os sintomas
aparecem até os 3 anos de idade e os individuos afetados possuem a habilidade
de andar até os 20 anos de idade. A AME tipo llIb se desenvolve depois dos 3
anos de idade e o paciente ndo perde a capacidade de andar, conservando-a

por toda a vida.

Alteracéo nas fun¢des como degluticdo, tosse e hipoventilagdo noturna
sdo menos comuns quando comparadas com a AME tipo Il, porém ndo sao
descartadas, podendo acometer esses pacientes, assim como as chances de
desenvolver escoliose aumentam com o perpassar da idade do paciente. A

expectativa de vida em AME do tipo Il € indefinida (Wang et al, 2007).

4.4.4 AME tipo IV

Na AME do tipo IV ndo é observado um consenso em relagéo a idade de
acometimento. Wang e colaboradores (2007) reportam que a fraqueza se inicia
geralmente na segunda ou na terceira década da vida com um comprometimento
motor suave e sem problemas respiratorios ou gastrointestinais. Ja Russman
(2007) descreve que o aparecimento se da por volta dos 10 anos de idade e esta
associado com uma esperanca de vida normal. Ambos relatam que o paciente

consegue andar normalmente, sem comprometimento.

Sendo assim, € necessario caracterizar molecularmente os diferentes
tipos de AME para garantir um diagndéstico inequivoco e terapias mais precisas,

visando garantir melhores condi¢gfes para 0s pacientes.
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4.2 Recombinacdo Homodloga

A AME, como dito anteriormente, ocorre por uma delecao bialélica do
gene SMN1 ou por uma mutacdo de ponto que acarreta em uma mudanga na
sequéncia de nucleotideos, levando a uma mudanca do SMN1 em SMN2. Esse
mecanismo é denominado conversao génica. A conversao génica € um processo
no qual uma sequéncia génica é copiada e substituida para outra regido
homologa e pode ser proveniente de cromossomos homélogos, cromatides-
irmas ou de origem ectdpica, sem que haja necessidade de crossing over
(Watson et al, 2015).

Héa duas formas por meio das quais pode ocorrer a conversao génica:
amplificac@o da fita simples que invade a dupla-hélice e altera a informacao
genética inicial; ou reparo das bases malpareadas que sdo reconhecidas e

removidas com posterior correcdo dessa regiao (Watson et al, 2015).

Sabendo-se que o reparo é aleatoério, qualquer uma das fitas pode ser
corrigida, podendo haver troca da informacéo genética contida na fita molde. A
sequéncia, agora, pode codificar tanto a informacdo A como a informacao a,

dependera exclusivamente de qual fita foi corrigida (Watson et al, 2015).

Esse mecanismo é uma das formas pela qual ocorre a recombinacao

homaologa.
Acredita-se que a recombinacdo homéloga envolve as seguintes etapas:
A) Alinhamento de duas moléculas de DNA homdélogas (parentais)

B) Quebra de uma fita dupla (DSB - do inglés double-strand break) é feita
em uma molécula de DNA parental. As exonucleases expdem as extremidades
5’ das fitas clivadas, deixando saliéncias 3’ de fitas simples. As extremidades de
fita simples sé@o estabilizadas por ligagdo cooperativa de Rad51 ou proteinas

relacionadas.

C) Consequentemente, a fita simples invade a dupla-hélice
complementar, inicialmente formando uma tripla hélice, mas por fim deslocando
uma das fitas complementares originais, processo chamado de invaséo de fita.
A sintese de DNA estende a fita invasora por aproximadamente um quilobase

apos haver pareamento de bases. As fitas complementares deslocadas da
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molécula cortada sdo estendidas por sintese de DNA, que frequentemente
apresenta bases malpareadas, este DNA novo é chamado de heteroduplex de
DNA.

D) As duas jungdes que ligam as duas duplas-hélices sdo chamadas de
juncdes de Holliday e sé&o resolvidas cortando duas fitas (resolucéo) e ligando as

terminacdes ao oposto complementar (Figura 2) (Strachan e Andrew, 2013).
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Figura 2 - Modelo de Holliday para a recombinacdo homoéloga. Cortes em apenas uma
das fitas sdo feitos ha mesma posicdo em ambas as moléculas parentais. As fitas
cortadas sdo trocadas por complementariedade do pareamento de bases. Apls a
ligacdo é produzido um intermediério com as fitas entrecruzadas, chamadas de juncéao

de Holliday.
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Fonte: Watson et al (2015).

Esse processo de resolucdo pode ser realizado de duas maneiras e

dependendo do corte das fitas, as duplas-hélices resultantes sdo recombinantes

(com crossing over) ou ndo recombinantes (sem crossing over) (Watson et al,

2015).

— dixlice=s
hibird s
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O sitio de clivagem 1, ou Juncédo de Holliday isomerizada, ocorre nas
duas fitas de DNA compostas inteiramente por DNA de uma das duas fitas
parentais. Quando essa clivagem ocorre, as fitas sdo ligadas e as moléculas
resultantes apresentardo a estrutura de produtos “entrelagados” apds a
recombinacdo, as duas dupla-hélices originais estardo conectadas por uma
regido hibrida. Assim esse tipo de recombinante pode ser chamado de produto
de crossing over (Watson et al, 2015).

Entretanto, no segundo sitio de clivagem (sitio 2 ou Juncéo de Holliday
inicial), ambas as fitas de DNA possuem regides de sequéncias das duas
moléculas de DNA parentais ou “emenda” de DNA hibrido. Essas moléculas sao
chamadas de produtos emendados ou produtos sem crossing over pois a
recombinacdo nao resulta no reagrupamento de outros genes adjacentes ao sitio

de clivagem inicial (Figura 3) (Watson et al, 2015).
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Figura 3 - Clivagem das junc¢des de Holliday. A clivagem em um par gera os produtos
“entrelagados” ou com crossing over. A clivagem no segundo par de sitios, gera
produtos “emendados” ou sem crossing over. O giro é apenas para auxiliar na
visualizagdo do processo.
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Fonte: Watson et al (2015).
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Devido as constantes trocas durante a recombinagédo homoéloga, o sitio
génico que contém os genes da AME est4 sujeito a quebras e alteracdes na
sequéncia de nucleotideos causadas por mal pareamento das fitas

complementares.

4.3 Genes associados a AME

Para que o paciente seja acometido pela AME, os erros devem ocorrer
em um sitio especifico. O locus da AME esté localizado no cromossomo 5, mais
precisamente em 5gl11.2-q13.3 (destague na Figura 4), um segmento
cromossomico duplicado e invertido que inclui os genes SMN1, SMN2, além do
NAIP e H4F5 e p44 (Brzustowicz et al, 1990; Lefebvre et al, 1995; Akutsu et al,
2002; Jedrzejowska, 2009). Porém no presente estudo, abordaremos NAIP,
SMN1 e SMN2.
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Figura 4 - Regido afetada estd em destaque no cromossomo 5 em bandamento.
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Modificado de: University of Florida (2017).

4.3.1 SMN1 e SMN2

O gene SMN2, localizado na porcdo centromérica do cromossomo 5 é
muito semelhante ao SMNL1 (localizado na porgéo telomérica), sendo que as
diferencas que possui sdo variacdes de 5 bases na regido 3’ de sua estrutura,
sendo uma no intron 6, uma no éxon 7, duas no intron 7 e uma no éxon 8. Na
regido codificadora ha a troca de uma citosina por uma timina e, apesar de nao
acarretar em alteracdo do aminoacido codificado por ser uma mutagcao de ponto
sindnima, provoca splicing alternativo no éxon 7 do gene SMN2, sendo apontado
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como o defeito molecular da AME (Figura 5) (Lefebvre et al, 1995; Burglen et al,
1996; Baioni e Ambiel, 2010; Zanoteli et al, 2004; Wirth, 2000).

Figura 5 - A - Representacao esquematica da regido AME invertida e duplicada (5913),
incluindo quatro genes duplicados: H4F5, SMN, NAIP e p44. B - Localizacdo dos
nucleotideos pelos quais SMN1 pode ser diferenciado de SMNZ2.

A.
5q cen . o 5q tel
centromerico telomeérico
< : —>
HRADI7  pd44c yNAIP SMN2 H4F5¢ H4FS5t SMINI NAIP p44dt TFNR
N | B
H I N 111 0 ]
B. .
g C a a (. SMNI
| Exon 1,2a,2b, 36 | intron6 | Exon7 | Intron7 4' Exon 8 |
| | | I I l I SMN2
a T g A o

Modificado de: Wirth (2000).

O gene SMN1 é responsavel pela sintese completa da proteina SMN. J&
0 gene SMN2 ndo € capaz de sintetiza-la totalmente, sendo responsavel por
parte de sua producédo (10 a 25% proteina funcional). O restante da producao
(75%) da origem a uma proteina truncada e instavel (SMNA7), que é
rapidamente degradada devido a presenca de um grupo carboxi na extremidade
terminal (Baioni e Ambiel, 2010; Wirth, 2000; Chang et al, 2004). O splicing
alternativo afeta na eficacia da incorporacdo do éxon 7 no RNAm (perda do éxon
7), levando a producdo de uma proteina menor e menos funcional (Figura 6)
(Zanoteli et al, 2004; Godinho, 2010). De acordo com Wirth (2000) a
porcentagem da produc¢éo das duas proteinas difere-se em 60% para o transcrito
com auséncia do éxon 7 e 40% para o transcrito completo. Os éxons 6 e 7 do
gene SMN contém um dominio responsavel pela auto-oligomerizacdo da
proteina SMN e, portanto, saltos de éxons ou mutacfes nesta regido levam a
uma auto-associacao reduzida. Este mecanismo explica a correlagdo entre o

fenétipo AME e o nimero de cépia de SMN2.
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Figura 6 - Representacao da similaridade de estrutura e sequéncia dos genes SMN1 e
SMN2. A diferenca principal € uma mudanca Unica de base nitrogenada afetando o
splicing do éxon 7, provocando uma menor traducéo da forma “normal” da proteina e
acarretando em proteinas truncadas.
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Modificado de: Burghes e Beattie, 2009.

Em consequéncia do aumento no niumero de copias de SMN2 (devido a
eventos de conversao génica), uma maior quantidade da proteina SMN funcional
€ produzida, reduzindo a gravidade da doenca, gerando fenétipos mais leves
(Figura 7), quando comparado aos de delecdo do gene SMN1, que representam

as formas mais graves da AME (Baioni e Ambiel, 2010; Burghes, 1997).

N&do ha relatos de individuos com auséncia completa da proteina,
podendo significar que esse genaotipo seja incompativel com a vida, sugerindo
uma essencial participacdo da proteina SMN durante o desenvolvimento
embrionario (Panozzo et al, 2001; Kolb et al, 2007; Beattie et al, 2007) ou como

moduladora de apoptose neuronal (Kerr et al, 2000).
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Figura 7 - Esquema do gendtipo de individuos ndo-afetados e afetados pela AME,
caracterizando os pacientes tipos |, Il e lll, juntamente com a representatividade da
quantidade sintetizada da proteina SMN, de acordo com cada gendétipo.
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Modificado de: Baioni e Ambiel (2010).

Cerca de 95% dos pacientes diagnosticados com AME sao homozigotos
para a auséncia do éxon 7 do gene SMN1. Essa auséncia pode advir de uma
delecdo completa desse gene, da auséncia de apenas um alelo do gene e
mutacao de ponto no outro alelo, ou, mais raramente, de mutacao de ponto nos
dois alelos. Devido a este espectro uniforme de mutacado, a analise molecular
realizada mais frequentemente é a deteccdo de delecbes e conversdes dos
exons 7 e/ou 8 dos genes SMN1 e SMN2 para a confirmacgéo do diagnéstico da

AME em pacientes com suspeita clinica (Godinho, 2010).

4.3.2 NAIP
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Outro gene relacionado ao fendtipo da AME é o NAIP. O gene NAIP (do
inglés NLR Family Apoptosis Inhibitory Protein), contém pelo menos 16 éxons
contemplando um tamanho entre 5,5 Kb até 70 Kb de DNA. A regido de
codificagcdo do gene NAIP engloba 3696 nt e codifica uma proteina de 1232
aminoacidos e 140 kDa (Roy et al, 1995). Localiza-se proximo a SMN, em 5q13,
e também esta duplicado tendo varias copias truncadas de NAIP na regido. A
presenca desse gene pode ser detectada por PCR do éxon 5, que esté presente
somente no gene de comprimento total, localizada na parte telomérica da regido
5011.2-g13.3 (Rodrigues et al, 1996; Tsai et al, 2001).

A evidéncia de que o NAIP pode desempenhar um papel na patogénese
da AME vem de estudos funcionais. Estudos mostraram que esse gene inibe a
apoptose em células de mamiferos atuando como um regulador negativo da
apoptose do neurdnio motor e, quando deficiente ou ausente, contribui para um
agravante do fendtipo independentemente do namero de cépias de SMN2
(Rodrigues et al, 1996; Jedrzejowska, 2009).

De acordo com Wirth e colaboradores (1997), a delecdo do NAIP é
encontrada em 45% dos pacientes com SMA de tipo | e 18% dos pacientes de
tipo Il e lll. J& Rodrigues e colaboradores (1996) vao mais adentro e afirmam que
a delecéo do éxon 5 do gene NAIP é a responsavel pelas porcentagens citadas.
A incidéncia de delec¢des na copia funcional de NAIP em pacientes pode ser
maior do que observada, devido a presenca de cépias truncadas do gene
(Rodrigues et al, 1996).

Ha indicios que a delecdo desse gene esta associada, com uma certa
constancia, com a forma severa da doenca mais do que com formas
intermediarias ou suaves da AME (Campbell et al, 1997). Em varias populacdes
estudadas, como chineses, indianos, iranianos, japoneses e malasicos, 0
mesmo é notado. (Watihayati et al, 2009; Omrani et al, 2009; Dastur et al, 2006;
Akutsu et al, 2002).

Ha artigos que correlacionam a delecdo do gene NAIP com a diminui¢éo
do numero total de cépias de genes SMN em AME de tipo | e a presenca do gene
NAIP relacionada a um aumento do numero de copia SMN2 ou retencdo do

namero total de copias do SMN, em pacientes tipo II ou I (Akutsu et al, 2002).
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4.4. Proteina SMN

A proteina SMN €& um polipeptideo de 294 aminoacidos expressa em
todos os metazoarios e em todos os tipos celulares de vertebrados (células
somaticas e germinativas) (Kolb et al, 2007). Esté localizada no citoplasma e
também no nucleo das células, sendo que, no nucleo essa localiza-se em
estruturas chamadas gémeos de corpos enovelados (do inglés gemini of coiled
bodies — gems). O numero de gems é correlacionado inversamente com a
gravidade da doenca, assim como o numero de cépias do gene SMN2 e estédo
intimamente associadas aos corpos enrolados de forma nuclear (Coovert et al,
1997; Godinho, 2010). Os corpos enrolados s&o estruturas subnucleares que se
acredita ter um papel no metabolismo do RNAm. Os gems parecem interagir
diretamente com o0s corpos enrolados e sofrer mudancas semelhantes em
resposta a condi¢cdes ambientais e metabolicas da célula. Isso sugere que gems
funcionem em conjunto com os corpos enrolados, podendo desempenhar um
papel no processamento de RNA. No momento, apenas os marcadores anti-
SMN reconhecem a estrutura gem e sua funcéo ainda é desconhecida (Coovert
et al, 1997).

A proteina formada pelos genes SMN1 e SMN2 é parte essencial do
complexo multiproteico que reune ribonucleoproteinas nucleares pequenas (do
inglés small ribonucleoproteins - SnRNPS), componentes indispensaveis para o
mecanismo de splicing (remocéao de introns durante a formacédo do RNAm final).
Alguns autores correlacionam a proteina SMN com uma participacdo na
regulacdo da transcricdo e na expressao de alguns genes (Wirth et al, 2006;
Burghes et al 2009).

Ainda ndo esta claro como ocorre a reducdo da quantidade da proteina
SMN nas células e, consequentemente, a degeneracao dos motoneurbnios a.
Isso gera a possibilidade de que a SMN tenha uma funcgéo adicional restrita a
esses neurbnios. Em estudos imuno-histoquimicos realizados, foi observada a
presenca da proteina SMN em dendritos, cones de implantacdo e ax6nios de
motoneurdnios, sugerindo, assim, sua importancia no transporte de RNA nos
axonios e manutencédo da integridade de juncdes neuromusculares (Wirth et al,
2006; D’Amico et al, 2011).
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Concentra¢gbes diminuidas da proteina SMN podem ser nocivas aos
neurdnios motores devido ao comprimento dos axbnios e de suas interagdes

exclusivas com musculos esqueléticos (D’Amico et al, 2011).

Concretizando as duas hip6teses principais postuladas para explicar a
patogénese da SMA: (a) a SMN est4 envolvida na biogénese de pequenas
ribonucleoproteinas nucleares (snRNPs) e em splicing de RNAm: assim a
reducdo de SMN pode determinar uma perturbacéo geral na montagem snRNP
(para quais neurénios motores podem ser mais sensiveis) e/ou o complexo SMN
esta envolvido na unido de um ou poucos transcricdes com funcdo chave nos
neurdnios motores; e (b) SMN possui uma fungéo especifica do neurdnio motor,
independente da montagem de snRNPs, como o transporte de RNAm junto ao
axbnio. Ressalta-se que a funcéo celular exata da proteina SMN permanece
desconhecida (D’Amico et al, 2011).

Pesquisas com modelos animais como zebra fish, ratos, moscas, dentre
outros, com a interrupcdo do gene SMN foram essenciais para expandir o
conhecimento sobre 0s mecanismos da doenga, assim como as vias
moleculares e celulares da SMN. Muito recentemente, em um modelo de estudo
com ratos, notaram-se mudancas morfoldgicas nos estagios iniciais da doenca,
abrangendo reflexos reduzidos do proprioceptivo relacionado com a diminuicéo
do ndmero e funcdo de sinapses nos neurbnios motores somaticos” e dendritos
proximais. Essas mudangas ocorrem primeiro nos neurdnios motores que
inervam 0s musculos posteriores proximais e nos neurdnios motores mediais

responsaveis por inervar os musculos axiais (D’Amico et al, 2011).

Nos estudos de Chang et al (2004), h4d evidéncias que ambas as
proteinas formadas (SMN como SMN truncada) sdo degradadas pela mesma
via, a via ubiquitina / proteassoma, e esse estudo apresenta que o inibidor do
proteassoma pode regular o nivel da proteina SMN em fibroblastos do paciente
com AME. Também vale ressaltar que a exclusdo do éxon 7 nao afeta a
localizacdo subcelular da proteina, mas relaciona-se diretamente com a

formacao dos gems.
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4.5. DIAGNOSTICO

4 .5.1Clinico-laboratorial

O diagnostico clinico-laboratorial da AME inclui dosagem sérica de
creatinofosfoquinase (CPK), eletroneuromiografia (ENMG) e biépsia muscular.
Os critérios laboratoriais para os exames citados séo: valor de 5 vezes abaixo
do superior normal para a dosagem de CPK, segundo o laboratério Alvaro, o
valor de referéncia varia de 32,0 a 294,0 U/L, para homens e 33,0 a 211,0 U/L
para mulheres (2017); presenca de atividade espontanea anormal, alteragéo da
duracédo e amplitude do potencial de acdo da unidade motora na ENMG; e atrofia
em grupo, hipertrofia de fibras tipo | ou agrupamento por tipo de fibra na bidpsia

muscular (Araujo et al, 2005).

A dosagem sérica da CPK pode diferenciar uma doenca neurogénica,
como a AME, de doencas como as distrofias, nas quais as lesdes musculares
fazem com que os niveis da CPK se elevem (Baioni e Ambiel, 2010). A ENMG
desses pacientes apresenta um preceito de denervacdo sem envolvimento
sensorial ou sem diminuicdo marcante de velocidade de conducdo nervosa
(Wirth et al, 2006). A histopatologia dos musculos esqueléticos apresenta fibras
atroficas com ilhas de fibras hipertroficas (Lunn e Wang, 2008). Na histopatologia
da medula espinhal, pode-se notar a grave perda dos neurbnios motores na

regido do corno anterior (Figura 9) (Lunn e Wang, 2008).
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Figure 9 - Demonstracao de um exame histopatolégico de atrofia muscular espinhal: (A)
demonstragdo dos comandos motores gerados no cortex cerebral transmitidos pelos
neurdnios alfa motores do cord@o espinhal, indicados pelas células vermelhas e seta
verde em controles normais; A regido do corno anterior espinhal mostra uma auséncia
de neurbnios em pacientes com SMA (B) comparado com controle normal (A). O
musculo esquelético de um paciente portador da doenga (D) mostra fibras hipertréficas
(seta sem cor) cercada por um grupo atrofico (seta verde) comparado com fibras
saudaveis e morfologia uniforme em um masculo infantil normal (C). Apesar das fibras
musculares atroficas na AME, os fusos musculares (asterisco preto) ndo sédo afetados
e se tornam mais notaveis. Todas as laminas sédo coradas com hematoxilina-eosina.

Fonte: Lunn e Wang (2008).

4.5.2 Molecular

A técnica de diagnéstico molecular utilizada para o estudo do diagndstico
pode ser a MLPA (do inglés, Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)
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ou o PCR- RFLP (do inglés, Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment

Length Polymorfism).

4.5.2.1 MLPA

Essa técnica foi desenvolvida de forma a permitir a deteccédo de niumero
de copias gendmicas de diferentes regides de interesse, diagnosticando
anormalidades genéticas como aneuploidias, delecbes e duplicagbes em um
anico experimento por meio da hibridacéo simultanea e amplificacédo por PCR de
até 50 sondas diferentes em uma Unica reacao (Schouten et al., 2002; Cho et
al., 2009; Kozlowski et al., 2008; Shen e Wu, 2009; Jennings et al., 2011).

As sondas sdo compostas por uma sequéncia de complementariedade
para a regido de interesse (sequéncia de hibridizacdo) e uma sequéncia de
primer universal, variando de 130 a 480 nucleotideos (Figura 10) (Kozlowski et
al., 2008; Villamén et al., 2008; Shen e Wu, 2009). Além de possuirem uma
sequéncia Stuffer (sequéncia nao hibridizante) responsavel pela distincdo dos
produtos amplificados, pois ela atribui tamanhos as sondas facilitando sua
identificagdo por tamanho dando-as um tamanho Unico e especifico, auxiliando
na eletroforese capilar para sua identificagéo (Schouten et al, 2002).

Além de apresentar a vantagem multiplex para a analise de diversas
regides em uma Unica reacdo, a MLPA é um método rapido, de menor custo e
menos dispendioso quando comparado as técnicas de FISH (do inglés,
Fluorescence in situ Hybridization) e array CGH (do inglés, Comparative Genome
Hibridization) (Shen e Wu, 2009; Pohovski et al., 2013; Schouten et al, 2002;
Vorstman et al, 2006), além de precisar de uma pequena quantidade de DNA
(20-500 ng) para detectar as possiveis dele¢cdes e/ou duplicacdes em um Unico
exon (Dutra, 2014). Essa propriedade, caracteriza alta especificidade, ja que,
para cada sequéncia a ser amplificada é preciso que as duas sondas estejam
ligadas entre si (Schouten et al, 2002; Kozlowski et al, 2008; Mandal et al, 2009).

A principal limitagdo da técnica de MLPA é que, diferente da FISH, nédo
conseguimos visualizar a localizacdo cromoss6mica da alteracdo, portanto
translocacdes ndo sdo detectadas, apenas auséncia ou presenca da sequéncia

de interesse (Jennings et al, 2001). Lembrando que, apesar de conseguirmos
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avaliar diversas regides gendmicas, precisamos de uma suspeita clinica para

direcionar a pesquisa para um kit especifico (Zanardo, 2014).

Figura 10 - Representacdo das etapas da técnica de MLPA: denaturacao, hibridacéo,
ligacdo e PCR; e andlise dos fragmentos obtidos.
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Modificado de: Dutra (2014).

Uma vez que a MLPA é uma técnica comparativa, S80 necessarios
controles normais extraidos do mesmo tipo tecidual para cada reacdo. Dessa
maneira a intensidade relativa de cada pico é comparada para que dele¢des e/ou
duplicacbes possam ser identificadas (Gonzalez et al, 2008; Mandal et al, 2009;
Rooms et al, 2011).
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Atualmente, sdo comercializados pela empresa MCR Holland mais de
400 kits comerciais de MLPA, sendo um destes (o kit P060) especifico para
deteccado dos éxons 7 e 8 dos genes SMN1 e SMN2, para testes de portadores

da atrofia muscular espinhal.

4.5.2.2 PCR-RFLP

Esse método utiliza enzimas de restricdo para deteccado de mutacgdes e
polimorfismos localizados no material genético. As enzimas de restricdo
reconhecem sitios especificos na sequéncia do DNA, e apls esse
reconhecimento, o sitio é clivado gerando fragmentos de varios tamanhos que
sdo separados e analisados por eletroforese. Os fragmentos gerados variam
muito em relacdo ao seu tamanho e sdo separados por eletroforese em gel de
agarose ou acrilamida (Hirata, 2010).

A especificidade do método é de 100% quando a enzima de restricao
apropriada é utilizada. Para o controle de qualidade, amostras de DNA contendo
alelos mutantes e comuns devem ser incluidos na analise. O método também
deve ser ajustado para condicdes que nao permitam que resultados falsos
positivos sejam obtidos quando quantidade variavel e diferentes propor¢cdes de
DNA mutante e selvagem estejam sendo analisadas. Resultados questionaveis
deverdo ser confirmados por repeticdo dos testes e sequenciamento de DNA
(Hirata, 2010).

De acordo com van der Steege e colaboradores (1995), esse método
auxilia a separacao entre os genes SMN1 e SMN2 devido a troca de bases nos
éxons 7 e 8. A endonuclease de restricdo Dral age sobre os produtos de
amplificacdo do gene SMN2, devido a um sitio de restricdo gerado pela
amplificacdo com o primer reverso, no éxon 7. A enzima Ddel também atua sobre
o produto da PCR do gene SMN2 quando se trata do éxon 8 (Scheffer et al,
2001).

Apo6s a digestdo com Dral, o produto do éxon 7 do gene SMN1 néo €
digerido, enquanto que o produto do éxon 7 do gene SMN2 sera digerido em
dois fragmentos de 164 e 24 pares de bases. Os fragmentos migram no gel de
modo que vemos apenas duas bandas com 188 e 164 pb em amostras normais
em gel de agarose. Os fragmentos de restricdo gerados apds a digestdo do éxon

8 do gene SMN2 séo de 122 e 78 pares de bases e os produtos do éxon 8 do
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gene SMN1 n&o seréo digeridos. Assim, em amostras normais seréo observadas
trés bandas de 187, 123 e 65 pb. Nas amostras dos pacientes, os alelos de
SMN1 néo estéo presentes, ndo havendo banda de 188 pb, referente ao éxon 7,
e tampouco a banda de 187 pb, referente ao éxon 8. Nos individuos afetados
somente encontra-se as bandas do gene SMN2 digerido (Figura 11 e 12) (Sedghi
et al, 2014).

Figura 11 - Representacédo do PCR-RFLP utilizando as enzimas de restricao Dral e Ddel
para diagnéstico da AME.

EXON7 EXON 8
PCR suvt I sunt SN2 |
Dral Ddel
SMN1 R SMNT | 122pb |
24pb 78pb
Gel de agarose com 2 bandas® Gel de agarose com 3 bandas:
- 188 pb (n&o digestéo de SMNT) - 187pb (no digestéo de SMNT)
- 164pb (digestéo de SMN2) - 123pb (digestio de SMN2)

- 65pb (digestdo de SMNZ)
Individuos normais

Individuos normais

PCR  smn2 [ SMN2
Dral Ddel
(et e
24pb
Gel de agarose com 2 bandas:
Gel de agarose com 1 banda: - 123pb (digestédo de SMN2)
- 164pb (digestéo de SMN2) - G5pb (digestéo de SMNZ)
Individuous com AME Individuous com AME

Fonte: o autor.
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Figura 12 - Deteccédo de exclusdo do gene SMN 1 (éxon 7, 8) realizada por digestédo do
produto da reacdo em cadeia da polimerase com Dral e Ddel, respectivamente, em gel
de agarose a 3%. Colunas 1 e 2: Diferentes pacientes sem dele¢cdo no éxon 7 do gene
neurdnio motor de sobrevivéncial (SMN1), coluna 3: Paciente com exclusao no éxon 7,
coluna 4: Controle positivo e coluna 5: Controle normal, coluna 6: marcador de 100 pb;
Coluna 7: Paciente sem delecao no éxon 8 de SMN, coluna 8: Paciente com exclusao
no éxon 8, coluna 9: Controle normal, coluna 10: Controle positivo.

4.0 = .Oumil.

Fonte: Sedghi et al (2014).

Sendo assim, mediante as ferramentas apresentadas, D’Amico e
colaboradores (2011) desenvolveram um fluxograma para direcionar a avaliacdo

clinica e exames de modo a identificar inequivocamente a AME (Figura 13).
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Figura 13 - Fluxo amostral de diagnostico para a atrofia muscular espinhal. EMG
(eletromiografia de agulha) e NCV (Conducdo Nervosa ou neuroconducdo) sdo as
divisdes do ENMG.
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homozigdtica de SMNT

Diagnostico
confirmado

Movos exames clinicos:

EMG, NCV, CPK

Sintomas tipicos, EMG
neurogénica e CPK normal

-

Caracteristicas atipicas de AME
EMG neurogénico, CPK normal

Considerar outras
doencas neuromotoras

EMG normal, NCV normal,
CPK normal

Considerar doencgas do
| cérebro ou da medula
espinhal

Modificado de: D’Amico et al, 2011.

4.6 Tratamento

Contagem de cdpias de SMNY?

2 capias 1 cdpia
de SMN1 de SMNT

v

Sequenciamento do gene SMNT

Mutacdo ndo Mutagdo
encontrada encontrada

v

v

Continua nao
confirmada

Diagnostico
confirmado

Multiplas abordagens foram exploradas como métodos potenciais para

aumentar a producao de proteina SMN a partir de SMN2, incluindo o aumento

da transcricdo, a modulagéo de splicing de éxon 7 de SMN2, induzindo a leitura

translacional através da transcricdo de SMNA7 e aumentando a estabilidade da

proteina SMN. Um dos métodos mais promissores € o redirecionamento do

splicing SMN2 do éxon 7 através de oligonucleotideos antissentido (ASOs — do

inglés, anti-sense oligonucleotides), oligonucleotideos curtos projetados para

reconhecer as sequéncias complementares dentro de um gene de interesse.

ASOs podem exercer sua influéncia sobre o éxon 7 de SMN2 através de
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multiplas formas, como bloqueando a ligacdo de fatores de proteina de acéo
trans, causando rearranjos estruturais dentro da molécula de RNA alvo ou
recrutando fatores de proteina trans-atuantes adicionais para a molécula alvo,
no caso de ASOs bifuncionais (Ottesen, 2017).

No estudo promovido por Singh et al (2006) foi descoberta a regiao
intronic splicing silencer N1 (ISS-N1) localizada na extremidade 5 da regiao
suppress splice site (ss) responsavel pela exclusdo do éxon 7 de SMN2. E os
mesmos estudaram uma maneira para bloquear a leitura da regidao ISS-N1. Para
iss0, utilizaram uma abordagem baseada em oligonucleotideos antissentido para
demonstrar conclusivamente a natureza inibitéria de ISS-N1. Nesta abordagem,
a sequéncia ISS-N1 (CCAGCAUUAUGAAAG), localizada na porcao néo
conservada do intron 7 do gene SMN do ser humano, foi bloqueada pelo

oligonucleotideos antissentido Anti-N1 (Figura 14) (Singh et al, 2006).

Figura 14 - Representacdo do gene SMN 2, detalhando o intron 7 para andlise e
observacdo do ISS-N1 e do Anti-N1.
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/
INTRON 7 Anti-N1

Modificado de: Singh et al, 2006.

Como os pesquisadores estimavam, o Anti-N1 restaurou totalmente a
inclusdo do éxon 7 no gene SMN2, ja que ISS-N1 confere um efeito inibitorio
muito forte na inclusdo do éxon 7 de SMN2 (Singh et al, 2006; Ottesen, 2017). O
resultado foi muito especifico ja que ndo foram observados efeitos fora do alvo
em splicing alternativo num ensaio envolvendo outros 8 genes. Contudo, 0s
pesquisadores ainda ressaltam que o efeito positivo mediado pelo anti-N1
depende restritamente do emparelhamento da base com o alvo (Singh et al,
2006).

O bloqueio de ISS-N1 por Anti-N1 restaurando a inclusdo do éxon 7 no
RNAmM derivado de SMN2 demonstra a viabilidade de um oligonucleotideo intron

interativo superar completamente o efeito inibitorio de uma mutagéo exonica
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responsavel pela producdo de uma proteina truncada nas células do paciente
(Singh et al, 2016).

O mecanismo de acao especifico para o Spinraza™ é o ASO aumentar
a proporcao de inclusdo do éxon 7 em transcricdes do acido ribonucleico
mensageiro (RNAm) do SMN2, por ligar-se na regido de silenciamento de
splicing intrénico (ISS-N1) localizada no intron 7 do &cido ribonucleico pré-
mensageiro (pré-RNAm) do SMN2 (Figura 15). Ao ligar-se, o ASO desloca os
fatores de splicing que normalmente supririam o mecanismo, levando a retencao
do éxon 7 no RNAmM do SMN2 (Spiranza, 2017).

Figura 15 - Representacdo do mecanismo de agéo do ASO utilizado no tratamento da
Atrofia Muscular Espinhal.
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Modificado de: Chiriboga et al, 2016.

Uma vez observada que a exclusao de ISS-N1 promoveu a inclusao do
éxon 7 em todas as linhas celulares, incluindo células de rato, conclui-se que os
fatores especificos de tecido ndo estdo envolvidos na regulacdo mediada por
ISS-N1 de splicing alternativo do éxon 7 (Singh et al, 2006).

Spiranza™ foi aprovado pelo FDA (do inglés, Food and Drug

Administration) e pela Anvisa para o tratamento de SMA leve e grave apos
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mostrar-se seguro e eficaz na elevacéao dos niveis de proteina SMN e na reducao
da gravidade da doenca da AME (Anvisa, 2017). A maioria dos ensaios clinicos
de Spinraza™ tem focado no tratamento de bebés sintomaticos e criangas ja
diagnosticadas com SMA, idade em que muitas mudancas ja ocorreram em
neurénios motores. Um ensaio clinico em andamento esta tratando bebés
diagnosticados com AME que né&o exibiram sintomas, na tentativa de previnir a
degeneragéo dos neurdnios motores como uma abordagem promissora e eficaz
contra a AME (Ottesen, 2017; Anvisa, 2017).

O Spinraza™ possui como substancia ativa a Nusinersen e é
administrado em injecdo intretecal devido a dificuldade dos farmacos
oligonucleotidicos antisentidos atravessam uma barreira hematoenceféalica

intacta quando administrados de forma sistémica (Chiriboga et al, 2016).
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5. CONCLUSAO

Com o desenvolvimento do Spinraza, observa-se uma esperanga para
0s pacientes acometidos pela AME e suas familias de vencerem essa batalha.
Além do mais, faz-se necessario explicitar a doenca para que seu conhecimento
se torne, cada vez mais, disseminado pela populacdo visando o
desenvolvimento de novos tratamentos. Além de propostas de novos métodos
de diagnostico, para uma investigacdo mais inequivoca, visando sempre, uma
melhor qualidade de vida ao paciente.

Neste trabalho, percebe-se que o universo celular € muito maior e mais
complexo que se imagina. Um mecanismo que poderia ser considerado simples,
como a duplicacdo do material genético por meio da recombina¢do homologa,
acarreta na producao de uma proteina truncada devido a um bloqueio do splicing
do éxon 7 do gene SMN2, pela troca de uma base nitrogenada nessa regiao
génica.

Ainda ndo ha a elucidacdo da funcédo da proteina no organismo, porém
ja é sabido que a diminuicdo da sua concentragdo no corno anterior da medula
espinhal provoca atrofia dos musculos interligados a mesma, além de induzir a
perda progressiva de movimentos de outros musculos. Com isso, sugere-se
novas pesquisas para elucidar a importancia da proteina e sua relacdo com a
atrofia muscular espinhal, além do desenvolvimento de novas técnicas de

diagnéstico.
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